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RESUMO

Esparza Mora, Margy Alejandr&ungos entomopatogénicos isolados de solos de um
fragmento de Mata Atlantica. 2015. 137p. Dissertacdo (Programa de Pds-Gradusgao
Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada) — Univeadil Federal Rural do Rio de Janeiro -
UFRRJ. Seropédica, RJ, 2015.

Os fungos entomopatogénicos desempenham um pgpa&itante na regulagéo de populacdes
de insetos incluindo pragas agricolas e florest@s. fungos anamoérficos dos géneros
Beauveria, Metarhiziunme Isaria apresentam o maior potencial para o0 uso em centrol
biolégico. O objetivo foi caracterizar as populagde fungos entomopatogénicos isolados de
solos, determinar a ocorréncia das espécies patagéie insetos da ordem Hypocreales, bem
como avaliar o potencial de controle biologico.dforcoletadas dez amostras compostas de
solo durante os periodos chuvoso e seco, no Pihguieipal Natural do Curié em Paracambi,
RJ. O isolamento dos fungos entomopatogénicos doideis métodos: com larvas isca -
Galleria mellonella(Lepiddptera: Pyralidae) Benebrio molitor{Coledptera: Tenebrionidae),

e meios seletivos - Agar Batata Dextrose suplemdertam tegumento de molitor(BDA+TI)

e Meio Martin. ApGs o isolamento, 216 fungos entpatogénicos foram identificados
utilizando critérios macroscopicos e microscopiensBDA e MEA. A andlise molecular das
cepas mais virulentas foi realizada através doesemiamento das regifes ITS1 e ITS4. A
patogenicidade de 8 isolados entomopatogénicas/fdiada usando larv&. mellonellae T.
molitor. As larvas foram imersas durante um minuto em@uoinaces de 1x$01x10, 1x1¢

e 1x10 conidios.mL!. Foi observado que o 88,0% dos isolados eram pientes do método
isca e 12,0% do método com meios seletivos. A eéspéedominante foBeauveriabassiana
isolada conG. mellonellano periodo seco (36,0%) e chuvoso (36,0e&tarhizium anisopliae

foi mais isolado com larvas dE. molitor no periodo seco (33,3%) e chuvoso (32,0%).
Beauveriabassianafoi menos prevalente no meio Martin, observandassa ocorréncia de
13,3% no periodo seco e 33,3% no periodo chuvodo.fdi observado crescimento e
anisopliaeno meio Martin. A ocorréncia d®. bassianano meio BDA+T]I foi de 33,3% no
periodo seco e 20,0% no periodo chuvoso. A mamréacia deM. anisopliag(26,7%) foi no
periodo chuvoso usando o meio BDA+TI. De acordo odieste de patogenicidade as cepas
deB. bassiana&om maior desempenho p&amellonellaforam Bb53MI e Bb79MI com Gl

de 3,98x10 e 1,04x10conidios.mLt}, paraT. molitor foi Bb79MI com Clso de 1,03x10
conidios.mLt!. As cepas d#. anisopliaecom melhor desempenho foram Ma58MI e MalOMI
tanto paraT. molitor (1,0x1¢ e 1,0x10 conidios.mL! respectivamente) como pafa.
mellonella (6,3x10 e 1,1x18 conidios.m! respectivamente). As linhagens MalOMI,
Mal2Ml, Ma58MI e MallMI foram identificadas atravda caracterizacdo molecular como
pertencentes Bl. anisopliaee Bb11MI, Bb79MI, Bb53MI e Bb27MI comB. bassianaO
método isca corfs. mellonellae T. molitoré um método sensivel para o isolamento de fungos
entomopatogénicos em sofgalleria mellonellae T. molitorséo susceptiveis a acado patogénica
dos fungos. bassianaM. anisopliaenas concentraces de® 10 conidios.mL.

Palavras-chave:Beauveria bassiandyletarhizium anisopliaegontrole bioldgico, inimigos
naturais, biodiversidade, viruléncia.



ABSTRACT

Esparza Mora, Margy Alejandrentomopathogenic fungi isolated from soil of a frgment

of the Atlantic Forest. 2015. 137pDissertation (Post Graduate Program in Entomologly a
Plant Pathology and Applied Biotechnology) - Unsidade Federal Rural do Rio de Janeiro -
UFRRJ. Seropédica, RJ, 2015.

The entomopathogenic fungi play an important raeleregulating populations of insects
including agricultural and forest pests. The anghir fungiBeauveriageneravietarhizium
and Isaria have the greatest potential for usealodical control. The aim was to characterize
the populations of entomopathogenic fungi isoldtetdn soil, determine the occurrence of
pathogenic species of insects of the order Hypteseand assess the potential biological
control. Ten samples composed of soil were coltechgring the rainy and dry seasons, the
Municipal Natural Park of Curio in Paracambi, RheTisolation of entomopathogenic fungi
was by two methods: with bait larvaeGalleria mellonella(Lepidoptera: Pyralidae) and
Tenebrio molitor(Coleoptera: Tenebrionidae), and selective medtatato Dextrose Agar
supplemented witf. molitorintegument (PDA+IT) and Martin medium. After istida, 216
entomopathogenic fungi were identified using mawopg and microscopic criteria in PDA
and MEA. Molecular analysis of the most virulentlegges was performed by sequencing of
ITS1 and ITS4 regions. The pathogenicity of 8 erdpathogenic isolates was assessed using
G. mellonellaandT. molitorlarvae. The larvae were immersed for one minutematentrations
of 1x1®, 1x10, 1x1& and 1x18conidios.mL2. It was observed that 88.0% of the isolates were
derived from the bait method and 12.0% from the hoetwith selective media. The
predominant species waeauveria bassianasolated withG. mellonellain the dry season
(36.0%) and rainy (36.0%Metarhizium anisopliagvas more isolated witf. molitor during
the dry season (33.3%) and rainy (32.089auveria bassianaas less prevalent in Martin
medium, observing an occurrence of 13.3% in theségson and 33.3% in the rainy season.
There was no growth &fl. anisopliaein the Martin medium. The occurrenceRfbassianan

the PDA+IT medium was 33.3% in the dry season &nh@9% in the rainy season. The higher
ocurrence oM. anisopliae(26.7%) was the rainy season when using the PDAn¢dium.
According with the test of pathogenicity strainBotbassianawvith higher performance fd@s.
mellonellawere Bb53MI Bb79MI with LG 3,98x10 and 1,04x10 conidios.mLt?, for T.
molitor was Bb79MI with LGo1,03x10 conidios.mEt:. The strains offl. anisopliaewith better
performance were Ma58MI and Mal0MI bathmolitor (1,0x1¢ and 1,0x10 conidios.mt!
respectively) and foG. mellonella(6,3x10 and 1,1x18 conidios.mt! respectively). The
MalOMI, Mal2MIl, Ma58MI and MallMIl strains were idiéied by molecular
characterization as belonginghb anisopliaeand Bb11Ml, Bb79MI, Bb27MI and Bb53MI as
B. bassianaThe bait method witl. mellonellaandT. molitoris a sensitive method for the
isolation of entomopathogenic fungi in sdHalleria mellonellaandT. molitor are susceptible
to pathogenic action of the fungBs bassianandM. anisopliaeat the concentrations Q0°
conidios.mLL.

Keywords: Beauveria bassianaetarhizium anisopliagbiological control, natural enemies,
biodiversity, virulence.
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1 INTRODUCAO

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planéémtre os diversos biomas do pais, a
Mata Atlantica € um ecossistema caracterizado ptos niveis de endemismo e pela sua
elevada diversidade biolégica, sendo consideradadasncinco “hotspots” de conservacao
mundial. Essas caracteristicas, combinadas cora aistoria de degradacédo, o torna um dos
ecossistemas mais ameacados do mundo. Originalneebiema se estendia por uma érea de
aproximadamente 1.306 Kmequivalente & 15% do territério brasileiro. Semjifo de
ocorréncia original abrangia integralmente ou émoénte atuais 17 estados da federacéo. Suas
condi¢cdes climaticas propiciam a existéncia de opizganismos entomopatogénicos. O
Parque Natural Municipal do Curié possui uma are®13,961 ha, e é considerada a mais
representativa area remanescente de Mata Atlasicaunicipio de Paracambi no estado do
Rio de Janeiro. O conhecimento sobre micodiversiddd Mata Atlantica € de grande
relevancia para se entender a dinamica envolvidaenbioma. Diversos aspectos da Mata
Atlantica sdo abordados por uma imensa quantidagesiuisadores, contudo, poucos relatos
tém sido observados em relacdo a diversidade fangntomopatogénica existente nesse
importante ecossistema. Emerge, dessa forma, aswade de pesquisas para investigar a
micobiota da Mata Atlantica, pois, espécies podenexstintas antes de serem descritas.

O conhecimento da composicdo de espécies indigendsstribuicdo de fungos
patogenos de insetos sdo essenciais para avapateacial do controle biolégico em um
ecossistema especifico. A presenca de certas esgizifungos entomopatogénicos pode ser
considerada como um indicador da sua capacidadeldeviver nesse ambiente. O ambiente
do solo constitui um importante reservatorio padivarsidade de fungos entomopatogénicos,
0 que pode contribuir significativamente na regidagas populagdes de insetos. Dois métodos
sdo geralmente usados para detectar fungos enttogépiacos em solo. O método isca usa
Galleria mellonellaL. (Lepidéptera: Pyralidae) ou outros insetosrelétivamente simples e
sensivel. O método de plagueamento usando varims reeletivos sao particularmente Uteis
guando a quantificacdo € necessaria ou quandoeriatate analises ndo € solo. O fungicida
dodine (monoacetato N-dodecilguanidina) é aplicadomeio de cultura e é usado para o
isolamento deM. anisopliaee B. bassiana Os fatores bioticos e abidticos podem afetar a
presenca de espécies de fungos, e a resposta decspélcie para estas condi¢cbes varia.
Metarhizium anisopliagMetchnikoff) Sorokin caracteriza-se como uma e&péagricola”
enquantolsaria spp. sado raras em campos, mas séo frequentemeotmtradas em
ecossistemas florestais. Outras cddeauveria bassian@Balsamo) Vuillemin podem ocupar
uma vasta gama de habitdEstas espécies pertencentes aos Hypocreales (Asstantém o
maior uso no controle biolégico.

O controle bioldgico é definido como a acdo de igos naturais, que inclui predadores,
parasitas e patdgenos microbianos para o conteolasgtos. Os fungos entomopatogénicos
constituem um grupo com mais de 750 espécies esf@dmo ambiente, e S0 0s primeiros
agentes biologicos a serem utilizados para o denti® pragas, porque sédo capazes de causar
doenca e morte dos insetos. A infeccado dependemtato da estrutura assexuada conhecida
como conidio com a cuticula do inseto hospedeir@o@idio usa iniUmeras enzimas para
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suprimir as defensas do hospedeiro e passar atdavésiticula. Os corpos de hifas ou
blastosporos progressdo dentro do corpo do inebsiruindo 6rgédos, minando nutrientes e
produzindo compostos toxicos. Apés a morte do himip® os fungos cobrem o cadaver com
novos conidios prontos para a dispersao. Em es$pdespertam interesse pelo seu papel na
regulacdo de insetos incluindo pragas agricolamestais, e doencas, na auséncia de poluicao
e degradacao ambiental.

1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo Geral
Caracterizar as populacdes de fungos entomopatmgéisiolados de solos do Parque

Natural Municipal do Curio, Paracambi — RJ.

1.1.2
a)

b)
c)

d)
e)

Objetivos especificos

Identificar espécies de fungos entomopatogénicosr poaracteristicas
macromorfoldgicas, micromorfologicas e técnica roolar.

Determinar a ocorréncia de fungos entomopatogénitoante o periodo seco e
chuvoso.

Caracterizar o solo por analises fisicas e quimicas

Avaliar a viabilidade das espécies de fungos enpatogénicos.

Avaliar a viruléncia das espécies Beauveria bassian@ Metarhizium anisopliae
contra larvas d&. mellonellae T. molitor.

15



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos entomopatogénicos

Os membros do reino Fungi sdo comuns em ambiesnestres e aquaticos ao longo
do mundo, os fungos terrestres foram reportado quadgenos ou parasitas de humanos,
animais e plantas, por exemplo, nas plantas eadofsimbiontes de artropodes e raizes de
plantas e como componentes da microbiota do sl eutras (ALEXOPOULOS et al., 1996;
WATANABE, 2010). Os fungos entomopatogénicos s&o grupo de micro-organismos
filogeneticamente diversos, heterotroficos, eutasio unicelulares ou multicelulares
(filamentos) que apresentam reproducdo por espg@asados, assexuados ou ambos. Estes
organismos tém células quitinizadas e sdo geraémeid moveis (BADIlI & ABREU, 2006).

O termo entomopatogénico designa a esses microiergas capazes de atacar os insetos
usando-os como hospedeiros para desenvolver paeuwlciclo de vida (DEVOTTO et al.,
2000), ou aqueles que reduzem as populacdes desmsaga em niveis que ndo causam danos
econdmicos as culturas (TANZINI et al., 2001), queles que sdo um meio de controle na
reducdo de populacdes de insetos vetores de do€BCHOLTE et al. 2004). Também
definido como parasitas facultativos ou obriga®rie insetos, com alta capacidade de
esporulacdo e sobrevivéncia. Eles constituem urpogde grande interesse para o controle
biolégico de insetos. Aproximadamente 80% das daseqgie ocorrem em insetos tém como
agente causador um fungo (BATISTA, 1989). Pratic#gmeaodos 0s insetos sao susceptiveis
a algumas das doencas ocasionadas por estes tureggogusam a morte. Ha fungos que podem
invadir insetos mortos chamados sapréfagos e fuagimenofagos que infectam insetos vivos
(BUTT et al., 2006). O calculo da diversidade degins no mundo estimado foi de 1.5 - 5.1
milhdes de espécies (HIBBETT et al., 2011), dosqqi:@0,000 foram descritos (VEGA et al.,
2012). Destes, aproximadamente 750-1000 s&o fusrgosnopatogénicos colocados em mais
de 100 géneros (ST. LEGER & WANG, 2010). Os fungo®mopatogénicos constituem o
maior numero de taxons de patdgenos de insetoFED, 1973). De Faria e Wraight (2007),
identificaram 171 produtos baseados em fungos ssedmo agentes de biocontrole desde
1960, a maioria deles coBeauveria bassiana, B. Brongniartii, Metarhizitanisopliaee
Isaria fumosorosea.

2.2 Classificacéo e filogenia dos Fungos Entomopatogéns

Os patégenos de insetos evoluiram na maioria dasigais linhagens fungicas.
Existem apenas algumas excec¢Oes, como o0s Glomeotamyque contém os fungos
micorrizicos (Figura 1). Os fungos verdadeiros roralassificados e agrupados em sete
divisdes: Microsporidia, Chytridiomycota, Blastatiamycota, Neocallimastigomycota,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (BOOMS#&tAl.,2014). Considerando dados
moleculares e registros fosseis tém estimado qéunges evoluissem 0.5-1.5 bilhées de anos
atras, os registros fésseis de Ascomycota e Basiaiota s6 datam do Devoniano perto de 400
milhdes de anos atras (LUCKING et al., 2009; BARBEEAYLOR, 2010).0 mais antigo
féssil conhecido de um fungo entomopatogénico, echanilhas (Hemiptera) infectadas por
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um fungo éphiocordycepscom 100-110 milhdes de anos atras (SUNG et@)8Re, depois
incluem um foéssil de uma Térmita (Isoptera) infdot@or um fungdentomophthorae uma
formiga (Hymenoptera) infectada p@eauveria com 20-30 milhdes de anos atras (POINAR,
1984).

Taphrinomycotina
Saccharomycotina

Orbiliomycetes Pezizomycotina
Pezizomycetes
Dothideomycetes

Entomophthoromycota ) ——— Arthoniomycetes

{Entomophthorales, Neozygitales) Chaetothyriomycetidae Eurotiomycetes

1 ta (Hypocreales = Eurotiales
Ascomycota (Onygenales, Ascosphaera) ——+——1——1—— Coryneliales; Eurotiomycetidae
— Onygenales @

Mycocaliciomycetidae

Laboulbeni ycetes
Approximate Lichinomycetes
a number I - Lecanoromycetes
Microsporidia of species —————————— |eotiomycetes

~————— (Calosphaeriales Sordariomycetes

Shrytrichonncots - = < Lulworthiales
: Neocallimastigomycota 20 _ Meliolales
( oY ——— Phyllachorales
Blastocladiomycota 180 4 .
S Trichosphaeriales
Kickxellomycotina 270 —— Xylariales
" ; 1 Coronophorales
Zoopagomycotina 190 b Hypacreales @
Mucoromycotina 330 | —— Microascales
—— Melanosporales
Entomophthoromycota @ = Bofiniales
Glomeromycota 170 | —— Chaetosphaeriales
As —_— ———— Diaporthales
corycaa ® @ 64,000 Ophiostomatales
Basidiomycota 30,000 — Sordariales

Figura 1. Posicoes filogenéticas de fungos patogénicos deass(A) O Reino fungi (HIBBETT et al., 2007;
JAMES et al., 2006; WHITE et al., 2006), com destagara filos com patégenos de insetos. Os nimeros
representam o nimero aproximado de espécies @assteintro de cada (sub) filo e sombreamento emridades

de caixas representam propor¢Oes relativas de iespéenhecidas de insetos patogénicos (maior pgépor
qguando a cor cinza é mais escura). Pontos vermednagrelos e azuis marcam ramos com 0s patdgeries ma
comuns e mais conhecidos de insetos. Os outrosoquaahos tém algumas espécies patogénicas desnseds
poucos deles tém sido estudados em detalhe: Cbytriydota, Blastocladiomycota, Kickxellomycotina diai
ordens previamente colocados nas Trichomycetesasidi®mycota (B) Ascomycota tém o maior nimero de
espécies descritas e a maior diversidade, incluinda variedade de formas de vida saproéfitas, nmistaale
patogénicos. As linhas engrossadas representamsooten fungos patogénicos de insetos e pontosiadosor
marcam aqueles com 0s mais conhecidos patégenioseates: Hypocreales (amarelo, por exemg@lordyceps
sensulatpMetarhizium,e Beauverid e Onygenales (azuhscosphaera)Fonte: BOOMSMA et al., 2014.

O numero aproximado de espécies patogénicas desndescritos pode variar de
alguns nos Chytridiomycota, Blastocladiomycota, kkellomycotina e Basidiomycota para
um numero substancial nos Ascomycota e apresentandaminio quase completo nos
Entomophthoromycota. As posi¢des filogenéticas sisfycota que abrigam o maior nUmero
de fungos patogénicos de insetos conhecidos s@udens Hypocreales e Onygenales, que
estdo detalhadas na Figura 1B, ilustrando que tissesle vida de patdgenos de insetos
evoluiram repetidamente nos Ascomycota (SPATAFOR#.£2007).

A baixa frequéncia extrema de linhagens de pat&edeansetos nos Basidiomycota
sugere gque a sua adaptacao tem sido impulsionadianopmnalidades ecoldgicas diferentes de
insetos que parasitam, marcando uma diferenca fiuental com os Entomophthoromycota,
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gue em gquase todas as 280 espécies conhecidasté@ernms de artropodes. Os estagios
sexuais (Teleomorficas) dos Hypocreales parecemearam hospedeiros especificos, ao passo
gque o0s estagios assexuados (Anamoérfico) sao gestasal Isto oferece um contraste
interessante com os fung&stomophthoralegjue sdo patégenos obrigatérios de insetos, e
tendem a permanecer como hospedeiros especifitigma nas suas fases assexuadas. No
entanto, algumas espécies dentomophthoralesapresentam um modo nutricional
completamente diferente, como parasitas de garetdfla samambaia ou Desmidiales,
nematoides e tardigrades (Meristacraceae e Anagéiak), enquanto outros podem se tornar
patdgenos oportunistas ou saprofitos de vertebréoridiolobuscoronatuy (BALAZY,
1993).

Embora o0s Hypocreales pertencem aos Sordariomycetesn linhagens
ecologicamente diversas, nos Pezizomycotina tamééofuiram linhagens patégenas de
insetos (Figura 1B). Incluem também algumas espédis Dothideomycetes, que s&o
patogenos de insetos, e as Ordens Onygenales galasopertencentes aos Eurotiomycetes
(KODSUEB et al., 2006). O desenvolvimento de cardsticas osmofilicas (por exemplo, a
capacidade de crescer em substratos com altoaesgitar) pode ter levado a necessidade da
especificidade do habitat no gén&scosphaeraPrincipalmente membros dos Eurotiales que
apresentam historias de vida como patdgenos opstdsnfacultativos sem hospedeiros
especificos (SOSA et al., 2010). Os géneros maisl@dos sadspergilluse Penicillium por
sua producdo de compostos secundarios toxicosngoderesentar uma estratégia explicita
de intoxicacdo dos tecidos do hospedeiro, pargpmfsismo mais tarde. O estilo de vida
oportunista em espécies de Eurotiales pode serfibersdturante a co-infeccéo; isto €, a
exploracéo rapida do tecido do hospedeiro podeipeaspergillussuperar ad/etarhizium
(HUGHES & BOOMSMA, 2004).

2.2.1 Filo Microsporidia

S&o0 os primeiros parasitos intracelulares diveageatna maioria das vezes agrupados
com o Protozoa, os Microsporidia sdo consideradaosocfungos (LEE et al., 2010) e séo
patdgenos obrigatorios de animais. Os hospedeieds comuns sao 0s peixes e artropodes,
incluindo muitos insetos. Microsporidia tem sidtudada para usa-los no controle biolégico
da broca europeia do milho, lagartas, gafanhotasogquitos. Por Exempld®aranosema
locustaeé comercializado como um agente de controle biotdde gafanhotos (LOMER et
al., 2001).

2.2.2 Fungos Zoosporicos

2.2.2.1 Filo Chytridiomycota
Sdo fungos flagelados e estdo divididos em tréss fi(Blastocladiomycota,

Chytridiomycota e Neocallimastigomycota). Os fungasomopatogénicos estéao incluidos no
Blastocladiomycota (JAMES et al, 2006; HIBBETT Et2007).
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2.2.2.2 Filo Blastocladiomycota

S&o incomuns entre todos 0s outros fungos porqueice de vida é caracterizado por
meiose durante a formacdo de esporos no meiospordagaredes espessas resultando em
uma alternancia entre geracdes haploide e dip(GBIRIES et al., 2006). Exemplos de géneros
incluidos sé@oCoelomycidium, Catenari@ CoelomomycesAs espécies d€atenaria sdo
conhecidas principalmente como patdgenos de netlegtomas algumas espécies também
infectam pequenas moscas. As espéciesCdelomycidiumsdo conhecidas a partir de
cochonilhas, larvas de besouros e pupas de digfEA0$ADA & KAYA, 1993). As espécies
de Coelomomycesao patdgenas obrigatdrias que requerem de dejseteiros aquaticos,
larvas de mosquito e crustaceos (KERWIN & PETERSEI7). Além disso, as espécies de
Coelomomyceséao as unicas entre todos os fungos, porquedtashifas, bem como paredes
gametangiales (GLEASON et al., 2010).

2.2.3 Fungos Zygosporicos

Estudos filogenéticos atuais colocaram os ex-mesnbdos Zygomycetes em quatro
subfilos (Mucoromycotina, Zoopagomycotina, Kickeatlycotina e Entomopthoromycotina)
(WHITE et al., 2006; HIBBETT et al., 2007). Os mewd do Mucoromycotina incluem
Mucorales e Mortierellales, que geralmente sdodsiaps no solo e esterco ou parasitas de
plantas e animais. Algumas espécies, tais cBmparodiniella umbellatasdo patdgenos de
insetos (BENNY, 2009). No entanto, é relatado c@aidgeno primario de insetos saudaveis
(MADELIN, 1966). Zoopagomycotina e Kickxellomycagéiformam um grupo juntamente com
o Harpellales (WHITE et al., 2006). Contém Ordemsd@garitales (principalmente parasitas
haustorial de Mucorales), Kickxellales (saprobiosie parasitas haustorial de fungos) e duas
Ordens (Harpellales e Asellariales) de fungos asdas com o intestino de artrOpodes
previamente colocados nos Trichomycetes (LICHTWARID@I., 2001).

Os membros do Harpellales e Asellariales séo cermids comensaisSmittium
morbosunpenetra através do revestimento do intestino a aslarvas do mosquito através da
inibicdo da ecdise (SWEENEY, 1981). Aléem dissojossamembros do Harpellales parasitam
adultos de moscas pret&rfuliidag, preenchendo seus ovarios com cistos fungicos\aiio
gue as moscas dispersam o fungo quando tentamacaeas ovos (WHITE et al., 2006). Os
membros do Zoopagomycotina foram divididos em daasilias, Zoopagaceae, restritas a
predadores e o Cochlonemataceae, que sdo padsitatiferos, amebas, rizopodes e outros
fungos (BENNY, 2009).

O subfilo Entomophthoromycotina contém outra lirdragde fungos zygosporicos, 0s
Entomophthorales (Figura 2) (WHITE et al., 2006BBETT et al., 2007; HUMBER, 2008).
Muitos entomopatdégenos sao encontrados no grupb (KR, 2007). Os entomopatdgenos
sao classificados em Entomophthoraceae e Neozggi#adlgumas das espécies incluidas nas
familias produzem capiliconidios (conidios securmmdgrque sédo efetivamente dispersos por
insetos. O Entomophthorales inclui os gén&m®mophthora, Pandora, Zoophthaeaéneros
segregados. O género segregado é aquele que adkegdarum género existente. Por exemplo,
Entomophaga um género segregado Eetomophthorgor que algumas espécies que foram
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anteriormente colocadas demtomophthoraséo agora colocadas éintomophagaAlém do
nivel de espécie e especificidade, alguns générogestritos a certos hospedeiros, como
Strongwellse@m moscas Blassosporaobre cigarras (BENNY, 2009).

A -
e .

Figura 2. Insetos infectados com espécies de Entomophtlso(alpOs fungoStrongwellseap. criam um buraco
caracteristico no abdémen da mo€cenosia testace€B) Orificio abdominal de na mosParadelia intercepta
criado porStrongwellseasp. Esporos infecciosos que sdo expulsos ativangetives do buraco do hospedeiro
vivente. (C) Soldado besouRhagonycha fulvanorto por fungo entomopatogéniPandora lipai Os esporos
sdo expulsos ativamente do cadaver infectado pelgofe um halo de esporos séo visiveis em tormosjpedeiro
morto. (D)Earwig forficulasp. infectada pdZoophthora forficulaeO fungo emerge a traves da cuticula em partes
intersegmentais do corpo do hospedeiro. (E) Mosfectiada polEntomophthora syrphimorta em um lugar
elevado (enfermidade superior) para aumentar a&didp de esporos de fungos. (F) Esporos produpidios
Neozygites parvisponao hospedeirbimothrips dentricornis(G) Abeto verdé&latobium abietinunmfectado por
Entomophthora planchoniangH) Formiga de madeirBormica sp. morta poPandora formicae[Créditos da
foto: (A e D, G) J. Eilenberg; (E) H. Philipsen) (€. Nielsen; (H) J. Matagocka]. Fonte: VEGA et an12).

2.2.4 Filo Ascomycota

Os Ascomycota sdo classificados em trés subfilogis Rios subfilos ndo tém
associacfes com patdgenos de insetos. Os Taphinting sdo saprofitos ou parasitas de
plantas e vertebrados (HIBBETT et al., 2007). Maitdscomycetes leveduriformes
(Saccharomycotina) estédo intimamente associadosirtggtos para a dispersao, e os fungos
fornecem vitaminas, enzimas e outros recursosgsaiesetos hospedeiros (VEGA & DOWD,
2005). As leveduras, no entanto, ndo sdo patbgemasnesmo parasitas de insetos
(KURTZMAN et al., 2011). Diferentes linhagens dezRomycotina apresentam membros

20



associados a insetos (Figura 3) (BENJAMIN et @042 HUMBER, 2008; BLACKWELL,
2010). Pezizomycotina sdo os mais numerosos mgrtamente e ecologicamente complexos
dos Ascomycetes (SCHOCH et al., 2009). Os ciclogidi® muitas vezes tém dois estagios,
Anamorfo (estado assexuado) e Teleomorfo (estaxltaBe e os membros dos Hypocreales
fornecem bons exemplos (Figura 4). Em alguns casestado sexual pode nunca ou raramente
ser produzido. Sob a nova classificacdo, os anasaniiitas vezes sdo Uteis no fornecimento
de informacdes taxondmicas. Por exemplo, o anarligeido paral orrubiella,um género cujo
principal hospedeiro € constituido de aranhas lkauthas, incluem espécies Alkanthomyces
possuindo uma gama de hospedeiros mais ampla das@spécieSibellula, que sao restritas

as aranhas (HODGE, 2003; JOHNSON et al., 2009yekr# fungos associados com insetos,
0S estagios assexuados muitas vezes precedemugdoode estagios sexuais (SUNG et al.,
2007). Os conidios (esporos assexuais), que samflms em cadaveres de insetos podem ser
produzidos diretamente em conidioforos como emaspéeVietarhiziumem insetos adultos

e larvas (Figura 4 A, B). Em algumas espéciesdsdea e Akanthomycesos conidios sdo
formados em sinematas, estrutura formada por fdedgrupos de conidioforos individuais
(Figura 4 1). Ocasionalmente, estagios tanto assial e sexuais estdo presentes em um
hospedeiro no mesmo tempo, como no casdygmcrella calendulingFigura 4 D, E) e seu
anamorfoAschersonia calendulinsobre cochonilhas, bem como outras espécies (LUBNG
ARD et al, 2009).

Os esporos assexuais e sexuais dos fungos ass@canpinsetos geralmente sao
produzidos em estruturas levantadas aumentandoraupjalade para a dispersao em um novo
hospedeiro. A producdo de esporos assexuada podeerocem um estroma, com
desenvolvimento de ascos e ascosporos. Os pesifgmilem ser imersos em um estroma, Como
em Cordyceps militarisC. NinchukisporgFigura 6 L),Ophiocordyceps nutar(§igura 7 E),
Elaphocordyceps paradoxdFigura 7 F), e outras espécies (VEGA et al., 2012)
Pezizomycotina inclui alguns dos pouco conhecidu®rneopatbgenos como membros da
Tubeufiaceae (Dothideomycetes). As espécies nadufiabeae tém uma gama nutricional
ampla, com muitas espécies sapréfitas, parasitsnges e folhas, ou formando liquen com
algas (KODSUEB et al., 2006). As espécies do géneanlonectria sdo patbgenas de
cochonilhas, e por muitos anos estes fungos foremwne&amente colocados na ordem
Hypocreales (ROSSMAN, 1978). Outros entomopatogemmtuem o0s membros dos
Eurotiomycetes, incluindo espéciesAEosphaergOnygenales), e os membros do Eurotiales,
incluindo certas espécies Aspergilluse Penicillium e seus parentes (SOSA-GOMEZ et al.,
2010). Espécies descosphaerado parasitas obrigatdrios de larvas de abeims fhellifera.

A doenca da abelha do mel é causada pelo fAsgosphaera api6GEISER et al., 2006).
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Figura 3. Em torno das 55 ordens se colocam as 10 class@sadenycetes subphylum Pezizomycotina. As
classes e ordens que contém o0s entomopatdgenosidsmni mediante as flechas. Por exemplo, os
Sordariomycetes tém em torno de 13 ordens, um ddiggpocreales, a ordem com o maior nimero de Espéc

entomopatégenas. Alguns membros da Pezizomycotimagmecem sem classificacdo. Fonte: SCHOCH et al.,
20009.

Os Laboulbeniomycetes (Figura 3) sdo um interessgmipo de parasitos de insetos,
embora eles ndo sejam geralmente consideradoseagpatogénicos. As 2.000 espécies
conhecidas da ordem Laboulbeniales sado ectopardsatastorial obrigatérios de insetos e
alguns outros artropodes (WEIR & BLACKWELL, 200®)s ascésporos com duas células
germinam na superficie do hospedeiro para prodnzihaustério a partir de uma célula ligada
e o exterior da célula se divide para produzir writ@cio com determinado crescimento.
Nenhum micélio € produzido e a falta de um estask®xaiado na ordem € Unica entre
Ascomycetes. Os besouros e moscas sdo os printipagedeiros para os membros do
Laboulbeniales. A segunda ordem, Pyxidiophoralaésqe ser principalmente micoparasiticas,
e também esta associada com hospedeiros artrojitsies.fungos sdo miceliais e geralmente
tém estados assexuados proeminentes que precedeserovolvimento do estado sexual. Os
insetos e seus associados sdo acaros e sao dispaxfaiivos do Pyxidiophorales (WEIR &
BLACKWELL, 2005).
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Figura 4. Caracteristicas microscopicas comumente usadaengficacdo de entomopatdgenos. A-C, F-I, L e
M, sdo estruturas de estados assexuadas (anam@ims)s figuras de ascos e ascosporos séo dessexliais
(Teleomorfo). (A) fialides d&letarhizium anisopliag(B) Conidiéforo e conidios ddetarhizium cylindrosporae
(C) Células conidiégenas e conidiosABehersonia coffea€D) Desenvolvendo do asco maduroHigocrella
calendulina (E) Ascésporo inteiro dd. calendulina (F) Conidioforos d&ibellula pulchra (G) Conidioforos de
Isaria sp. (H) Estruturas conididgenas &eauveriasp. (I) Synnema deélkanthomycessp. (J) Asco de
Ophiocordyceps communiéK) Ascésporos d®. communis(L) Células conidiégenas ddirsutella sp. (M)
Células conidiégenas dtymenostilbe ventricos§Créditos das fotos: (A, B, G, H, J, K, M) J. dder Luangsa-
ard; (C-E) S. Mongkolsamrit; (F, I, L) K. Tasandih&onte: VEGA et al., 2012.

Os Hypocreales, membros da Classe dos Sordarioesycgio 0os entomopatégenos
mais conhecidos entre os Ascomycetes (Figura 3x-Llavicipitaceae foi dividido em trés
familias monofiléticas: Clavicipitaceae, Cordyciggéae e Ophiocordycipitaceae. A familia
Clavicipitaceae (Figura 5) inclui, entre outros, mimero de endofitos gram8glansia,
Claviceps, Epichlge e os bens conhecidos entomopatogeAseshersonia, Hypocrella,
Regiocrella e Metarhizium Um novo géneroMetacordycepsinclui a primeira espécie
Cordycepgelacionada aos endofitos grama bem como anamertieleomorfos relacionados
comMetarhizium(SUNG et al., 2007).

A familia Cordycipitaceae (Figura 6) contém o gér@er militaris, e inclui a maioria
das antigas espécigsordyceps caracterizadas por cores vivas e estroma carnQdo.
entomopatégenos com estados assexuados incluentiesspde Beauveria, Isaria,
Lecanicilliume outros géneros. A maioria dos membros Ophiocipidgiceae (Figura 7) pode
ser distinguida morfologicamente a partir dos ausabfilos porque muitas vezes tém estroma
escuro e ascosporos maduros. Além das espéciesOmeocordyceps. O género
Elaphocordycepparasita ndo so6 insetos, mas tamBgaphomyceg um simbionte ascomicete
micorrizico de arvores. Outras espécies nao ideadids na familia sdo incomuns porque eles
sao simbiontes leveduriformes obrigatorios de cagafSUH et al., 2001). A preferéncia nao é
especifica para uma familia ou género, emboragxa@cdes. No entanto, patégenos de aranhas
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sdo encontrados principalmente dentro da Cordgcie#te, enquanto entomopatégenos de
cochonilhas sdo comuns na Clavicipitaceae. Os patiggde formigas, cupins ou dipteros e
endosimbiontes de cigarras séo frequentemente #ados na familia Ophiocordycipitaceae
(SUNG et al., 2007).

Figura 5. Familia Clavicipitaceae. B, C, E, F e | sdo estadsgxuados (anamorfos). Outras figuras sao ddossta
sexuais (teleomorfos). (ATordyceps aff. martialisobre larva Lepiddptera. (Byletarhizium flavovirideem
cigarra. (C)Metarhiziumsp. sobre barata; D-H e J-K em cochonilhas. kelleriella reineckiana (E)
Aschersonia marginata(F) Aschersonia coffeag(l) Orbiocrella petchii (H) Hypocrella calendulina (1)
Diferentes estagios de colonizacdo de uma cigasraMetarhizium cylindrosporae(J) Hypocrella sp. (K)
Conoideocrella tenuigCréditos pelas fotos: (A-C, I) R. Ridkaew; (D-H,K) S. Mongkolsamrit]. Fonte: VEGA
etal., 2012.

2.2.5 Filo Basidiomycota

Os Basidiomycetes muitas vezes estao intimamesteiaslos com insetos como seu
anico recurso nutricional e como um habitat, e owihsetos fertilizam e dispersam esses
fungos. As associacbfes com insetos ocorrem nos dtédilos de Basidiomicetos
(Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina e Agaricomiyoa), mas as parasitas sao encontradas
apenas no Septobasidiales dos Pucciniomycetes,rupo gue inclui as ferrugens, fungos
fitopatogénicos de plantas (AIME et al., 2006). énhero Septobasidiume quatro géneros
adicionais,Auriculoscypha, Uredinella, Coccidiodicty@aOrdonia sao parasitas especificas
de cochonilhas (HENK & VILGALYS, 2007), que raranbemmatam seus hospedeiros, mas
usa-los como fornecedores de nutrientes, mantesdoros (HUMBER, 2008).
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Figura 6. Familia Cordycipitaceae. E-k, e M séo estadosxassids (anamorfos). Outras figuras sdo de estados
sexuais (teleomorfos). (ALordyceps bassianam larvas de Coledpteros. (Bprrubiella hemipterigenaem
cigarra. C-E, H, J sobre aranhas.) (Dorrubiella aff. neofusiformis(D) Torrubiella aff corniformis (E)
Akanthomyces koratensif-) Akanthomyces aculeatu§s) Isaria tenuipes (H) Akanthomyces aranearur(l)
Beauveria bassiana(J) Gibellula pulchra (K) Akanthomyces pistillariformisobre mariposa adulta. (L)
Cordyceps ninchukisporam pupa de_epiddpteros (M) Isaria farinosaem larvas de Lepidopteros. [Créditos
pelas fotos: (A, B, F-I, K, M) P. Aphiphunya; (C) Ridkaew; (D, J) K. Tasanathai; (E) T. Chohmee); FG
Srikitikulchai]. Fonte: VEGA et al., 2012.

Figura 7. Familia Ophiocordycipitaceae, G, |, K e L, sd@deb assexuais (anamorfo). Outras figuras saoosstad
sexuais (Teleomorfo). (Apphiocordyceps halabalaengsm Camponatus gigas seta indica o estroma com as
estruturas conidiégenas anamorficas e a conidides&trsutella anamorfica. (B)phiocordyceps sphecocephala
em vespa. (C)Ophiocordyceps mymecophilem formiga. (D) Ophiocordyceps dipterigenaa seta indica
Hymenostilbeanamorfo. (EYOphiocordyceps nutarem percevejo. (FElaphocordyceps paradoxam ninfa de
cigarra. (GHymenostilbe estados de O. brunneipunci@®O. acicularisem larvas de lepidéptera. Hjrsutella
niveaem saltador. (JPphiocordyceps blattaem barata. (KHirsutella saussureém vespa. (LPaecilomyces
lilacinus. Créditos pela foto: (A) R. Ridkaew; (B, C, E-I, K), P. Aphiphienya (D) P. Srikitikulchai: (J) J. ptan
Fonte: VEGA et al., 2012.
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2.3 Principais Fungos Entomopatogénicos do filo Ascompta

2.3.1 Beauveriaspp. Vuillemin
[Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae]

As espécies do génerB8eauveria sdo cosmopolitas; podem ser encontradas
naturalmente infectando mais de >700 espéciesgitom (INGLIS et al., 2001Beauveria
ocorre naturalmente em algumas plantas e no sel@pfzootias sao favorecidas por climas
guentes e umidofBeauveriaspp. é utilizado como um bioinseticida microbiamo a&guns
paises. Em 1912 Vuillemin descreveu formalmentéreegpBeauverianomeado pela primeira
vez comoBotrytise é 1914, quando J. Beauverie a reconhece ddeanveriaou doenca da
muscardine branca, cuja reproducao assexuadamegiomde conidios. O termo “muscardine”
foi aplicado aBeauveria bassianaoi a primeira doenca de insetos de origem fiangiee
mostrou a patogenicidade do fungo infetando o bddnsedaBeauveria bassianacorre em
todo o mundo e tem uma das maiores listas de hespsdntre os fungos imperfeitos. Os
hospedeiros estdo entre as ordens Lepidopterag@eta, Hemiptera, Diptera e Himendptera
(MARANHAO, et al., 2009).

O génerdeauveriaé composto por varias espéciBsbassiana, B. brongniartii ou B.
tenella, B. amorpha, B. velat®. Globuliferae B. Densa porém a mais frequentemente
estudadas saB. bassiana(Balsamo) Vuillemin eB. brongniartii (De Lacroix) Siemszko
(DOMSCH & GAMNS, 1980; BUSTILLO, 2001).

O género é caracterizado por um micélio branco xwesfueleto do hospedeiro,
conidiéforos simples, irregularmente aglomeradogropos verticilados, em algumas espécies
inchados na base e afinando na parte de formacammieios ou com extensdo apical
denticulada, que é apresentado em um zig-zag, pilioce sdo hialinos e asseptados,
arredondados a ovoides e unicelulares (BUSTILLOL2GAMSON et al., 1988; REHNER &
BUCKLEY, 2005). A fase teleomorfo €ordycepgHUMBER, 2012).

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

Este patdgeno ataca naturalmente mais de 300 espcinsetos de diferentes ordens
destacando Coledptera, Diptera, Himendptera, Lepéda e Homoptera (TANADA & KAYA,
1993; ALVES et al., 1998; FRANCE et al., 1999; ROBREZ et al., 2002). Algumas pragas
que sdo afetadas por este fungo sdo a cigarrinf@m@de-acicarAéneolamia varip e
percevejos de diversas culturas (MONZON, 2001k §éhero apresenta um micélio que cobre
totalmente os hospedeiros afetados; os conidiéfapgsecem em manchas compactas ou
individuais, as células conidiogénicas geralmei@® tum &apice arredondado a conico,
densamente ramificado ou densamente entrelacadonddios sdo asseptados, cilindricos ou
ovoides formando cadeias, podem ser hialinos omgngados de verde oliva (HUMBER,
1998, DOMSCH & GAMS, 1980). A fase teleomorfaetacordycep$HUMBER, 2012).

As infec¢Bes ddVetarhiziumnas espécies de artropodes sdo facilmente reddakec
alguns dias apds a morte, quando o fungo crestegnmento e forma estruturas reprodutivas.
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Inicialmente, s6 sdo observadas hifas que aparerenbranco, mas quando os conidios
maduram adquirem uma cor verde oliva caracteristioaentanto, dependendo da espécie e da
estirpe deMetarhiziumos esporos de podem variarem na cor de branco i@lamaarrom e
verde (TANADA & KAYA, 1993). As espéeciedetarhiziumsdo comumente consideradas
como saprofitas do solo e mais frequentemente é&mactas em habitats perturbados como em
campos agricolas, comparado com os ecossistemastflis (MEYLING & EILENBERG,
2007). Além disso, resultados recentes sugerenesses fungos podem formar associacdes
com as raizes das plantas (HU & ST. LEGER, 2002).

As principais espécies deste género dlo: anisopliae (Metschn) Sorokin;M.
flavoviride Gams & RozypalM. album(Petch)M. pingshaem€&€hem & Giro;M. guizhousense
Chem & Giro, eM. taii Liang & Liu (LIANG et al., 1995). A espécibl. anisopliaefoi
classificada em duas variedades sobre a base dmhandos conidiodyl. anisopliaevar.
anisopliag(conidios pequenos 3,5-9 pmyleanisopliae var. majugonidios longos 9-18 um)
(TULLOCH, 1976; SAMSON et al., 1988). Recentemenieavés de estudos baseados em
técnicas moleculares, novas variedades da espdcianisopliae foram sugeridasM.
anisopliaevar. anisopliae, M. anisoplia@ar. lepidiotum, M. anisopliaezar. acridium, M.
anisopliaevar.majus e M. anisopliaear. dcjhyium(DRIVER et al.,200Q DONG et al.2007).

A muscardine verde é causada platarhizium anisopliaeEste fungo foi isolado pelo
pesquisador russo Metchnikoff (1879) a partir dedko Anisoplia austriaca(Coleoptera:
Scarabaeidae), quem sugere a sua utilizagdo comagente microbiano contra pragas de
insetos (TANADA & KAYA 1993; ZIMMERMANN, 1993).

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

Este género € normalmente encontrado na natureze rgrande variedade de
hospedeiros, principalmente em larvas de lepidépterSua infecgcdo € conhecida como
muscardine amarela. Algumas espécies deste géaerB. fumosoroseus, P. Farinosus, P.
amoeneroroseu, P. Javanicus, P. ramosus, P. caeapim, P. tenuipes, P. cicadae, P.
lilacinus, P. marquandie P. CinnamoneuéSAMSONet al., 1988; HUMBER, 2012).

O géneroPaecilomycesapresenta colénias de cor lilas, rosa, marrom nzaci
dependendo da espécie, com um micélio irregulars@mmicroscopia as hifas sao hialinas a
amareladas, septadas e de paredes finas. Apreserganficacdes verticiladas ou
irregularmente ramificadas, tendo em sua parteit@atrem cada rama grupos de fialides, que
também podem ser solitarias. As fidlides consisterama porcéo basal cilindrica ou inchada,
afinando abruptamente para formar muitas vezes @stogo muito perceptivel. Os
conidiéforos levam cadeias de conidios, hialinog;elulares e ovoides (DOMSCH & GAMS,
1980; BUSTILLO, 2001HUMBER, 2013. As infec¢gOes causadas gor fumosoroseusao
reconhecidos pelo rosa palido, enquanto Rnlilacinus sdo roxo claro. A espécie mais
importante éaecilomyces fumosorosei¥ize) Brown & Smith (BUSTILLO, 2001). As fases
teleomorfas sadCordycepsu Torrubiella.
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2.3.4 Verticillium spp. Nees (Gams & ZarelLecanicilium spp.; W. Gams & Zare
Simplicillium spp.; e Batista & O.M. FonsecaPochoniaspp.)

[Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae- Lecanicillium, Simplicillium;

Clavicipitaceae-Pochonig

No ano de 1898, na ilha de Java Zimmerman descobrifungo chamado
Cephalosporium lecaniino entanto, até o ano de 1939, o mesmo fungeefaiado como
Verticillium lecanii por Viegas, que se referiu ao halo branco caiatitar formado por ele
sobre o insetoCoccus viridis (Green) (SAMSON & ROMBACH, 1985). O fungo
entomopatogénicd. lecaniié amplamente distribuido e pode causar epizoatidarga escala
em regifes de climas tropicais e subtropicais eagthientes quentes e Umidos (GARCIA,
1996). As condigBes favoraveis para o fungo sapeeaturas entre 20-25 °C e umidade alta
(HARPER & HAUNG, 1986). Existem inumeros relatos goe se discute a acao\deecanii
na mosca brancd(ialeurodes vaporariorum Numa delas Fransen (1990), diz que esse fungo
infeta as ninfas e adultos do inseto, mas ndo®as

Os conidioforos das espécies Werticillium sdo pouco diferenciados das hifas
vegetativas, as células conidiégenas (fidlidesjoest forma de verticilios de dois a seis, em
pares ou solitarios sobre hifas, ou apicalmenteesairtas ramificagcbes (SAMSON &
ROMBACH, 1985). Os conidios sado hialinos, assemadulindricos ou elipsoidais,
arredondados nas extremidades. Estes conidiosrmagoeforma de gotas filamentosas ou
cadeias (SANSAO & ROMBACH, 1985). Os clamidéspqesPochonig s&o multicelulares,
globosos, de paredes espessas, principalmentenens taterais curtos. As fases teleomorfas
sao:Cordyceps, Torrubiellpara entomopatdégendsyMBER, 2012)

As espécies mais importantes deste génerd_sagrescens, L. dahliae, L. nuvilum, L.
alboatrumeL. tricorpus(DOMS & GAMS 1980).

2.3.5 Nomureaspp. Maublanc
[Sordariomycetes: Hypocreales]

As espécies apresentam um micélio septado, braonosupercrescimento floculante,
escasso ha cultura a denso em insetos (cobrindplemente o hospedeiro), nhormalmente
tornando-se roxo-cinza a violeta; conidioforos ami¢raramente) ou em sinemas (sinemas,
com uma base estéril), ereto, tendo verticilososyrcom grupos de fialides curtas sobre
métulas; células conidibgenas curtas, com apiceticedentes e pouco 0 nenhum pescogo
distinto; conidios asseptados, liso, redondo aadevou alongado e ligeiramente curvado,
cadeias divergente, palido ao verde escuro, raxoacao roxo, ou (raramente) branco em
massa. A fase teleomorfoMetacordyceps, Ophiocordycepséos hospedeiros: lepidopteros e
aranhas (HUMBER, 2012).

A espécie mais comuri\. rileyi, € um agente patogénico clavipitaceous que afeta u
ampla gama de hospedeiros de lepidépteros em toddo, e pode exercer controle natural
significativo sobre esses insetos. O Ophiocordiaggious . atypicolg patégeno de aranhas,
€ muito menos comurilomurea rileyi(Farlow) Samson (Clavicipitaceae) patdogeno dalfami
Noctuidae (especialmente larvas); forma uma masseaodidios (verde-cinza), cobrindo o
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hospedeiro; os conidios sdo ovoides e em cadeigascilomurea atypicolaYasuda
(Ophiocordycipitaceae); tem conidios cinza ao rgkdMBER, 2012).

2.4 O processo de infecgao

Os fungos patogenos de insetos tém que cumpriosvatesafios para produzir
suficientemente novos esporos infecciosos em ca@dgdo para manter as populacdes viaveis.
Em primeiro lugar, a transmissao frequentementeatreq liberacdo de um numero de esporos
em massa ou superficies de esporos pegajosasgiéirstias gue maximizam a adesado de outras
maneiras (VEGA et al., 2012). Em segundo lugargggoros germinam e deve iniciar a
penetracdo do exoesqueleto do inseto de formavestatnte rapida ou sobreviver apés uma
ingestao oralAscosphaera(COLE & HOCH, 1991; VEGA et al., 2012). Terceias células
fungicas devem proliferar dentro do hemocelo, mi@scou outros tecidos do hospedeiro para
que o sistema imunitario do hospedeiro entre empsol de forma que o hospedeiro morra
depois (VEGA et al., 2012). Em quarto lugar, o funigve gerenciar o cadaver para otimizar
a producao de esporos e dispersdo em condi¢cOesraaibiprevalentes (Figura 8) (ROY et al.,
2006). Assim, os fungos entomopatogénicos aprasewdaias fases no desenvolvimento de
infeccdes fungicas:

2.4.1 Adeséo dos esporos na cuticula do hospedeiro e garatdo de esporos.

A inoculacdo ocorre por contato direto entre cad#s/enfecciosos e hospedeiros
suscetiveis, ou indiretamente através de esporasmoesporos depositados sobre a vegetacao
ou particulas de solo (HESKETH et al., 2010). Expentos de infeccbes em laboratorio
mostram que um numero minimo de esporos € geramexkssario para conseguir infeccdes
previsiveis (INGLIS et al., 2012).

Os fungos sdo organismos heterotroficos, porém dqém absorver os compostos
organicos produzidos por outros organismos coms feudes primarias de energia. O primeiro
passo para a infec¢do é a unido dos propagulogfisng cuticula do hospedeiro. Esta ligacao
envolve mecanismos nao especificos de adeséo lemlusqelas propriedades hidrofobicas da
parede celular dos conidios (BOUCIAS ef 8988). O processo refere-se a interacao entre as
proteinas (hidrofobinas) localizadas nos conidiasaperficie hidréfoba do exoesqueleto dos
insetos susceptiveis (FANG et al., 2005).
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conidios, que produzem estruturas apressorialgmré&s deAscosphaerado pequenos, entram por via oral e
infectam através do epitélio intestinal. (b) Cresmito: a maioria de Hypocreales e Onygenales pralifi através
do crescimento de hifas, e fungos Entomophthogaleiferam através de protoplastos. (c) Reproduedporos
assexuados de fungos Entomophthorales e ascésgmaais de Hypocreales sdo principalmente disseimsna
por pressado a partir da superficie dos cadavdezhéfs para cima a direita), enquanto que espesamis dos
fungos Entomophthorales e conidios assexuais dedtigales sao liberados de forma passiva (flechasgzama

e para abaixo a esquerdaycosphaerproduz apenas esporos sexuais que sao liberadosmepassiva (flecha
para baixo a direita). Fonte: BOOMSMA et al., 2014.

Em alguns taxons de Hypocreales coBeauveria Metarhiziume Paecilomycesas
propriedades hidrofébicas dos conidios sdo dedda®senca na parede celular de proteinas
ricas em cisteina chamadas hidrofobinas. Em cdatiderticillium lecanii possui conidios
hidrofilicos (INGLIS et al., 2001). Este processmrre em trés fases sucessivas: (1) adsorcao
dos esporos a superficie através do reconhecintmntieeceptores especificos de natureza
glicoprotéica no inseto, (2) a adesdo ou a corsgdid da interface entre o esporo pre-
germinado e a epicuticula e finalmente, (3) a geagéo e desenvolvimento até a formacéo de
apressorios para iniciar a fase de penetracdo (EELEt al., 2009). Os esporos de
Entomophthorales tem um revestimento mucilaginaspothivel dentro das duas camadas da
parede celular que é liberado no momento do impamtoum substrato, resultando na adeséo
(EILENBERG et al., 1986). Além disso, nos Entomdyoinales se produzem esporos que sao
evolutivamente derivados de esporangios. Os esperasuitos fungos Entomophthorales séao
liberados por pressédo (PAPIEROK & HAJEK, 1997).

Alguns taxons, por exemplo, espéciesNdmzygitese Zoophthoratambém produzem
uma capilioconidia alongada que se desenvolvenabdim capiliconidioforos delgados. Esses
propagulos se tornam facilmente removiveis quandocédo por um inseto e adere-se a
cuticula por uma gota de adesivo que exsuda da mintapiliconidio. Holder & Keyhani
(2005), analisaram a ades&do de conidios aéreofji@®rsubmersos e blastosporos Rie
bassianaem superficies hidrofébicas e hidrofilicas seusultados mostram que: (1) os
conidios aéreos se ligam bem a superficies hidicdéb mas fracamente a superficies
hidrofilicas; (2) os conidios submersos se ligaamdas superficies hidrofébica e hidrofilica;
e (3) os blastosporos se ligaram fortemente a Bojesrhidrofilicas e fracamente a superficies
hidrofobicas.
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O processo de adesdo do esporo a cuticula do ,irseteediada pela presenca de
moléculas sintetizadas pelo fungo denominadas reesEmMetharizium anisopliaese
descreveu um tipo de adesina conhecida como MAD4 ,e3ta localizada na superficie dos
conidios. A diferenca da proteina adesina MAD2Mnanisopliaeenvolvida com a aderéncia
a superficies das plantas, e também parece elEealorada com a competéncia na rizosfera
(PAVA-RIPOLL et al., 2011). O rompimento do geneeqcodifica para MAD1 afeta a
germinacao e a formacéao de blastosporos, redusigddicativamente a viruléncia do fungo
(WANG & ST. LEGER, 2007). Além disso, demonstrouge® 0s ions divalentes tais como
Ca2 + e Mg2 + reduzem as forcas de repulsao diétices que promovem a adesdo de esporos
(PUCHETA et al., 2006).

A germinacdo ocorre quando o conidio encontra ¢degi favoraveis de umidade,
temperatura, fatores fisicos e quimicos e exigénuidgricionais na cuticula podendo produzir
estruturas de penetracdo como tubos germinativospressorios ou uma substancia
mucilaginosa que prende para iniciar a formacatudo germinativo que penetra através dos
poros ou as camadas mais externas da epicutichHlaAHS& PELL, 2003). Embora esta
estrutura pode estar ausente em alguns taxonsBeauveriae Nomurea o tubo germinativo
penetra através de aberturas naturais, também salgmtomophthoralesCpnidiolobus
obscurus, Pandora neoaphidis, P. blunckii, Entontiopta planchoniana Batkoa apiculata
ndo formam apressoérios e penetram a cuticula disgtee a partir do tubo germinativo (HAJEK
& DELALIBERA, 2010). No caso dB8eauveria bassiangara a germinacao de conidios, o
fungo necessita de uma fonte exdégena de carbono aajuitina e, a um nivel inferior, certos
acidos graxos. Além disso, os lipideos epicutieslaios insetos podem ser importantes para a
ligacdo do fungo com a cuticula do hospedeiro (FENRL985).

De acordo com Lecuona et al. (1997), indicaram goissiveis papeéis dos lipidios
epicuticulares dos insetos e sua relacdo com a@osuentomopatogénicos: a primeira seria
fazer pouco acessiveis as fontes de energia gpraranacao de conidios e a segunda poderia
ser uma atividade antifangica especifica podenidhir ion crescimento das hifas. Recentemente,
foi associada a degradacédo dos lipidios na canxaelaa como uma fase de crescimento prévio
a penetracdo do fungo (BEYS DA SILVA et al., 2018)i ainda sugerida a posterior sintese
de enzimas hidroliticas (proteases, lipases engsitis, entre outros) que degradam a cuticula e
liberam nutrientes para o fungo (FRANCO et al.,1)01

2.4.2 Penetracdo no hemocele.

Para que a infec¢ao seja um sucesso o fungo entbog@mico deve penetrar a cuticula
do inseto, composta de uma rede de polimeros di@aj@polissacarideo) incorporada huma
matriz de proteina (até 70%) (VEGA et al., 2012)cuticula esta dividida em trés seccdes
(Figura 9) (LOCKE, 2001; KLOWDEN, 2007). A camadaimexterna € chamada envelope
(também conhecida como camada cuticular) e € d8010m de espessura. Debaixo do
envelope é a epicuticula (0,5-2 nm de espesswggiido pela procuticula (maior do que o
envelope e a epicuticula), que é onde a quitisgpeaeinas formam uma matriz. A procuticula
pode ainda ser dividida em uma camada interior edamendocuticula (10-200 mm de
espessura), e uma camada exterior conhecida coexoauticula. As proteinas cuticulares
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podem variar de acordo com as areas anatdomicassétoj bem como com o estadio de
desenvolvimento do inseto (WILLIS et al., 2005). @&dulas da epiderme sdo encontradas na
base da procuticula e 0 hemocelo esta por baixodlakas epidérmicas. A cuticula deve ser
rompida por pressdo mecéanica (ZACHARUK, 1970) evds da producdo de enzimas
degradadoras de cuticula para que o fungo possaabutricdo e colonizar o inseto (VEGA
et al., 2012).
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Figura 9. Modelo genérico que mostra o processo de infepgédungos entomopatogénicos. Conidios sobre a
cuticula do inseto, onde germina e forma um tulbbgetivo e um apressorio. A hifa penetra e rongpesanadas
da cuticula, atingindo o hemocelo onde séo formdiastosporos e corpos hifales. O crescimento @angi

continua e se move ao longo do hemocelo, invadiadgios, interrompendo processos metabdlicos, e,
possivelmente, produzindo metabolitos toxicos,usando a morte. Fonte: VEGA et al., 2012.

A maneira na qual os fungos entomopatogénicos faneno inseto depende das
propriedades da cuticula, tais como a espess@sglardtizacdo e a presenca de substancias
antifingicas e nutricionais (CHARNLEY, 2003). Uwex estabelecido o processo de adeséao,
continua a penetracao que é possivel gracas &agémnada de dois mecanismos, um fisico
e um quimico, o primeiro é a pressao exercida p@ estrutura do fungo chamada haustorio,
que distorce a primeira camada cuticular e, emidaguompe as areas esclerosadas e
membranosas da cuticula. O mecanismo quimico ema¢ao enzimatica, principalmente de
atividades hidroliticas, tais como proteases, épasquitinases que degradam o tecido na area
de penetracéo, facilitando a entrada do fungo (MONZ2001). Estudos in vitro indicam que
a digestdo do tegumento segue uma sequéncia @e ligarotease- quitinase (TANADA &
KAYA, 1993). A acdo da enzima pode ser co-ajudaela secrecdo de acidos organicos tais
como acido oxalico (KHACHATOURIANS, 1991).

A protease PR1 é considerada um fator de viruléms@ortante emMetarhizium
anisopliag a sobre-expressao desta enzima no mesmo fungo ued 25% o tempo de morte
emManduca sextaem comparacdo com aqueles que foram infectadooagenaotipo de tipo
selvagem (ST. LEGER et al., 1996). Da mesma fors@bae-expressao do gene que codifica
para quitinase dBeauveria bassianacelera o processo de morte nos insetos em unir288
et al., 2007). Assim, podemos demonstrar a impoidéida secrecdo destas enzimas hidroliticas
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na viruléncia dos fungos entomopatogénicos, o gaenm. ser uma ferramenta para a selecao
das melhores estirpes para a formulacao de irdasiciologicos.

Outro mecanismo utilizado pelo fungo para penetoanemocele é através da cavidade
oral, espiraculos e outras aberturas externassgdanJa que a umidade ndo é um problema no
trato digestivo, 0s esporos podem germinar rapidéangeste ambiente; apesar de que fluidos
digestivos podem destruir ou degradar as hifasedmigacdo. Em alguns casos, a digestao de
estruturas fungicas pode causar a morte devidrieidade em vez da micose (CHARNLEY,
1992).

2.4.3 Replicacdo no hemocele.

Depois de atingir o hemocelo, a maioria dos fungasiza transicdo dimorfica de
micélio a levedura (Entomophthorales), em outrasnds muitas vezes prescindem da
formacdo de parede celular e se desenvolvem enoptmstos (blastosporos), evitando o
reconhecimento por hemaocitos circulantes no herad®NSON, 1991).

As vantagens desta forma celular sdo o aumenttagas de aquisicdo de nutrientes,
além de que as células fungicas podem-se multipticchemocelo, sem ser detectadas pelo
sistema imunoldgico do inseto que utiliza epiotigdesparede celular como detectores. Uma
vez que evadem o sistema imunoldgico do insetar@aona septicemia (EILENBERG &
MICHELSEN, 1999).

O inseto pode responder a infeccdo por mecanisoosfais (fenoloxidases, lectinas,
proteinas e peptideos de defesa), celulares (tagecencapsulamento) ou ambos. No entanto,
os blastosporos de algumas espécies ddamurea rileyiaparentemente nao séo fagocitadas
por hemdacitos de insetos, talvez devido a falteed&luos especificos na superficie o que torna
irreconhecivel pelas lectinas humorais (BOUCIAS &NBLAND, 1998). Quando os
nutrientes provenientes do inseto, especialmemtedae nitrogénio estdo esgotados, as fases
leveduriformes retomam seu crescimento micelialin@oobservado enEntomophtora
thripidum (FREIMOSER et al., 2003).

A infecg&o fungica induz sintomas fisiol6égicos anars no inseto, como convulsées,
falta de coordenac&o, comportamento alterado éigpar@& morte ocorre por uma combinacao
de efeitos que incluem danos fisicos aos tecidagitlade, desidratacao das células por meio
da perda de fluidos e consumo de nutrientes (BUSD]12001). Uma vez dentro do inseto, 0s
fungos tém que lidar com os mecanismos de respmlstaistema imune para a qual se
desenvolveram estratégias defensivas e imunossopass como a producao de proteases que
degradam o sistema imune humoral, producédo depigyigieos ciclicos como as destruxinas
gue causam paralisia ao inseto pela sua capacitiadbrir os canais de calcio, assim como
outras toxinas que danificam o sistema musculdbelds de Malpighi, afetando a excrecéo e
dificultando sua capacidade de alimentar-se e m&w&u também por alteracdes estruturais
na parede celular (PAL et al., 2007).

Existe um consideravel numero de metabdlitos seoioglcom baixo peso molecular
que tém sido isolados a partir de patégenos deossauitos dos quais demonstraram atividade
inseticida marginal (GILLESPIE & CLAYDON, 1989). Bhara menos estudadas, também
foram observadas que as diferentes macromolécelaatdreza proteicas tém efeito inseticida
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notével como as proteinas melanizanteB.deassiangFUGUET & VEY, 2004; FUGUET et
al., 2004), uma glicoproteina @ sulfurescen$MOLLIER et al., 1994) e a hirsutellina A,
isolada deHirsutella thompsonii(WEI-ZHEN, et al., 1995). Os metabdlitos insetas
produzidos por fungos tém varios modos de a¢do meios casos Sao muitas vezes a causa
direta da morte do inseto, agindo sobre as céasdpscializadas do sistema imunolégico para
evitar o ataque a estruturas fangicas invasivas (EZ et al., 2009). As toxinas produzidas
por fungos entomopatogénicos podem ser macromakepubtéicas ou moléculas de tamanho
meédio a pequeno com baixo peso molecular (VEY .eR@D1). Entre as toxinas produzidas
por M. anisopliaese destaca as destruxinas como as mais estugattaseu modo de acao que
€ a inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinascéhdas de insetos (PUCHETA et al.,
2006).

Finalmente, quando as condi¢des de temperaturaidadensdo favoraveis, as hifas
conseguem atravessar o tegumento do inseto ocoreeathergéncia do fungo em direcdo ao
exterior. Geralmente a emergéncia ocorre pela®esginenos esclerosadas do tegumento,
como a membrana intersegmentar ou espiraculosiss@depende do hospedeiro e estagio de
desenvolvimento. Uma vez que as hifas atravesstagumento podem permanecer na fase
vegetativa e comecar o processo de esporulacie i(&psodutiva) dentro de 24 a 48 h,
dependendo da umidade relativa e sintese de dmtdsidopara evitar o crescimento de
organismos oportunistas (SRIVASTAVA et al., 200Bgauveria bassiana B. brongniartii
produzem o antibiotico oosporeina. As hifas formeonidiéforos dando origem a esporos
assexuais (conidios) que s&o unidades infectivasfoncido de disseminacdo (CANEDO &
AMES, 2004).

Os fatores ambientais controlam a producdo de msicsua sobrevivéncia e
germinacdo de modo que eles sao criticos para endasimento de epizootias
(CARRUTHERS & SOPER, 1987). A esporulacdo ocorramamente em cadaveres, mas
também pode ocorrer em insetos vivos (TANADA & KAYP093). A duracgdo do periodo de
incubacgdo varia entre espécies, no entanto, o dalsenento da doenga durante o periodo
vegetativo, é geralmente dependente da temper@@ARBRRUTHERS & SOPER, 1987). A
dispersao de esporos pode ser um processo atipassivo e depende das caracteristicas do
esporo e esporangio (TANADA & KAYA, 1993).

2.5 Mecanismos de defesa dos insetos

O comportamento dos insetos pode alterar o sucdasdanfeccdo dos fungos
entomopatogénicos. Em geral, a mosca da Butaophila melanogastéem sido o organismo
modelo utilizado para elucidar os mecanismos desdefdos insetos ante o ataque dos
patdgenos, os quais foram classificados em: 1¢inasrfisico-quimicas, 2) sistema imune inato
(LEVITIN WHITEWAY, 2008; TELLEZ et al., 2009) e 3putras estratégias de defesa. No
caso dos insetos sociais, como abelhas, cupingneiglms também foram observadas as
adaptacdes do seu comportamento permitem mamemadade de suas colonias (RICHARDS
et al., 2008).
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2.5.1 Barreiras fisico-quimicas

A cuticula é a primeira linha de defesa a ser ustauteira rigida que cobre a parte
exterior do inseto que consiste de duas camadapicaticula e procuticula. A primeira é
composta principalmente de gorduras, ceras e ljpejpras, cuja funcéo é evitar a perda de
agua pela transpiracdo. A segunda é a mais abendamstituindo o 95% da estrutura e esta
composta de quitina e varias proteinas estrutgrssfornecem rigidez, atuando como uma
barreira fisica a penetracéo de patégenos, al&mrakficiimente degradada por enzimas liticas
excretadas pelos mesmos (HAJEK & ST. LEGER, 1994).

Atualmente é considerado que a cuticula tem umegdfumais ativa, uma vez que a
partir da epiderme se secretam moléculas que agpeticamente inibindo os mecanismos
de infeccdo dos entomopatdgenos. Tem sido relatadpna cuticula ocorre a producdo de
proteases, peptidases antifungicas e inibidorggateases fungicas que podem desempenhar
um papel importante durante a infeccao, além dsepga de acidos gordos de cadeia curta e
lipidios de cuticula que inibem a germinacao derspfungicos (JAMES et al., 2003).

2.5.2 Sistema imune inato

A segunda linha de defesa dos insetos a constiigtema imune inato e € composta
pelo sistema celular e o sistema humoral, capazedgir ante a invasdo de patégenos
diferenciando o proprio do estranho. Neste proggmsticipam os sistemas de reconhecimento
com padrbes moleculares caracteristicos de podiss@os microbianos presentes na parede
celular como: peptidoglicanos abundantes em basté@ram (+); lipopolissacarideos na
membrana externa de bactérias Gram (-) e finalmeii8-glucanos na parede celular dos
fungos.

O sistema humoral utiliza proteinas antibiética®utras moléculas efetoras que
circulam no hemocele e/ou cuticula com a finaliddeénativar os agentes patogénicos que
acessaram ao interior do inseto. Tem descrito guesetos sintetizam moléculas com acéo
biocida especificas como cecropinas, defensinasiras, lisozima, entre outros. (BOMAN et
al., 1991). Embora € um tema ainda controversaldt@rminada a existéncia de fenoloxidases
e hemaglutininas (lectinas) na hemolinfa que padsimular o papel de antigenos em
combinagcdo com proteinas depositadas na supedisienvasores. Em alguns dipteros, o
plasma da hemolinfa € encarregado de melanizarcapsular microrganismos invasores
através da via tirosina-fenoloxidase sem que obios estejam envolvidos na formacao da
capsula (TANADA & KAYA, 1993).

O sistema celular, por sua parte, € composto elp®citos circulantes na hemocele
capaz de reconhecer os elementos estranhos medeceptores tipo Toll (proteinas
transmembréanicas de tipo | que fazem parte donssstenunoldgico inato) que ativam a
producdo de peptideos antimicrobianos (LEVITIN & YWHWAY, 2008). Quando a
concentracdo de micro-organismos patogénicos @ baifagocitose € o principal mecanismo
para remover os invasores. Em concentracdes neaisdzls, eles formam agregados chamados
nédulos. Ha provas que indicam que as pré-fencémad desempenham um papel importante
neste sistema, as quais sdo enzimas importantasapsintese de melanina, polimero que
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normalmente é depositada sobre os patdogenos,grararfencapsulados (MARMARAS et al.,
1996).Metarhizium anisopliae Beauveria bassianado capazes de evitar a encapsulagéo no
hemocelo (BIDOCHKA et al., 2010%podoptera littoealigWILSON et al., 2001) &enebrio
molitor (BARNES & SIVA-JOTHY, 2010) tem mostrado maioristé@ncia &B. bassiana M.
anisopliae respectivamente, quando sao criados em condigbedas. Este aumento da
resisténcia parece estar relacionado a melanizagémlar, isto € a formacao do pigmento
melanina por polimerizacdo de compostos fenoliadsGA et al., 2012). Em contraste, 0
aumento de resisténcia contkd acridium em S. agregariacriados em condi¢cdes de
superlotacéo parece estar relacionada com o aumeidvidade microbiana (WILSON et al.,
2002).

Em Drosophilg esta reacdo € regulada através de uma cascaiaalieacdo que
envolve proteases serina induziveis (MP1 e MP2¥euainibidor (serpina Spn27A), primeiro
atuando como ativadores da fenoloxidase e segumdegnlacéo da atividade da enzima. MP1
ativa a melanizacdo em resposta a infec¢des prdascpor fungos e bactérias, enquanto que
MP2 esta principalmente envolvido na resposta ecgifes de origem fungica (TANG et al.,
2006).

2.5.3 Outras estratégias de defesa

Como parte da luta constante pela sobrevivénganalinsetos sdo capazes de melhorar
suas habilidades de defesa contra patdogenos déoaomm a densidade de suas populacdes.
Sob tais circunstancias, a selecdo natural favoespeeles individuos que usam sinais
associadas a densidade populacional para desenvobanismos de defesa ideais. Como
resultado, os individuos que crescem superlota@lmsmis resistentes que aqueles individuos
desenvolvidos em baixa densidade. Esse fenOmenmacima “profilaxia” dependente da
densidade (WILSONY REESON, 1998), esta presentacipdalmente em insetos que
apresentam polifenismo, como o gafanhoto do deSettstocerca gregaridDbserva-se que
guando estes insetos se desenvolvem em condicagsodeeracédo sao significativamente mais
resistentes ao fungdetarhizium anisopliague os gafanhotos solitarios, devido a atividade
anti-microbiana aumentada em seus sistemas dead®B#sSON et al., 2002).

Os insetos também sdo capazes de modificar seuoctamento, a fim de lutar contra
0S agentes patogénicos, como no caso do gafahbotstamigratoria que ao ser infectado
por Metarhizium anisoplia@umenta a temperatura do corpo pela exposicaol gasando o
desenvolvimento dos blastésporos do fungo e fandib a acdo dos hemacitos de seu sistema
imune (OUEDRAOGO et al., 2003).

No caso dos insetos sociais, eles desenvolverartasnadaptacdes de conduta ou
comportamento para prevenir ou combater as infecgbeparasitas e patdogenos. O primeiro
caso de adaptacOes de comportamento social é rem®weembros da coldénia com sinais de
doenca (RICHARD et al., 2008). No caso de abebidas) de reconhecer e remover individuos
doentes, sdo capazes de produzir uma “febre soorafle as obreiras estdo aglomeradas e
aumentam a temperatura em torno de larvas doeatdsn de eliminar os patdgenos
(STARCKS et al., 2000). Uma segunda modificacA@amportamento ocorre nos proprios
individuos doentes para reduzir a transmissédo @mgd mantendo-se fora do ninho ou
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afastando-as das larvas ou a rainha. Finalment tenceira modificacdo do comportamento é
uma interacdo social prejudicada de grupos deiithaids saudaveis com individuos infetados.
O incremento do contato de individuos saudaveis osmdoentes pode resultar numa
“vacinacdo” coletiva de individuos saudaveis, auamm sua imunidade (RICHARDS et al.,
2008).

2.6 Enzimas produzidas por fungos entomopatogénicos

O tegumento dos insetos constitui-se em uma bafisico-quimica altamente eficiente
contra a penetragdo de muitos agentes entomopatogéA cuticula do inseto é uma estrutura
composta de nanofibras de quitina cristalina irtégra uma matriz de proteinas, polifendis,
agua e pequenas quantidades de lipidios, que podiegradada por proteases e quitinases.
Enquanto a parede celular dos fungos € uma estranplexa composta por quitina, glucanos,
e outros polimeros, com a evidéncia de uma ligagéitada entre os componentes, criando uma
complexa estrutura reticular (VINCENT & WEGST, 2004

A quitina é um polissacarideo ndo ramificado, dtuisio por N-acetil-D-glucosamina,
em gue 0s monomeros séo ligadospbrd e existem trés tipos de quitinap ey. As proteinas
séo glicoproteinas cuja fraccao glicosilada € falanpor manose e galactose (WESSELS,
1999). Os lipideos nas paredes celulares dos fuegjée presentes numa gamade 1 a 10 % do
Seu peso seco; e sao 0s acidos graxos, os maidaaibes em C16 e C18 (PUCHETA et al.,
2006).

Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de santetizimas hidrolases, tais como
lipases, proteases, quitinases, glucanases e od#asiodo que estas enzimas podem ser
utilizadas para o controle biologico. St. Leger abt (1986), verificaram que enzimas
extracelulares (endoproteases, aminopeptidaseaseBp esterases e quitinases) foram
produzidas em grandes quantidadesMornisopliaevar. anisopliag Beauveria bassiana
Verticilium lecanii quando foram crescidos usando cuticula do gafanBatustocerca
gregaria Além disso, foi observada uma grande variacdonivas de producdo enzimatica
entre os diferentes isolados, bem como entre agediies espécies analisadas, sendo que todos
os isolados apresentaram alta producdo de endapeste A sequéncia de producdo dos
diferentes tipos enzimaticos ocorreu de forma sinpira as diferentes espécies, sendo que as
primeiras atividades observadas (< 24h) foram asomoplexo proteolitico e esterase. Estes
mesmos autores observaram que para que ocorrar@ideddas proteinas cuticulares é
necessdria a adsor¢ao de proteases na cuticulari®wosente, verificou-se que a adsorgéo da
protease Prl ocorre via pontes eletrostaticas s@ecdicas entre 0os grupos carregados
positivamente da enzima e grupos carboxil da datida gafanhoto. Modificacdes quimicas
dos grupos carboxil, amino e hidroxil de proteioaticulares do gafanhoto revelaram que os
grupos carboxil sdo essenciais para ligacoes statroas das proteases basicas produzidas por
estas espécies fungicas (BIDOCHKA & KHACHATOURIANE91).

As proteases sao classificadas em quatro clastendes: serina, cisteina, metalo e
aspartil, das quais a mais comum nos fungos entatog@nicos € a serina-protease do tipo
subtilisina (ST LEGER, 1995). Também produzem @s¢s do tipo tripsina chamadas Pr2
(COLE et al., 1993). As dois proteases sao enziexaimcelulares (TIAGO et al., 2002)
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segregadas eficientemente para a degradacdo dalauproporcionando nutrientes para o
crescimento do fungo (MONOD et al., 2002). Proteade tipo Prl e Pr2 também foram
observadas em sobrenadantes das culturBs lessianaVerticillium lecanii Nomurea rileyi
e Aschersonia aleyrodiST. LEGER et al., 1996). As enzimas do tipo Pddpeidas por estes
fungos apresentaram similaridades em quanto a ié@spacle pelo substrato, porém,
anticorpos contra a protease Me anisopliaevar. anisopliae(ME1) reagiram somente com
proteases produzidas por isolados da mesma egg#xiecorrendo reacdo com as proteases
produzidas pelas demais espécies analisadas. &bBmilsemelhantes foram observados por
Shimizu et al. (1993). Proteases produzidas pdadses deB. bassianae deB. brongniartii
foram imunologicamente idénticas, enquanto que eps®s deB. bassianadiferiram
imunologicamente daquelas produzidas phr anisopliaee Paecilomyces fumosoroseus
apesar de apresentarem alto grau de similaridadat@ua especificidade pelo substrato.
Também se podem utilizar as mesmas proteases juladymor fungos entomopatogénicos no
controle de insetos, fungos patogénicos, bactérmmasmatoides (KHAN et al., 2003).

As estratégias que tém sido sugeridas, entre ouéimssido a modificacdo genética de
Metarhizium anisopliapara a sobre expressao da protease Prl, a ptiaogpma que degrada
a cuticula. Ao disseminar a enzima no campo mastrajue ndo afetam outros insetos como
besouroLalosoma sycopantharedadores de lagartas e estafilinideos man&edtabilidade
genética por um ano e, sem afetar de forma anteggdniomplexo e dindmico microambiente
darizosfera (ST LEGER et al., 1996; HU & ST LEGER02). No entanto, a quitinase agindo
sinergicamente com a protease efek,3-glucanases sdo enzimas que estdo diretamente
envolvidas na degradacdo da cuticula de insetosLEB3ER et al., 1986), além de estar
envolvidas em muitas fases, como a germinacagasioresto de hifas, morfogénese, e protecéo
contra concorrentes (SEIDL, 2008).

Em quanto ao controle de insetos, a virulénciafdngos entomopatogénicos sobre
pulgbes Myzus persicgeaumentou, transformando uma cep®8dbassianaom a construcao
de um gene fundido contendo o gene Bbchitle Pd cqdificam para uma quitinase 33 kD e
protease do tipo subtilisina, respectivamente; papaessar o gene, a proteina é dissociada em
duas partes que tem atividade de protease e ati(fBANG et al.,, 2009). Em estudos
conduzidos aos efluentes da fermentacdo submedgidangoLecanicillium (Verticillium)
lecaniiusando melaco de cana de acucar como substraf@orese que a partir das 16 horas
comeca a producdo de enzimas com atividade pridteadi lipolitica, que aumenta a medida
que transcorre o processo de fermentacio (GOMEZ,e2004). Também se demonstrou a
producado de quitinases e amilases (SAKSIRIRAT & RBGP1991). Sabe-se que as enzimas
produzidas por estes fungos, agem como uma unidagmrentemente tém uma agéo conjunta
o gue lhes permite penetrar através do tegumenittsdtn. As lipases e proteases atuam antes
que as quitinases, a producao sequencial das mesaaser interpretada a partir da estrutura
fisica da cuticula do inseto, as fibras de quiséa rodeadas por uma camada de proteina;
portanto a quitina ndo pode ser degradada atésgui@ieinas sejam removidas. Estas enzimas
sao sintetizadas de uma maneira coordenada endodagstrutura cuticular, e sdo induzidas
in vitro, quando eles séo cultivados sobre cutidelanseto (SHIMIZU et al., 1993).

Observou-se que as enzimas podem ser induzidaslifgsentes substratos como
guitina, quitosano e N-acetilglucosamina, que podenindutores de glucanases (NORONHA
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et al., 2000). Portanto, proteases, quitinasesi@aghses podem ser induzidas por substratos
complexos, como a cuticula de insetos; alguns estté&m mostrado isso, como a serina-
protease P32 do fungo nematdéfagerticillium suchlasporiuminduzida pela cuticula de
Callosubruchus maculatu¢TIKHONOV et al., 2002), as proteases e quitinaf@sam
sintetizadas pdvletarhizium anisoplia@a presenca de cuticula @allosobruchus maculatus
(MURAD et al., 2006), essa capacidade que temrmgofsipara induzir a expressao de enzimas
com diferentes substratos ou moléculas abre pbdaiie de utilizacdo no controle de pragas
(FRANCO et al., 2011).

2.7 Metabolitos secundarios toxicos produzidos por furms entomopatogénicos

Qualguer composto que ndo seja essencial parasoiroento e desenvolvimento é
referido como metabolito secundario (KELLER et 2005). Os fungos entomopatogénicos
produzem metabdlitos que sao toxicos para os imsgtgeralmente, sao sintetizados quando o
fungo penetra o exoesqueleto (TELLEZ-JURADO et2009) e alcanca o hemocelo como
parte dos fatores de viruléncia durante a patogérds modo que se considera que tem
propriedades inseticidas (VEY et al., 2001) e autn@tabolitos com atividade anti-alimentaria
nos insetos (QUESADA-MORAGA et al.,, 2006). Muitagsths toxinas flngicas séo
metabolitos secundarios de baixo peso moleculanoamotencial comercial como agentes de
controle de insetos. Os depsipeptideos sédo os atidabmais conhecidos, a denominacéo
depende do fungo a que corresponda, por exemplestauxina é produzida ptetarhizium
anisopliaee a beauvericina € produzida Bmauveria bassiana foi isolada pela primeira vez
a partir de uma cultura liquida (Figura 10) (HAMIlet al., 1969).

Beauveriaspp. foram relatadas como produtoras de diferecitdsdepsipeptideos
(peptideos de lactonas). Os ciclodepsipeptideogmoatuar como antibidticos ionoforos
devido a suas interacdes seletivas com ions desgiotdu de sodio, alterando assim a
permeabilidade das membranas celulares (NGOKA. e1299). Outros ciclodepsipeptideos
produzidos poBeauveriaspp. incluem beauverolides (MOCHIZUKI et al., 1983Jassiatine
(KAGAMIZONO et al.,, 1995). Experimentos feitos potu et al (2009), mediante o
rompimento do gene que codifica para o bassianotidlefirmou que este metabolito serve
como um fator significativo na viruléncia, quanddassianolide foi testado em bioensaios
envolvendo a imersdo de varias espécies de Legidisptc. mellonella, S. exigyaou
Helicoverpa zepna suspenséao de conidios. O bassianolide taminéoxico para o bicho da
seda Bombyx moiquando foi injetado nas larvas ou incorporaddiata (KANAOKA et al.,
1978), ou também quando foi injetado Hozea(CHAMPLIN & GRULA, 1979). Kwon et al.
(2000), relatou a deteccao do bassianolide e bdaungeem larvas d&. mori que foram
mortas porBeauveria bassianaOs beauverolides | e Il tém sido relatados coividaide
inseticida moderada cont@allosobrochus chinensesSpodoptera liturgMOCHIZUKI et al.,
1993). Beauveriaspp. ndo sao so6 os fungos que produzem estesatiteimecundarios. Por
exemplo, o bassianolide também é produzidoMumsticillium lecanii (SUZUKI et al., 1977),
os beauverolides sé&o produzidos pdumorosea(JEGOROV et al., 1994) e beauvericina é
produzida poordyceps, Fusariuralsaria (LUANGSA-ARD et al., 2009).
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Figura 10. Estruturas quimicas de metabdlitos sintetizado$ymgos com propriedades inseticidas e fungicidas.
Fonte: FRANCO, 2012.

Quimicamente os depsipeptideos ciclicos possuemalfahidroxiacido e cinco
residuos de aminoacidos, designados da A a E deeeri no grupo -R dos residuos de
hidroxiacidos, e tém identificado 35 analogos deasuespécies de fungos entomopatogénicos
(LIU et al., 2000). Estas toxinas tém uma amplaaae efeitos bioldégicos sobre os insetos,
entre os quais incluem induzir a despolarizacameiabrana, devido a abertura dos canais de
Ca2+, causando a paralisia tetanica e a morte (SAMUet al., 1988), também causam
mudancas morfologicas no citoesqueleto e nos pleitmsodos insetos, afetando parte da
resposta imune, como encapsulacdo e fagocitose¥ @fEal., 2002). Além de reduzir a
expressdo de peptideos antimicrobianos que témapl pmportante na resposta imunitaria
humoral dos insetos (PAL et al., 2007), também Zedu alteracdes estruturais nas células
epiteliais que causam a ruptura da membrana, stesse oxidativo nas células (SOWJANYA
& PADMAJA, 2008), inibindo a taxa de secrecdo dedib nos tubulos de Malpighi (RUIZ-
SANCHEZ et al., 2010).

Outros metabolitos secundarios produzidosBeauveriaincluem trés pigmentos nao
peptidicos: a oosporeina (vermelho dibenzoquing@)ING et al., 1962), o amarelo 2-
piridona tenellina e bassianina (WAT et al., 197l/gkahashi et al(1998), relataram dois
alcaloides de piridina dB. bassianapiridovecina e piridomacrolidina, enquanto Quesad
Moraga & Vey (2004), relataram o isolamento de iaasisline deB. bassianaseguido por
testes que demostraram a sua toxicidade para gafsntlepois da injecdo no seu hemocelo.
O efeito toxico dos depsipéptidos em diferentesé@sp de insetos abriu uma grande
oportunidade para a producdo como inseticida pondetacdo liquida (LIU et al., 2000),
achando que sua producdo depende muito da disjaedle de nitrogénio (WANG et al.,
2009).

Os beauverolides produzidos f@eauveria tenella Paecilomyces fumosorosen&o
tém um efeito inseticida diretamente, no entan8igse metabolitos tém uma atividade

imunomoduladora e, portanto, podem ser usados mtoot® biolégico de insetos (JEGOROV
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et al., 1994). Outro metabolito é o &cido 2,6 mirdicarboxilico, vulgarmente conhecido como
acido dipicolinico, e foi demonstrado ser toxicogpas ninfas dBemisia argentifoli{ASAFF

et al., 2005). As destruxinas sao ciclodepsipeptigaoduzidos por varios fungos e foram
isoladas em primeiro lugar pbtetarhizium anisoplia¢gKODAIRA, 1961, 1962) e mais tarde

a partir deAschersoniasp. (KRASNOFF et al1996). Algumas das 38 destruxinas diferentes
ou destruxinas analogas tém mostrado ser inseti¢l8@HRANK & VAINSTEIN, 2010),
aparentemente por abertura dos canais de calcioneasbranas do musculo dos insetos
(SAMUELS et al., 1988a). Samuels et(4l988b), testaram quathd. anisopliaecontra larvas
deManduca sextadestes, trés foram patogénicos, mas a detecgdestieixinas na hemolinfa
foi positiva apenas para a cepa mais virulentaa Pstie isolado, o crescimento foi escasso na
hemolinfa, em comparacdo com as outras duas cep@gépmicas, que exibiram uma
proliferagcéo de hifas.

Outros metabolitos produzidos por fungos entoma@matdsincluem o trichotechane
tenuipesine A, produzidd?aecilomyces tenuipe§KIKUCHI et al.,, 2004); o piridone
akanthomicina, produzido poRAkanthomyces gracilis(WAGENAAR et al.,, 2002);
cordyanhidridesproduzido porcordyceps pseudomilitar¢SAKA et al.,2000); cordycepina,
produzida por varias espéci€ordyceps(Cunningham et al., 1950; Ling et al, 2002);
ciclosporina, produzidos pofolypocladium inflatum(AARNIO & AGATHOS,1989); e
hopanoides, produzidos pdschersonia aleyrodigVAN EIJK et al.,, 1986).Hirsutella
thompsoniifoi relatado para produzir phomalactona (KRASNO&FSUPTA,1994), bem
como a proteina hirsutellina (MAZET & VEY,1995; Llet al., 1995). O phomalactona
mostrou-se toxico para o tefritideBfagoletis pomonella Ceratitis capitata e para inibir a
germinacdo de conidios dB. bassiana Tolypocladium geodes, T. cylindrosporum,
Metarhizium anisopliag KRASNOFF & GUPTA, 1994). Em laboratério bioensgi@om
hirsutellina mostraram ser tOxica para as larvasdiar traca da cer&. mellonellae a mosca
comum da frutaDrosophila melanogastdWVEY et al., 1993), e para o acaro dos citrosatizaf
ferrugem (OMOTO & MCCOQY, 1998).

2.8 Fatores que afetam a diversidade e distribuicdo ddsngos entomopatogénicos

A diversidade e abundancia dos fungos entomopaimagé afetada por fatores bioticos
e abidticos, diminuindo a capacidade de sobrevp@pagar-se e infectar a seu hospedeiro;
entre os fatores abibticos mais importantes quarafa viabilidade e a persisténcia dos fungos
entomopatogénicos no campo se mencionam: a radifi¢aa temperatura, o tipo de solo, a
umidade e os agroquimicos. A susceptibilidadeeadagdio com os hospedeiros dependem dos
nutrimentos presentes nos insetos, que sao o ragiopagacao, dispersao e persisténcia dos
fungos (PUCHETA et al., 2006).

Um dos principais limitantes para a sobrevivéne@ahidios no habitat € a exposicéo
a radiacéo solar. Os espectros solares contencéad&etromagnética em comprimentos de
onda diferentes (nm). A luz ultravioleta (UV) omem trés espectros diferentes: UVC (100-
280 nm), UVB (280-315 nm) e UVA (315-400 nm). Oived ocorre no intervalo de 380-780
nm (VEGA et al., 2012). Os conidios sdo muito speeis ao UVB. O dano prejudicial
causado pela luz UV é devido a foto reagBes deoacidicleicos, proteinas, lipidios e
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membranas (TEVINI, 1993). A subletal exposicdo diagdo UV pode causar alteracdes
fisiologicas ou genéticas que reduzem a virulémpmaexemplo, reduz e retarda a germinacao
(BRAGA et al., 2001). A pigmentacao de conidiostamivezes influencia a susceptibilidade a
radiacdo solar, sendo que os conidios mais pigmestado geralmente mais tolerantes a
radiacdo UV (BRAGA et al., 2006).

Com respeito a temperatura, € um fator chave recionento e desenvolvimento de
todos os organismos. Geralmente as cepas de femjoshopatogénicos sdo mesofilas e os
rangos de temperatura para o seu desenvolvimerisonvantre 8 a 37 °C (FARGUES et al.,
1992), por exempldB. brongniartiicresce entre 8- 30 °8, Bassian®- 32 °C. fumosorosea
11- 30 °C e 15- 32°C paid. rileyi (FARGUES et al., 1992), no entanto, as espécidd.de
flavoviride apresentam uma variagdo no seu rango de cresoiroemt valores de 8- 32 °C e
11- 32 °C, mas as temperaturas maiores a 25 °“@wdatn seu crescimento (FARGUES et al.,
1992),M. anisopliae tem desenvolvimento a temperaturas de 8/11- 38I3(FARGUES et
al., 1992), e temperaturas menores ou iguais a @5eStimulam seu crescimento
(QUEDRAOGO et al., 1997). Temperaturas entre 15°@G%em um efeito significativo na
porcentagem de germinacdo e crescimento vegetd#vB. bassiana com uma maior
germinacgao a 25 e 30 °C (JAMES et al., 1998), Batarongniartiia 8 °C se estimula o seu
crescimento. Vidal et a(1997), trabalhando com 37 isolados|déumosorosearelataram
temperaturas Optimas de 20-30 °C, enqudetoperaturas 6timas para 65 isoladosBde
bassiangoramentre 25-28 °C, embora as temperaturas Optimasafzaras isolados foram de
20-30 °C. Em contraste, os fungos Entomophthoralesn temperatura éptima para o
crescimento abaixo de 20° C (HAJEK, 1997), emblgaraas espécies, tais corNeozygites
tanajoaee N. floridanaséao encontradas em regides tropicais (FARGUESE, 419897). Alguns
fungos entomopatdégenos demonstraram permanececioges a baixas temperaturas. Assim,
Doberski (1981), avaliaram a infec¢cdo de besounos&sca inoculada coB. bassianae .
farinosae foram incubados a 2, 6, 10, 15, e 20 °C, eaelaifeccao positiva mesmo em 2 °C.
Estes resultados implicam que a infecgcdo pode @cartemperaturas em que 0S insetos
hospedeiros séo inativos. Obviamente, a temperaturea para uma cepa fangica é crucial
para ser utilizado como um agente de controle miamw. O rapido desenvolvimento do
micélio e, portanto, a evolucao da infecdo depelademperatura (FERRON, 1978). Porém, a
temperatura Otima para a funcdo no solo pode seedie dependendo da espécie de fungo.
As cepas d&letarhiziumspp. ha sido selecionadas e isoladas de insetosegencontram nos
solos em regides temperadas com prolongada terapetaixa (YIP et al., 1992) e cepas de
Beauveria bassiantem sido identificadas a partir de insetos coletatbs solos tropicais e 0s
conidios tem maior supervivéncia a altas tempeaat(MCCOY et al., 1988).

Véarios géneros de fungos entomopatdégenos tém siolados na Antartida, por
exemplo, B. bassiana(MAHANEY et al., 2001), Neozygites cf. acaridi¢gBRIDGE &
WORLAND, 2004), Conidiobolus antarcticugTOSI et al., 2004). Varias espécies nao
descritas dé&trongwellsedoram encontradas em infecgcdesSfmlogonaspp. em Greenland
Artic (EILENBERG, 2002), enquanto qi. anisopliaee B. bassiandoram isolados do solo
subantartico em Macquarie Islandyleanisopliaefoi capaz de germinar a 2.5 °C (RODDAM
& RATH, 1997). De Croos & Bidochka (1999), recupara 26 isolados dkl. anisopliaeem
Ontério, Canada, e pelo menos sete delas podedamir@r e crescer a 8 °C.
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A umidade é importante para a germinacdo dos am)idrescimento de fungos e
esporulacdo no cadaver do inseto, além da viatlgidas conidios no solo. Os fungos requerem
de uma umidade alta para iniciar uma epizootiarab{JARONSKI, 2010). Além disso, a agua
€ um fator importante na migragdo ou movimentouwhyd patogénico e seu hospedeiro. Para
0 crescimento vegetativo Ferron (1977), mostrou @uesenvolvimento do micélio d&
bassianano cadaver de um inseto requer uma umidade suEe%2%.

A umidade da superficie do solo em comparacao daduia diferentes profundidades
varia numa maior medida tanto no espaco como npdefs conidios de fungos tendem a
sobreviver bem em condi¢cdes de alta temperaturanidade ou de baixa temperatura e
umidade, mas com temperaturas mais altas e umidaalissbaixas a supervivéncia se reduz
drasticamente (MCCOY, 1990). A germinacdo de cosidio solo ocorre praticamente em
todos os niveis de umidade, mas cada cepa furgicain nivel 6timo. Duniway & McCoy
(1990), observaram que a agua satura os solo®sogillcapacidade de retencdo de agua:
>35%) e pode inibir a infeccdo pBr bassianaenquanto que no solo arenoso nao ocorreu
inibicdo. A alta umidade relativa favorece o precede infecdo dM. anisopliae(EKESI et
al., 1999). As lesdes produzidas pelo patdgenodefenvolvidas em todas as condicOes
ambientais, mas s&o maiores a 24 °C com 95 e 108%eUa 28 °C com 100% UR
(HANNUSCH & BOLAND, 1996). O estudo de Walstad ¢t @970), indica que a maior
germinacao ocorre em 100% de umidade relativa endira 0 a 85% UR. Niveis elevados de
UR s@o necessarios para a esporulacdo. A um révEd@% de UR a esporulacdo ocorreu em
quatro dias, mas em uma UR 92,5% foram necess@rios ou mais dias, enquanto que a
esporulacéo foi inibida com UR inferior a 90%.

A primeira formulacdo comercial de micélio granutie Metarhizium anisopliae
(BIO1020) foi desenvolvida por Bayer AG para o colet de insetos do solo (ANDERSCH et
al., 1990). O granulo requeira reidratacao a fingue esporule, pelo tanto, os fatores abidticos
afetam a cinética de conidiacdo dos granulos délimiem diferentes solos. Sem conidiacao,
ndo pode haver infeccdo de um hospedeiro e naaéaeatrole de pragas. Os estudios
realizados por Storey et al. (1990), mostraramecfeenperatura e a umidade do solo sao fatores
chave para formagéo de conidios no solo.

Naturalmente, a distribuicdo dos conidios dos ferdgmtro do solo tendera um impacto
na eficacia da micopatogenicidade no controle gio® Uma investigacdo sugere que o
movimento de conidios difere em funcdo da composidd tipo de solo (KELLER &
ZIMMERMANN, 1989). Os estudios realizados por Syo& Gardner (1987), com uma
formula de p6 umectante de conidiosBddassiananostro que a porcentagem de propagulos
de fungos recuperados nos 5 cm superiores dasasotlinsolo se correlaciono positivamente
com a composi¢cdo da areia e negativamente comila arg limo.Beauveria bassian&
reportada com maior abundancia no solo argiloso,wm pH alto e baixo conteudo de matéria
organica, sendo as duas Ultimas variaveis imp@sana presenca dos géneBeauveriae
Metarhizium(QUESADA-MORAGA et al., 2007).

Os praguicidas aplicados sobre ou no solo parantraie de patdégenos de plantas
(fungicidas), insetos (inseticidas) ou ervas (hmdbdis), assim como, os fertilizantes, podem
afetar diretamente ou indiretamente a supervivétogafungos entomopatogénicos no solo.
Embora os fungicidas parecem mais prejudiciaisyrau o qual os pesticidas afetam a
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supervivéncia de fungos difere em grande medidaydstio de pragas, o efeito secundario de
pesticidas sempre deve ser considerado (MCCOY.,et988; KELLER & ZIMMERMANN,
1989).

A interagdo entre fungos entomopatogénicos e sseatdnhospedeiro pode ser
influenciada por fatores biéticos como outros migrganismos do solo, artrépodes do solo e
exsudados das plantas (IGNOFFO & GARCIA, 1992).

A microbiota exterior da cuticula dos insetos promma protecao contra outros fungos,
que normalmente seriam patdégenos. Em experimemiosMetarhizium anisopliaee seu
hospedeiro curculionideo Schabel (1976), detectquressdo completa da germinacdo de
conidios na cuticula ndo estéril do adulto o qugkese uma forte antibiose. Os insetos com
uma superficie esterilizada resultaram em alta gegéo de conidios. Pequenos artropodes do
solo, especialmente acaros e colémbolos, tem sglartado como importantes na disperséo
dos fungos entomopatogénicos no solo (KELLER & ZIFIRMANN, 1989).

Os fatores fungistéaticos associados com certoépadies podem também influir na
supervivéncia de fungos entomopatogénicos. O aftmaldo veneno da formiga de fogo
(Solenopsis invictapode retardar a germinacao de conidios e induzsconento micelial de
B. bassianain vitro. Além disso, os componentes fungistaticos, doal@ttes do veneno,
foram detectados em solo n&do estéril por Storay. €1991).

A fungistasis € um fator importante na supervivéms conidios em solo ndo estéril.
Numerosas investigagfes hdo demonstrado que angedoi de conidios e a patogenicidade
de muitos fungos entomopatogénicos se suprimem @ r&io estéril, enquanto que a
germinacdao e crescimento micelial ocorreu em sstiérié (DUNIWAY & MCCOY, 1990). O
efeito fungistatico é atribuido a actinomicetestéaas do solo, protozoos (FARGUES et al.,
1983) e diversos fungos do solo (WALSTAD et al.7a@p Os conidios, blastosporos, tubos
germinativos e micélio parecem ser susceptiveiagua microbiano enquanto que 0s esporos
de resisténcia ndo germinados dogomophthoraleparecem mais resistentes (HAJEK &
SHIMAZU, 1996: HAJEK & ST. LEGER, 1994).

Pouco se sabe sobre o efeito das raizes das ptaexasidados de raiz na atividade dos
fungos entomopatogénicos. Porém, Zimmermann (19%&balhando no controle dos bicudos
negros conmM. anisopliaeencontrou que o patdgeno foi menos eficaz nos<idh cultura,
comparado com outras plantas.

2.9 Caracterizacdo molecular de fungos entomopatogéniso

Diversos tipos de técnicas de biologia molecular s&do utilizados para estudar a
diversidade genética existente entre as espéciamges entomopatogénicos, por exemplo,
sondas para a deteccao de polimorfismo de comptintenfragmentos de restricdo (RFLP)
(HEGEDEUS & KHACHATOURIANS, 1993; MAURER et al., 29) e métodos com base na
reacao em cadeia da polimerase (PCR), tal comitizag&o de DNA polimérfico amplificado
ao acaso (RAPD) (FEGAN et al., 1993; BIDOCHKA et, 4994; JENSEN et al., 2001;
GAITAN et al., 2002), sequéncias simples repeti(f8SR) ou analise com microssatélites
(KRETZNER et al., 2000; ENKERLI et al., 2001, 20@¢spacador interno transcrito (ITS) -
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rDNA andlise de sequéncia RFLP (RAKOTONIRAINY et, d1994; BUSCOT et al., 1996;
COATES et al., 2002a).

A tecnologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase)(RCRescrita por Kary Mullis
nos anos 80, e a partir de entdo, devido a sudeaprersatilidade e facilidade de realizagéo, a
PCR causou uma verdadeira revolugdo nos concettmsotbgia, por ser uma técnica eficaz
para estudos genéticos moleculares (FERREIRA & GRIAGLIA, 1996). O seu principio
€ simples e baseia-se na amplificacao in vitro @NAresultando na replicacdo exponencial
da sequéncia alvo até em um milhdo de vezes, mesmaresenca de muitas moléculas de
ADN néo relacionadas, obtendo-se como produto urd BRKamente homogéneo, torna-se
excelente fonte para varias manipulacdes molecu(&B/ERA et al., 1997). O ciclo da PCR
envolve trés etapas: desnaturacdo, pareamenteresért O DNA é primeiramente desnaturado
em alta temperatura. Logo apds, os oligonucleosideiziadores grimery pareiam-se as
sequencias homologas, em baixa temperatura, eeaséxt ocorre a partir gwimer, com a
acao da polimerase termoestavel, Taq polimerage’, @. Ciclos repetidos de desnaturacao,
pareamento e extensdo permitem uma rapida ampéficalas sequencias de DNA. Os
fragmentos amplificados podem ser separados pdrofeleese em gel de agarose ou
policrilamida. A técnica de PCR pressupde o0 usepridrers especificos para a sequéncia de
DNA gue se quer amplificar. No caso dos fungos renfzatogénicos, a técnica de PCR foi
utilizada para avaliar o polimorfismo nas regides genes rRNA e RNA transportador (tRNA).
Fegan et al. (1993) e Hegedus et al. (1996), eagdar a técnica de PCR, a fim de identificar
e diferenciar os isolados @& bassianae revelam o elevado grau de diversidade genética
M. anisopliaevar. anisopliae Maimala et al. (2002), usaram esta técnica pam@lificacao
do gene da toxina Hirsutellina A produzida plothompsonia partir de ADN gendmico. Neste
estudo demostrou-se a variabilidade dos diferaat¢éados desta espécie fungica enquanto a
presenca e expressao deste gen.

Em geral, para espécies proximas, os produtos ficaplbs do complexo de genes
ribossémicos sdo do mesmo tamanho. Para visuaiteaencas, faz-se necesséario cortar os
fragmentos amplificados com enzimas de restricdep®is detectar em eletroforese com gel
de agarose diferengas entre os tamanhos dos fréagradstidos, ou entéo clonar os fragmentos
amplificados, sequenciando-os, e comparar direteemasnsequencias obtidas. Na técnica de
sequenciamento, utiliza-se um iniciador com o olgetle alongar uma fita do DNA e além
dos desoxirribonucleotideos sdo utilizados tambédlogos chamados didesoxi, que nao
possuem a hidroxila - 3" marcados radioativamenigar corantes fluorescentes, para que
interrompam o alongamento da cadeia de nucleotigecsndo varios fragmentos de tamanhos
diferentes. Atualmente o sequenciamento automatitiaza um sistema a laser que detecta
fluorescéncia para a separacgéo dos fragmentos (ARWZZA, 2011).

Os principais alvos para a deteccdo, ao nivel dergéincluem o gene que codifica
para RNA ribossémico 18S, DNA mitocondrial, regio espaco intergénico e regioes
espacadoras internas do DNA ribossomico (ITS). Degi§es que flanqueiam os genes rDNA
sdo os denominados Espacadores Internos Transdrédse ITS2 (Figura 11) (LARENA et
al., 1999). A regido ITS1 foi descrita por possuina rapida evolugcédo e a regiao ITS2 uma
evolucdo moderada para rapida. Estas regides les@zadas entre 0os genes 18S e 28S do
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rDNA, sé@o areas de particular importancia na disici¢ao entre espécies pois essas regides
possuem areas de alta variabilidade (DE OLIVEIRAIgt2005).

Algumas das extensas aplicacdes desta tecnologhangms entomopatogénicos sao 0s
estudos de discriminagéo espécies (MANICOM, etlB7; CARDER & BARBARA, 1991),
patotipos (CODDINGTON et al., 1987), graus de ¥éngdia (COOK et al., 1989), estudo das
origens geograficas (HARTUNG & CIVEROLO, 1897), gepulacbes e mecanismos de
recombinacao genética (HULBERT & MICHELMORE, 1998).
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Figura 11. Localizacéo dos oligonucleotideos iniciadoresaaidos na amplificagdo das diferentes regifes do
rDNA de fungos. Fonte: DE OLIVEIRA et al. 2005.

As técnicas de amplificacdo e posterior sequenciton#do gene 5.8S com as regides
Intergénicas (ITS1 e ITS2) foram aplicadas pdetarhizium A analise filogenética dos dados
de sequenciamento mostrou gl anisopliae constitui um grupo monofilético, .
flavoviride e M. albumrepresentam duas linhas evolucionarias separ&f2SA-GOMEZ et
al., 1998). Dentro da espécie M. anisopliae, reeoefam-se dois grupos que nao
correspondem as duas variedades definidas portedsticas morfolégicas. Alguns isolados
de M. flavoviridee M. alboum(CURRAN et al., 1994). Na anélise do sequenciampatcial
do gene 28S erMetarhizium Rakotoniarainy et al. (1994), mostraram que dkofados da
Nova Zelandia identificados conid. anisopliaediferiam muito dos outros isolados da mesma
espécie. Também é possivel utilizar a analise doieseiamento do gene 18S do RNA
ribossémico para avaliar a filogenia das espéaeBrdomophthorales (NAGAHAMA et al.,
1995).

Pela analise das sequencias do rRNA 28S, confiseoaseparacdo entre os géneros
Beauveria e Tolypocladium que possuem caracteristicas morfolégicas similare
(RAKOTONIARAINY et al, 1991). ParaB. brongniartii observaram, através do
sequenciamento do fragmento 28S do rDNA amplifigadloPCR, diferencas entre isolados
relacionados a insercéo do intron grupo-I (NEUVESHEI& BRYGOO, 1994). Um alto grau
de polimorfismo entre isolados @& brongniartiitambém foi observado através da digestao
por enzimas de restricdo dos produtos de ampldicaps ITS (NEUVEGLISE et al., 1994).

Os genes do tRNA normalmente aparecem em um nloeegaupos repetitivos. Assim
como o0s genes ribossdmicos, 0s genes do tRNA apaesese separados por regifes de
sequéncia e tamanho variaveiBrimers com sequencias complementares de regifes
conservadas dos genes de tRNA foram utilizadasRzaillomycespp. De geraram produtos
de tamanhos variaveis entre isolados e espécidsreBDtas nesses produtos geralmente
representam tamanhos diferentes entre as regifiggénicas. Os resultados obtidos sugerem

que a identificacdo de fragmentos de tRNA polinoddi poderia significar um critério a ser
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utilizado para melhorar a classificagdo de espéomsgéneroPaecilomyces quando as
caracteristicas morfolégicas de estruturas assexutdizadas para os Hyphomycetes nao
podem claramente definir espécies (TIGANO-MILANE&t 19954, c, d).

2.10 Diversidade de Fungos Entomopatogénicos

O solo fornece um habitat para uma grande divedsidi@ microrganismos, que inclui
espécies de fungos entomopatogénicos (KELLER & ZBRWIAN, 1989). Os fungos
entomopatogénicos estao globalmente distribuidoguame todos os ecossistemas terrestres.
A ocorréncia e distribuicdo de fungos entomopatmg®n em solos sdo amplamente
investigadas (MEDO & CAGAN, 2011; MEYLING et al.021). O conhecimento da
composicao de espécies indigenas e distribuicodes patogénicos de insetos sdo essenciais
para avaliar o potencial no controle biolégico em ecossistema especifico (MEYLING &
EILENBERG, 2006). A maioria dos estudos anteriaelsre a ocorréncia e diversidade de
fungos patégenos de insetos no solo tém-se coadensobre as diferencas na composicéo de
espécies entre as areas definidas pelos tiposhi@athgpor exemplo, solos cultivados, solos
naturais, etc.). Quase 90% das espécies de arggpodgas gastam uma parte do seu ciclo de
vida no habitat do solo (KAYA & GAUGLER, 1993), gpanto, o solo € um importante
reservatorio de fungos entomopatogénicos e senam gontrolar as populagdes de insetos
pragas (HAJEK, 1997).

Metarhizium anisopliae(Metchnikoff) Sorokin caracteriza-se como uma espée
"agricola”, enquantésaria spp. séo raros no campo, mas sao frequentemertpteE@ns em
ecossistemas florestais. Outros cddeauveria bassian@alsamo) Villemin pode ocupar uma
ampla gama de habitats (MEYLING & EILENBERG, 200Reller et al (2003), encontraram
M. anisopliaeem campos agricolas e prados, mas esta espécieloem maiores densidades
nos prados. No Canadd, anisopliaefoi mais frequente em campos agricolas comparaao c
habitats florestais (BIDOCHKA et al., 1998). No amib, na Finlandia foi isolado mais
frequentemente em partes meridionais do pais, eoaémcia ndo foi afetada pelos solos
cultivados (VAINNINEN,1996). Bidochka et al. (199&ncontraranB. bassianaassociada a
sombra e habitats ndo cultivados.

A diversidade é mais elevada em florestas tropicaés os fungos entomopatogénicos
sdo também encontrados em habitats extremos: camtartundra artica (EILENBERG, 2002)

e Antarctica (BRIDGE & WORLAND, 2004). Em geraltendéncia mundial de padrbes de
distribuicdo indica que os fungos entomopatogénioos Entomophthorales ocorrem
principalmente em climas temperados, diminuindoagmndancia nos trépicos e subtrépicos
(HAJEK, 1997). Embor&l. tanajoaeg um importante patégeno de acaros em climaschispi
(DELALIBERA et al.,, 2004). Os estagios sexuais ddgpocreales sdo encontrados
principalmente em climas tropicais enquanto questégios assexuados sdo encontrados tanto
em climas tropicais e temperados (VEGA et al., 2012

Os fungos entomopatogénicos muitas vezes ndo cfindate visiveis, fazer a avalicdo
de sua distribuicdo no ambiente € muito desafia®estruturas fangicas emergentes de um
cadaver hospedeiro sdo sinais viaveis da preseacand fungo, mas muitas vezes 0s
hospedeiros séo pequenos e morrem em um lugaetisomo: em baixo da terra, em habitats
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aquéticos, ou embaixo do cortex. Algumas exceg@eglguns Entomophthorales que causam
a morte de hospedeiro em um ponto elevado sobegetacdo para melhorar a dispersao
conidial, segurando a fixacdo do cadaver ao subgta producgéo de rizoides (ROY et al.,
2006). Da mesma forma, alguns tdxons dos Asconsicgemalmente nos estagios teleomorfos
produzem um estroma visivel que emerge de seusth@sps (VEGA et al., 2012).

Os estagios anamorficos de muitos fungos Asconsaatorrem de forma generalizada
na maioria dos ecossistemas terrestres. No entasteyas estruturas fangicas séo sutis na
aparéncia e muitas vezes minutos, os hospedeimsasd@podes infectados pelo fungo
localizado. Além de cadaveres, os esporos de fumigrescopicos podem ser localizados fora
de seus hospedeiros, mas podem ser encontrada®mpsirtimentos do ecossistema. Estes
compartimentos incluem predominantemente o ambgmtolo, que geralmente fornece um
habitat estavel para populacdes fangicas e protegétia condigbes abioticas prejudiciais
(VAN DER PUTTEN et al., 2001).

2.10.1 Padrdes de distribuicdo dos fungos entomopatogéngo

Os meétodos especificos sdo muitas vezes necesg@iasa deteccdo indireta da
presenca de fungos entomopatogénicos no ambierstel@oO mais utilizado é o método isca
com insetos, originalmente desenvolvido para @mmeehto de nematoides entomopatogénicos,
mas adaptado para o isolamento de fungos entonggratos em amostras de solo usando
larvas deGalleria mellonella(Lepiddptera) o enebrio molito(Coledptera) como insetos isca
(ZIMMERMANN, 1986; VANNINEN et al, 1989; STEENBERG]1995; TKACZUK &
MIETKIEWSKI, 1996). O principio € forcar um insesascetivel através de um substrato que
contem micro-organismos patdégenos, é intrigantgret-se amplo como um método padrao
em pesquisas de comunidades de fungos entomopatg@&m solos. A principal vantagem
da utilizacdo do método isca com insetos em amaldraolo é que este método isola
seletivamente fungos entomopatogénicos que sé&mgmalnente ativos. No entanto, diferentes
insetos que sao utilizados como isca ndo podemctarfee pelos mesmos fungos
entomopatogénicos (KLINGEN et al., 2002; GLOBEIet2010). Isto sugere que usando mais
de um inseto hospedeiro como isca ira resultar eva melhor avalicdo da diversidade de
fungos entomopatogénicos em solos. O método isoa iogetos foi denominado semi-
quantitativo (JARONSKI, 2007) ou meramente qualitat(SCHEEPMAKER & BUTT,
2010).

O método de plaqueo com diluicdo em série de aa®sdty solo, em agar seletivo ira
fornecer informagdes quantitativas de densidadesatmlo fungico em amostras individuais.
Além disso, o crescimento de uma colonia de furggms meios artificiais ndo prova os
postulados de Koch’s de patogenicidade, porémte ths Koch’'s deve ser realizado. As
densidades de fungos entomopatogénicos ocorrerorae fnatural nos solo com base nas
técnicas de diluicdo em placa que foram revisadmsSgcheepmaker & Butt (2010). As
densidades dbl. anisopliaee B. bassiangdoram muito variaveis, mas 0s meios estavam no
rango de 19e 1G unidades formadoras de colénias (UFC)/g de soRBHEEPMAKER &
BUTT, 2010). Keller et al. (2003), utilizaram ambhugtodos para avaliar as comunidades de
fungos entomopatogénicos no solo da Suica e coaiujue o uso d8. mellonellacomo isca
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em amostras de solo foi mais sensivel para a detadg fungos entomopatogénicos que a
utilizagdo de agar seletivo. Como foi discutidoeaisrmente, os fungos entomopatogénicos
sdo afetados por fatores abidticos e os tAxonafefaxlos de forma diferente por esses fatores
(ZIMMERMANN, 2007,2008; JARONSKI, 2007). Assim, eariacdes do tipo de solo é outra
caracteristica que afeta os padrdes de distribuledongos entomopatogénicos. No entanto,
Bidochka et al. (2001) sugeriram que os fatoregtatois prevalentes em campos agricolas, tais
como radiacdo UV elevada e temperaturas temporédmatas, permitiram selecionar os
genotipos de fungos capazes de ser resistentesaa esndicdes. Com efeito, um clado
especifico deMl. anisopliaefoi isolado com mais frequéncia a partir de s@gdcolas em
Canada, e isolados deste clado foram mais tolerartesmperaturas e radiagdo UV altas do que
isolados de outro clado a partir de solos da ftaréBIDOCHKA et al., 2001). Isolados
selecionados a partir de dois clados foram ideatfas comadvl. robertsiie M. brunneum
respectivamente (BISCHOFF et al., 2009).

2.10.2 Bioinseticidas baseados em fungos entomopatogénicos

Os primeiros testes com fungos que infectam inskicem realizados pelo russo
Metschnikoff no final do século XIX, quando avalioyotencial déMetarhizium anisopliae
para o controle de uma espécie de besouro. Somenséculo depois 0s primeiros resultados
praticos comecaram a surgir, havendo atualmeniesv@seticidas bioldgicos a base de fungos
(micoinseticidas) em comercializacdo em diferenpesses. Atualmente, a maioria dos
biopesticidas baseados em fungos entomopatogémanercado inclueril. anisopliaeouB.
bassiana Estas duas espécies, chamadas fungos “Muscatémeihtervalos de hospedeiros
amplos, apesar de que as diferentes cepas podeessias no nimero de espécies de insetos
gue podem atacar. Estas espécies sao relativafaeats de produzir, uma vez que produzem
grandes gquantidades de conidios assexuados neacbkn como em insetos. Geralmente tem
baixa toxicidade para mamiferos e ndo causam nedahnmao meio ambiente (DE FARIA &
MAGALHAES, 2001).

Os fungos entomopatogénicos estavam entre 0s posn@iganismos que permearam
0 N0sso meio ambiente a serem utilizados no cenioldgico de pragas (HAJEK, 1997). Pela
eficiéncia no controle de pragas e vectores, poderduzir-se bioinseticidas a partir de
diferentes géneros e espécies de fungos entom@pétog cujo ingrediente ativo € o préprio
fungo (LOZANO et al., 2000). No total, 171 produfosam identificados, com base em 12
espécies, principalmenB bassiang34%),M. anisopliae(34%),Isaria fumorosed6%) eB.
brongniartii (4%). A distribuicdo regional desses produtoxéono se segue: América do sul
42,7%, América do Norte 20,5%, Europa e Asia 12¢a3%a, América central 7%, Africa 2,9%
e Oceania 2,3%. Apenas um dos produtos listadoaséado em um Entomophthorales
(Conidiobolus thromboid¢gDE FARIA & WRAIGHT, 2007). Exemplos desses promki
comprovadamente eficazes como bioinseticidas € nGfeegard a base d&letarhizium
anisopliae var, Acridiunproduzido para o controle de gafanhotos em cultngagustralia,
Ago biocontrol baseado ePaecilomyces fumoserosens Colombia, Micos Plag® baseado
em Metarhizium anisopliaeBeauveria bassian& Paecilomyces lilacinumproduzido na
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Colémbia para o controle de diversas pragas copéstrpulgdes, acaros, nematoides e broca
do café (RAMOS et al., 2000; VALLE et a2003).

No Brasil, M. anisopliaeé usado em grande escala para controlar um comgiexo
cigarrinhas, incluinddMahanarva fimbriolata(Stal) eM. posticataem cultivos de cana-de-
acucar, eéM. fimbriolata, Deoisflavopicta(Stal) eNotozulia entreriangBerg) em pastagens
(ALVES, 1998; DE FARIA & MAGALHAES, 2001). Produt@sbase desse fungo representam
55% dos produtos comercialmente disponiveis ou muepso de registro, seguido fr
bassiana(30,0%), Lecanicillium spp. (7,5%) e Sporothrix insectoruin(7,5%). Além das
cigarrinhas, atualmente as principais pragas-atventtopesticidas sdo o percevejo-de-renda
da seringueird,eptopharsa hevea broca da bananeir@psmopolites sordidug&ermar); a
broca-do-café;lypothenemus hamp@ierrari), acaro$etranychidae Eriophyidaeem plantas
ornamentais e citros e a cochonil@athezia praelongabouglas em citros (ALMEIDA &
BATISTA, 2007). Cerca de 48 micopesticidas ja fordisponibilizados no Brasil, sendo que
40 produtos encontram-se atualmente disponiveisnerwado e aproximadamente 19 nas
biofabricas (empresas com fins lucrativos) estaofemcionamento (MICHEREFF et al.,
2009).

Outros produtos da América Latina sdo myControl EN@turalis-L®, Mycotech®,
Conidi® (Beauveria bassianaTracer® Saccharopolyspora spinosgl)ROZCO et al.2000;
RAMOS et al., 2000; VALLE et al., 2003). Com fungasomopatogénicos tém desenvolvido
uma série de produtos que sao vendidos comercisgmermundo, enquanto no México esta
limitado a alguns produtos, como o0 BEA-SIN ®, SAFS®, META-SIN-SIN® e VERTA®
de Agrobionsa (TORRES et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério decdiigia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Univesit Federal Rural do Rio de Janeiro,
UFRRJ, na cidade de Seropédica/RJ.

3.2 Localizacao das coletas

A éarea de coleta das amostras de solo esta lodalidantro do Parque Natural
Municipal do Curié no municipio de Paracambi nadstdo Rio de Janeiro, pertencente ao
Bioma Mata Atlantica, situado aproximadamente eagre&oordenadas geograficas, latitude:
22°26'34" S e longitude: 043°27'33” W e altitudeédia de 690 m, cobrindo uma area de
aproximadamente 900 ha. A localizacdo geografieaptmtos de amostragem foi realizada
através de dados obtidos a partir de GPS. Optporsema extensdo de 100 m com uma faixa
de 2,5 m de largura nas laterais devido as consligéeleclividade da regido (Figura 12).
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Figura 12. Localizac&o geografica do Parque Natural MunicifmaCurié (PNM Curié), Municipio de
Paracambi, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. F@YSNEIROS et al., 2015.
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3.3 Amostragem do solo

As amostras foram coletadas em dois periodos difsseo primeiro periodo, seco,
realizado no final de Agosto de 2014 (C1), e o sdgweriodo, umido, realizado no inicio de
marco de 2015 (C2). Foram selecionados 5 pontgsldéa com uma distancia de 10 m entre
eles, e a amostragem foi realizada de acordo d&en&a proposta por Almeida et al. (1997).
O protocolo de amostragem foi o0 seguinte: 1- A teego da superficie do solo e serapilheira
foram removidas; 2- de cada ponto foram coletadasub-amostras simples aleatérias na
rizosfera, a uma profundidade de 5-20 cm com disdéshe 1 m entre cada sub-amostra e um
volume de aproximadamente 250 g; as sub-amostras fmisturadas para formar 2,5 kg de
amostra composta; 3- As amostras foram colocadasaeas plasticos estéreis e transportadas
para o laboratdrio em caixas térmicas com gelopazenadas em camara fria com temperatura
de 4 °C até o processamento e andlise das amostras.

A caracterizacao fisica e quimica do solo amostfadiealizada pelo Laboratério de
Fertilidade do Solo da Universidade Federal RunaRob de Janeiro. A fertilidade do solo foi
avaliada através dos seguintes parametros: pH ean(agtodo do potenciometro) (PANSU &
GAUTHEYROU, 2006), teor de Al (trocavel), H + Al, R, Ca, C/N e Mg (trocaveis), para
profundidades de 5-20 cm para solo. Os métodosdlisa de solos foram os adotados pela
Embrapa (Embrapa, 1997). Enquanto que para a fatagéio, foi usada a metodologia do
Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos.

3.4 Isolamento de fungos entomopatogénicos

Foram usados os seguintes métodos para o isolamerit;mgos entomopatogénicos:
1- “método isca” comGalleria mellonella (Lepidéptera: Pyralidae) @enebrio molitor
(Coledptera: Tenebrionidae) (Ml) aplicando a metogia descrita por Meyling & Eilenberg
(2006) e Zimmermann (1986), 2- método de plaquetomem meio seletivo Agar Batata
dextrose suplementado com Tegumento de in3etddlitor) (BDA+TI) e Meio Martin (MS).

3.4.1 Meios seletivos (Martin e BDA+TI)

Cinco gramas de solo de cada amostra foram resslidpe em 45 mL de agua
peptonada 1% com 0,1 mL de Tween 80. A solubilizaagéal foi feita por meio de um agitador
a 150 rpm durante 30 min (FRAGA et al., 2012). Basispensdo homogénea, foi retirada uma
aliquota 1 mL e colocada em um tubo de 9 mL de pgptonada, e apds agitacao outra aliquota
de 1 mL deste tubo foi retirada e colocada em dutso contendo 9 mL de 4gua peptonada, e
assim sucessivamente, formando as diluicb&sal00*. Em meio Martin (Anexo A), foram
inoculados 100 pL das diluicdes™0L0% e 10°. Cada diluicéo teve trés repeticdes e cada
amostra teve trés diluicbes plaqueadas, dando tatd®9 placas de petri por amostra de solo.
Apoés os plaqueamentos, os fungos foram acondicianath camara de crescimento a uma
temperatura de 25 °C durante 7 dias na auséndizd® mesmo procedimento foi repetido
usando o meio seletivo modificado de acordo comz@lezet al. (2001). O meio seletivo foi
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BDA suplementado com tegumento de ins&tarfolitor) (Anexo A). Para a preparacao foram
recolhidos insetos adultos da criacdo, desinfetadshipoclorito de s6dio a 1% e macerados
em solucéo de tampao fosfato pH 7,0 e esterilieadautoclave durante 20 min. Cinco gramas
do macerado de insetos foram usados, o qual foica@ido a 1L de meio de BDA, em seguida,
a mistura foi esterilizada. Depois de esfriado &@€°C, foram adicionados, 500 mg de
Cloranfenicol.

Todas as placas foram observadas diariamente,idades formadoras de coldnias
(UFCs) por grama de solo seco foram contadas dedae5 a 7 ap0s da inoculacdo (FRAGA
et al., 2012). Os fungos entomopatogénicos foratades em tubos contendo 5 mL do meio
de cultura BDA (Anexo B). Feito o isolamento, obds foram acondicionados em camara de
crescimento a temperatura de 25 °C durante 7 Uias vez constatado tal crescimento, os
tubos contendo as colOnias isoladas foram acomdidims em geladeira a uma temperatura de
4 °C, até a identificacdo das mesmas (MURO & LUCIIB9).

3.4.2 Iscas Galleria mellonellae Tenebrio molito

Foram usadas larvas & mellonellae T. molitor do quarto estagio, provenientes do
Instituto Biologico em Campinas - SP. Antes dagera, as larvas d&. mellonellaforam
imersas em agua destilada a 56 °C durante 15 sypanaizar a sua capacidade de produzir
seda no solo (WOODRING & KAYA, 1998, Citado por: MEING & EILENBERG, 2006).
Cinco larvas de cada espécie de inseto foram adsgaor separado num recipiente de plastico
(2L) que continha 250 g de amostra de solo, umddeximantidas a 25 + 1 °C, cada amostra
teve trés repeticbes (Figura 13). Cada recipiemténfertido durante os primeiros 3 dias e
posteriormente a cada 2 dias. Apés 5 dias os extgs foram avaliados diariamente para larvas
mortas (MEDO & CAGAN, 2011).

As larvas mortas foram removidas e esterilizadas bgoclorito de sodio a 0,5%
durante 1 min, e colocados em uma camara umiddemperatura de 25 + 1 °C durante 7 dias
para favorecer o desenvolvimento dos fungos entatoggnicos. Apos da esporulagdo do
fungo, as larvas foram colocadas em meio BDA + &ifanicol (Anexo B) e incubou-se a 25
+ 1 °C durante 7 dias (MEDO & CAGAN, 2011).

o] :
,‘."O.O‘f I.‘o : . '),. Sas

Figura 13. Método de isolamento de fungos entomopatogéniawslarvas isca: A) larvas dgalleria

mellonella,B) Tenebrio molitor.
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3.5 Identificacdo das espécies e preservacdo de fungos

As espécies de fungos obtidas por ambos métodamfatentificadas baseadas nas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas asemaves de identificacdo (SAMSON,
1988; SAMSON et al., 1988; HUMBER, 1998, 2012).

Os isolados de fungos entomopatogénicos mais miagedoram caracterizados atraves
da técnica molecular de sequenciamento de DNAzantitlo as regides ITS1 e ITS4.

3.5.1 Analise morfoldgica

Os esporos dos isolados de fungos entomopatogéoiews inoculados em 2,0 mL de
agar semi solido. Com um alc¢a de platino foi rdarama pequena porcao a qual, foi utilizada
para inoculacdo no centro da placa de Petri cont2@dnL dos meios de cultura: Agar Extrato
de Malta (MEA) e agar Batata Dextrose (BDA), erplicata para cada meio de cultura (Anexo
B). A inoculagéo ocorreu a 25 °C durante 7 dias.

Foram analisadas caracteristicas macroscépicag):amnda superficie e reverso da
colonia nos meios, diametro da col6nia, presenguséncia de pigmentos em MEA e BDA a
25 °C. Apbs o preparo de laminas foram observasasacteristicas microscépicas, como:
didametro e forma das fidlides, comprimento e laglo conidiéforo, tamanho, forma e textura
dos conidios e cor das hifas. Todas as espéci@s fobservadas com um microscopio optico
modelo OLYMPUS (CX31-P)

3.5.2 Analise molecular

A caracterizacdo molecular dos isolados mais vitoede fungos entomopatogénicos
foi realizada pelo laboratério de Fitopatologiaiel®jia Molecular no Instituto Biol6gico, Séo
Paulo.

3.5.2.1 Extracdo de DNA

Apos o cultivo dos isolados em meio de Batata DsetrAgar (BDA), por 7 dias, a 25
°C, extraiu-se o DNA, segundo o método CTAB (DOY&APBOYLE, 1987).

O micélio foi macerado sob nitrogénio liquido (1B@ mg), foram adicionados 600
puL do tampéo de extracdo CTAB (Anexo D) e incubaabdsagitacdo a 65 °C durante 20 min.
Foi adicionada a solucédo aquosa 600 pL de clorabdaieool isoamilico (24:1) e agitado em
vortex por alguns segundos. Centrifugou-se a 46tC1P min a 12000 rpm, 500 pL da fase
aquosa foram transferidos para um microtubo nopo d¢ppendorfde 1,5 mL e foram
adicionados 0,6 volumes de isopropanol (300 pLj)stumou-se por inversdo. Centrifugou-se a
4 °C por 10 min a 12000 rpm. Em seguida o sobrenadai descartado cuidadosamente. Os
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acidos nucleicos foram lavados com 500 pL de et@d, centrifugou-se a 4 °C por 5 min a
12000 rpm. Descartou-se o0 sobrenadante cuidadosapea ndo perder o pellet. O pellet foi
secado a temperatura ambiente e depois em ceatrifiog vacuo. Posteriormente foi
ressuspendido em 50 pL de agua MilliQ autoclavAdaresenca do DNA foi verificada por

eletroforese em gel de agarose 0,8% corado comeboote etidio sob luz ultravioleta.

3.5.2.2 Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

A caracterizacdo molecular dos isolados entomopaiogs foi feita utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores da regido Internabnbcribed Spacers (ITS), ITS1 (5'-
TCGGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGANTGC-3) (WHITE
et al., 1990), gerando produtos de tamanho apraarda 500 pb.

Para a reacao de amplificacdo (PCR) foram utiligatio. de DNA (entre 100 e 200
ng); 10uL tampé&o Taq para PCR (5X)u6de MgCI2(25mM); 1uL de dNTP (10mM); /uL
GoTag DNA Polimerase; 12 de DMSO; 1,5uL de cada iniciador: ITS1 f(direto) e ITS4
(reverso) (100 pmall) para um volume final de 50L. As reacbes de amplificacdo foram
realizadas em termociclador PTC100 (MJ Research¢oAdicdes de amplificacdo foram: uma
etapa de pré-desnaturacdo a 94 °C por 2 min, 4@saie desnaturacdo a 94 °C por 15 seg,
anelamento 56 °C por 30 seg e extensao a 72 °Crpor. Um controle negativo sem DNA foli
incluido nas amplificacbes da PCR, ao final dagsdes, o produto foi mantido a -20 °C. A
eletroforese foi realizada em gel de agarose aub¥rstidos a uma voltagem de 80 volts por
30 min. Em seguida, o gel foi visualizado em tramsinador (Alpha Innotech Corporation) e
as bandas foram comparadas com um padrdo de pdeoutap 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen).

3.5.2.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para o processo de sequenciamento foi feito pram&inte uma nova amplificacdo em
placas de PCR, utilizando 6,68 pL do produto de PG#Ricado, 0,32 pL do iniciador ITS1,
2 uL do reagente BigDye 3.1 (AppliedBiosystems) e ldgltampéo 5X para um volume final
de 10uL. As condicbes de amplificacdo foram: uma etappréedesnaturacdo a 94 °C por 2
min, 25 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15asgamento 56 °C por 30 seg e extenséo a
72 °C por 4 min.

ApoOs a reacédo as placas de PCR foram retiradasrmodiclador e as amostras foram
precipitadas adicionando 4Q de isopropanol 75%. O DNA foi precipitado por tdagacgao
a 4.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi ent&gattado e o precipitado foi lavado com
100 pL de isopropanol 75% e depois descartado o sobaeteadO precipitado foi secado
através de incubacdo em estufa a 37°C por 30miids Api ressuspendido emul2 de
formamida, desnaturado a 95 °C e submetido a seigumeanto.

As reacOes de sequenciamento foram realizadasararsgador automatico ABI3500
(Applied Biosystems) utilizando os mesmos iniciadofiTS1 e ITS4).
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3.5.2.4 Analise Filogenético (Arvore)

Construiu-se a arvore filogenética com sequéndrasases das regides ITS1 e ITS4
dos isolados e sequéncias de diferentes espéci@sges obtidas no GENBANK/NCBI,
através do método de Maximum Likelihood (ML), pavaliar a robustez da topologia, a arvore
foi avaliada pelo método de Jukes-Cantor com 1@peticbes de bootstrap, e a analise
filogenética foi conduzida no programa Moleculadhse Genética Evolutiva-MEGA 6.0.

3.5.3 Preservacao

Para preservar as espécies de interesse, foramaddi$ dois métodos: conservacao por
suspensao em agua destilada em tippendorfs Descrito por Castellani em 1939 (JONG &
ATKINS, 1986), sendo um método muito usado e concgriagens maiores de viabilidade
para fungos ascomicetos e fungos mitosporicos (SIMETONIONS, 1994). Consistiu em
suspender em 1 mL de agua destilada estéril cétldasultura como conidios, esporos,
picnidios, esclerocios, etc. Paralelamente, foreoaulados esporos em tubos contendo 5 g de
solo estéril, autoclavados trés vezes em intena@o34h (MURO & LUCHI, 1989). Apos a
inoculacéo do fungo foi armazenado em refrigeracadC.

3.6 Avaliacdo patogenicidade de fungos isolados em meseletivo (Postulados de
Koch'’s)

3.6.1 Preparacao do inoculo fungico

Para preparar o inoculo, os isolados foram cultgaem Agar Arroz (Anexo B) e
incubados a 25 °C até esporulacdo. Os conidiasnfoemovidos com alca de platino estéril
(0,1 a1l qg), e adicionados em 30 mL de agua déatdatéril e Tween 80 a 0,1%. A concentracéo
de conidios foi determinada utilizando uma camaraahtagem de Neubauer, e foi ajustada
por diluicdo a 1x10conidios.mE* para provocar mortalidade e& mellonellae T. molitor,
foram feitas trés repeticdes de 10 larvas para eagécie de inseto (FAJARDO & CANAL,
2011).

3.6.2 Meétodos para avaliar a patogenicidade

O método para avaliar a patogenicidade consistimeesao das larvas por um minuto
(1") na suspensdo; posteriormente as larvas tsafadan transferidas para camara imida com
alimento e incubadas durante 10 dias a 25 °C.zdtilise o controle de larvas tratadas com
agua destilada e 0,1% de Tween 80. As avaliacdamfoealizadas por meio da observacao
diaria da mortalidade de larvas e através da oasg&ovdos sintomas e sinais da doenca. Uma
vez no tegumento do inseto foi observada a mungéicdoram transferidos para meio BDA +
Cloranfenicol e as caracteristicas macroscopicas me&roscopicas dos fungos
entomopatogénicos foram descritas (RODRIGUEZ ¢£@0D6; DIAZ et al., 2010).
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3.7 Caracterizacao fisiologica

Esta caracterizacdo € baseada na avaliacdo do edeone do numero de conidios,
viabilidade deles (percentagem de germinacao) (OAMIEt al, 2004). Os isolados foram
reativados em meio BDA+TI.

A concentracdo de esporos foi determinada tomanu®m amostra aleatéria de cada
isolado por remocao dos conidios com alca de plastéril (0,1 a 1 g), os conidios foram
adicionados em um tubo de ensaio contendo 10 ndigde destilada estéril e 0,5 mL de Tween
80 ao 0,1%, a concentragdo de conidios foi ajustadadmara de contagem de Neubauer até
obter uma concentracdo de’ Tnidios.mL* (Figura 14), a qual foi utilizada para o teste de
viabilidade (GONZALEZ et al., 1993).

A seguinte férmula foi utilizada calcular a concagéio de esporos: Esporos/mL =
namero de esporos contados x 50.000. A contageregetida cinco vezes para cada cepa de
fungo entomopatogénico.

. 1,0 mm . 1.0 mm * 1.0 mm & » 1.0 mm
- 3.5 e 0,2 mm 0,05 mm
[ BN | o ] " = .
R
i T
- B : ;.
P. ‘ﬂ - - s
Campo 2 Campo 1 ! u
A | A
s A Campo 4 A
Limites Campo 3

Figura 14. Camara de Neubauer com o0s respectivos campos wmfagem para conidios dos fungos
entomopatogénicos. Fonte: ALVES & MORAES, 1998.

3.7.1 Avaliagao da viabilidade

A avaliagédo da viabilidade foi realizada para cemdado utilizando dois meios de
cultura: 1- A germinacéo foi determinada no meiocdéura Agar-Agua 2% Segundo a
metodologia de Gonzalez et al. (2001), (Anexo B) A germinacao foi determinada no meio
BDA+TI deT. molitor.Cinco aliquotas da suspensao fungicé ¢bdidios.mLY) foi distribuida
sobre o meio de cultura. Em seguida, as aliquotasifespalhadas com uma alca de Drigalsky
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previamente flambada e resfriada, apos a inoculag¢éongo foi incubado a 25 °C. Finalmente
a contagem conidios foi efetuada num microscopom @t 40 X, apds 24 h.

Os esporos foram considerados viaveis, se o tubgedwinativo era duas vezes o
diametro do esporo, a contagem foi de 400 esparosepeticdo, a viabilidade devia estar
acima de 90% para que os isolados foram considerefitazes (MILNER et al., 1991). As
variaveis avaliadas foram: numero de conidios gedos, numero de conidios nao
germinados e conidios totais. Trés repeticoes da can dos isolados por método e por
concentracdo foram realizadas.

3.8 Auvaliacdo patogenicidade dos fungos entomopatogéagisolados usando o método
(MI) e (MS) (Postulados de Koch'’s)

3.8.1 Preparacao de Inoculo fangico

Para preparar o inoculo, os isolados foram cultgaem Agar Arroz (Anexo B) e
incubados a 25 °C até esporulacdo. Os conidiasnfoemovidos com alca de platino estéril
(0,1 a1lqg), eadicionados em 30 mL de agua déatdatéril e Tween 80 a 0,1%. A concentracéo
de conidios foi determinada utilizando uma camaraahtagem de Neubauer, e foi ajustada
por diluicdo a 1x10conidios.mE* para provocar mortalidade e& mellonellae T. molitor,
foram feitas trés repeticdes de 10 larvas para eagécie de inseto (FAJARDO & CANAL,
2011); a fim de determinar a variabilidade na patogdade dos isolados 8ebassianae M.
anisopliae

3.8.2 Meétodos para avaliar a patogenicidade

O método para avaliar a patogenicidade consistimersao das larvas por um minuto
(1") na suspensao; posteriormente as larvas tsafaem transferidas para camara imida com
alimento e incubadas durante 10 dias a 25 °C.zdtilise o controle de larvas tratadas com
agua destilada e 0,1% de Tween 80. As avaliagcdamfoealizadas por meio da observacao
diaria da mortalidade de larvas e através da ohs@ovdos sintomas e sinais da doenca. Nesse
periodo, foi calculada, para cada isolado, a mdadé acumulada [= (nimero de individuos
mortos/nimero total de individuos) *100] (RODRIGUEE al., 2006; DIAZ et al., 2010;
FAJARDO & CANAL, 2010).

3.8.3 Avaliacao da infeccéo das larvas d&. mellonellae T. molitor

O processo de germinacao e colonizacaB.dmmssiana M. anisopliaeem larvas d&.
mellonellae T. molitorfoi observado em um microscépio e estereoscomdaivas infectadas
foram imersas em hipoclorito de sédio 0,5% por uimuto (1') e lavadas com agua destilada
estéril. Apos a secagem das larvas infectadas fatzertas longitudinalmente usando uma
lamina de bisturi estéril, para visualizac¢éo indedlo micélio do fungo. A germinacéo do fungo
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foi ressaltada pelo aparecimento de manchas pnetasiperficie do inseto e producdo de
antibiéticos foi observada pela mudanca de cotataas (EYAL et al., 1994).

3.9 Teste de viruléncia

Neste trabalho foram testados os funigbs&nisopliag(Ma58MI, Mal0OMI, MallMl e
Mal2Ml) e B. bassiandBb27MI, Bb11MI, Bb79MI e Bb53MIyjue foram caracterizados no
teste de patogenicidade.

Os fungos selecionados que estavam armazenados tuméivados em meio arroz
parboilizado até esporulacdo, e foram preparadszessdes de conidios em agua destilada
estéril e Tween 80 a 0,1 % na concentracédo de’1%200, 1x1Fe 1x1G conidos.mt?, foram
feitas trés repeticdes por tratamento, a unidagerarental foi de 10 larvas do quarto estadio
deG. mellonellae T. molitor.

As larvas foram imersas por um minuto (1') em cad@ensao; posteriormente as larvas
tratadas foram transferidas para uma camara Unoiclaatimento. Utilizou-se o controle de
larvas tratadas com agua destilada e 0,1% de T8@&eRoram efetuadas observacdes diarias
por um periodo de 10 dias. Foi determinada a caraggio letal (CL) de 50 (Gb) e 90%
(CLoo), € 0 tempo letal (TL) de 50 (F¢) e de 90% (Tho), para cada isolado.

3.10 Analise Estatistica

3.10.1 Isolamento de fungos entomopatogénicos com meioses®gos

O delineamento para o experimento em Meio seléivateiramente casualizado com
15 repeticdes e os tratamentos consistindo dadhfox 2, sendo dois meios de cultura (Martin
e BDA+TI) e as duas épocas de avaliacdo (secavosal As medias dos dados de UFC foram
avaliadas pelo teste F da analise de variancidreqaéncia de ocorréncia dos fung@s (
bassiana M. anisopliaee P. lilacinug e das combinacdes entre eles (Bb+Ma) foram
comparadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcax6f6 de probabilidade.

3.10.2 Isolamento de fungos entomopatogénicos pelo métoidoa

Os dados de: porcentagem de larvas mortas por supgocentagem de larvas vivas,
porcentagem de larvas mortas por outros organisarfosguéncia da ocorréncia dos fung®s (
bassiana M. anisopliae e combinacdes) foram avaliados conforme o delileaamn
inteiramente casualizado, com 15 repeticOes (Iareas esquema fatorial 2 x 2, totalizando 4
tratamentos. Os tratamentos consistiram das cogfi@saentre os niveis dos fatores tipos de
isca G. mellonellae T. molitor) e épocas de avaliagdo (seca e chuvosa). A cogduadas
medias entre o0s niveis fatores foi realizada pao me teste ndo paramétrico de Wilcoxon, a
5% de probabilidade, por ndo atender as pressuj@ssile uma andlise paramétrica (analise de
variancia).
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3.10.3 Avaliag&o da Viruléncia

Os resultados da mortalidade dos ins&osnellonellae T. molitor foram analisados
conforme o delineamento inteiramente casualizanlo, & repeticdes, em esquema fatorial 5 x
8, correspondendo a 5 concentragdes (@x1x10, 1x1® e 1x18) e 8 espécies de fungos
(Bb11MI, Bb27MI, Bb53MI, Bb79MI, MalOMI, MallMI, ME2MI e Ma58MI). Apds a
realizacdo da andlise de variancia, as médias estmgiveis dos fatores, as 192 horas de
avaliacdo, foram comparadas pelo teste de Scott, KKaB% de probabilidade. As andlises
estatisticas foram realizadas com o programa SIS{F&Reira, 2011).

60



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento de fungos entomopatogénicos

Foram isolados 216 fungos entomopatogénicos do Bidviata Atlantica. Foi
observado deste total de isolados, 88,0% provessedt método de isca com larvas e 12,0%
provenientes do método com meios seletivos.

Considerando o método de isolamento usando meiesves (Martin e BDA+TI),
obtiveram-se diferencgas significativas ao nived@eentre as épocas e entre os meios de cultura
usados (Figura 15). No meio seletivo Martin obserse maior UFCs na época chuvosa
(65x1¢ UFC/g solo) em relagéo a época seca, em que as fdFn menores (60x1QWFC/g
solo). Também houve diferenca estatistica entépasas para o0 meio BDA suplementado com
tegumento d&. molitor, com os periodos chuvoso e seco apresentanddd @x¥k16 UFC/g
solo, respectivamente. Entre os meios, o Martiresgmtou médias de UFC (g/solo)
significativamente superior ao BDA suplementado degumento del. molitor tanto no
periodo chuvoso (6,5xi@ 4,7x18 UFC/g solo, respectivamente) quanto no seco (53x1
4x10° UFC/g solo, respectivamente). Na primeira colef@o6to/2014), a média das
temperaturas foi 16,7 °C e da umidade relativad®i66,6%. Ja para a segunda coleta
(Marco/2015) a temperatura média foi 23,8 °C e &ade relativa foi de 73,5%. O clima
predominante da regidao (PNM do curidé) é caractdazaomo Aw, de acordo com a
classificacao climatica de Képpen-Geiger (PEEL.e2807).
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Figura 15. Unidades formadoras de colénias (UFC) de fungas@io seletivo Martin e BDA+TI nas épocas seca
e chuvosa. Barras seguidas de letras iguais, milassentre épocas e mailsculas entre meios deaultéo
diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabiédad

O isolamento usando meios seletivos proporcionoa mm@nor taxa de deteccao geral
(12,03%). Dessa forma os isolados foram normalmententrados em maior quantidade no
periodo chuvoso (Tabela 1Reauveriabassianafoi menos prevalente no meio Martin,

61



observou-se uma frequéncia de ocorréncia de 13@@erodo seco e de 33,3% no periodo
chuvoso.Paecilomyces lilacinugoi observado nas placas ocorrendo em 6,7% nagweri
chuvoso quando usado o meio Martin, com relagdmei® BDA+TI ocorreu no periodo
chuvoso em 33,3% e no seco em 13,3%. No entarttogspécie nao foi incluida em outras
analises porque nao € considerada patdogena desngetfrequéncia de ocorréncia e
bassianano periodo seco (33,3%) foi maior que no periddovoso (20,0%) usando 0 meio
BDA+TI. A maior ocorréncia d&l. anisopliae(26,7%) foi obtida no periodo chuvoso quando
usado o meio BDA+TI. N&o foi observado crescimatedletarhizium anisopliagno meio
Martin. As combinagdes ent® bassianae M. anisopliaetiveram maior ocorréncia também
no periodo chuvoso (26,7%), provenientes do meidBD.

Tabela 1.Frequéncia de ocorréncia de fungos entomopatog®eim 15 amostras de solo coletadas no Parque
Natural Municipal do Curi6 e reveladas usando coaigétde isolamento com meio de cultura Martin e BOA+
nas épocas seca e chuvosa.

Espécie Seca Chuvosa
de Martin BDA+ TI Martin BDA+ TI

Fungo n % n % n % n %
Bb 20 133 50 333 50 333 3,0 20,0
Ma 0,0 0,0 20 133 0,0 0,0 40 26,7
PI 00 0,0 20 133 10 6,7 50 333

Combinagbes
Bb+Ma 0,0 0,0 10 6,7 0,0 0,0 40 26,7

Beauveria bassiana (Bb), Metarhizium anisopliae Y@#&aecilomyces lilacinum (PI).

As densidades de fungos entomopatogénicos ocoedanrda natural no solo com base
nas técnicas de diluicdo em placa que foram reasspor Scheepmaker & Butt (2010). As
densidades dBl. anisopliaee B. bassianadoram muito variaveis, mas 0s meios estavam no
rango de 19e 1G unidades formadoras de colénias (UFC)/g de soRBHEEPMAKER &
BUTT, 2010). Medo & Cagan (2011), obtiveram umaatagde deteccdo de fungos
entomopatogénicos de 70% usando meio seletivo codin® e a espécie mais prevalente foi
M. anisopliae(37%) As densidades maximas de esporos foram de 5,4 WAD.g* paraB.
bassiana 8,13 x 16 UFC.g! paraM. anisopliaee 7,89 x 18 UFC.g* paral. fumosorosea
Rocha et al. (2013), determinaram a ocorrénciaralatie Metarhiziumspp. em solos do
Cerrado Brasileiro usando meio seletivo com Dodinele foram obtidos 12 isolados.

Ha uma escassez de informacdes relacionadas c@m @deuBDA suplementado com
tegumento de insetd (molitor) para o isolamento de fungos entomopatogénical@mento
de espécies de fungos entomopatogénicos foi provianée devido a presenca de nutrientes
proporcionados pela cuticula do inseto tais comtingl proteinas e alguns lipideos no meio
de cultura, tornando-se um meio seletivo para épéte fungos com atividade enzimatica
(quitinases, lipases, proteases).

Uma ampla gama de fungos que habitam no solo pedeer em meios artificiais, por
tanto os meios de cultura especificos foram de$endes para o isolamento de fungos
entomopatogénicos (GOETTEL & INGLIS, 1997). Os fosgntomopatogénicos pertencentes
aos Hypocreales crescem relativamente lento nossndei isolamento em comparagao com 0s
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fungos sapréfitos do solo. Assim, o conteudo dososn@ara o isolamento de fungos
entomopatdgenos especificos do solo deve ter unta fie nutrientes para seu crescimento e
um agente antimicrobiano em concentragfes apr@wipadra inibir o crescimento dos fungos
saprofitos e permitir o crescimento de fungos eofatogénicos (LUZ et al., 2007). Um meio
seletivo usado para o isolamento de fungos entotdggaos foi baseado em um meio utilizado
para o isolamento geral de fungos do solo que oatjlucose, oxgall e peptona com rosa de
bengala, cloranfenicol e cicloheximida como antibas (VENN & FERRON, 1996).
Doberski & Tribe (1980), desenvolveram um meio bdseem ingredientes similares
substituindo o rosa de bengala por cristal violesde meio foi usado para isoBwrbassiana

M. anisopliaedo cértex do olmo e solo. Um meio com suco V-8¢cgbe, extrato de levedura,
e oxgall como nutriente base, modificado com cielomida, sulfato de estreptomicina e
tetraciclina, foi desenvolvido para o isolamento Ble tenella em solo (JOUSSIER &
CATROUX, 1976). O meio Sabouraud-dextrose e oxfyallusado como outro meio base
modificado com penicillina G, sulfato de estreptoima, oxitetracilina, cicloheximida e
binapracril (Morocide, um fungicida) desenvolvidarg o isolamento em solo (LINGG &
DONALDSON, 1981).

Beilharz et al. (1982), descobriu que a dodine ddegdylguanidine acetate) inibe
seletivamente alguns fungos de solo, mas quandeaddo a taxa formulada 1 g/L (Cypex 65
WP, American Cyanamigjermitiu o isolamento dB. bassiana M. anisopliae O meio agar
farinha de aveia (OTA) com 0,46 g/L dodine e 0,88lgenomilo permitiu a recuperacéoe
bassianae M.anisopliaeem altas frequéncias na auséncia de outros fudgseslo (CHASE et
al., 1986). Varios fungicidas (tais como Oxgalllfatio cuprico, cobre (Il), cloreto de cobre
(CuCI2), benomil e dodine) e antibidticos (tais coneloranfenicol, tetraciclina e
estreptomicina) foram utilizados separadamentemou@nbinacdo para detectar varios fungos
entomopatogénicos em meios seletivos (KELLER et28@l03; MEYLING & EILENBERG,
2006; FERNANDES et al., 2010). Entre eles, dodirigu€l2 foram avaliados como 0s mais
eficazes para o isolamento de fungos entomopatoggdd solo (SHIMAZU & SATO, 1996).
Cada meio foi desenvolvido em resposta a necessikatduscas para avaliar varios efeitos dos
tratamentos na sobrevivéncia destes entomopatbégenos

Segundo o método de isolamento usando larvas ceocaoa ocorréncia dos fungos
entomopatogénicos e molitor foi de 61,3% no periodo seco e 64,0% no periodoago.

Em G. mellonellaa ocorréncia de fungos entomopatogénicos foi g&6@ 68,0% no periodo
seco e chuvoso respetivamente. Porém nado foranrvablss diferencas estatisticas da
ocorréncia dos fungos entomopatogénicos entrergsdos seco e chuvoso (Figura 16). A pesar
deste trabalho ndo ter sido encontradas diferegtatisticas entre os periodos a umidade tem
sido apontada por vérios autores como um dos peigfatores que afetam o crescimento e a
sobrevivéncia de fungos entomopatogénicos no SIIWDDERT et al., 1990; EKESI et al.,
2003). Ignoffo & Garcia (1992), destacaram que &ane € um requisito fundamental para a
germinacao de conidios e sobrevivéncia de fungmsrapatogénicos. De acordo com Keller
& Bidochka (1998), solo com umidade reduzida podetribuir para o decréscimo na
abundancia de fungos. Krueger & Roberts (1997)ortapam ao solo como um ambiente
favoravel ao uso de fungos entomopatogénicos dévianidade alta e estavel. Segundo Keller
& Zimmerman, 1989, a temperatura também é um dossfambientais mais importantes que
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afetam a densidade dos fungos patégenos de irgetusB. bassianaio solo. A temperatura
Otima para o desenvolvimento e atividade dos fuggagroximadamente 24 °C (STUDDERT
& KAYA, 1990); temperaturas altas por cima de 27ifitbe o desenvolvimento do micélio e
esporos (AREGGER-ZAVADIL, 1992; KESSLER et al, 2008 quantidade de esporos do
fungo de interesse presente no solo € variavelpendi® de condi¢cdes especificas de cada
ecossistema.
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Figura 16. Porcentagem de mortalidade das lar@sn{ellonellae T. molitor) por fungos entomopatogénicos no
periodo seco e chuvoso. Barras seguidas de lgwassj mindsculas entre épocas e mailsculas ewelies e
cultura, ndo diferem entre si pelo teste nédo patraconéle Wilcoxon, a 5% de probabilidade.

A maior ocorréncia de fungos entomopatogénico®lservada usando larvas Ge
mellonella Verificou-se que o método de isca c@nmellonella(ZIMMERMANN, 1986),
tem sido um método muito sensivel para a detecg@iangjos entomopatogénicos em amostras
de solo (KELLER et al.,, 2003). Levantamentos detddis da diversidade de fungos
entomopatogénicos usando insetos isca em amostsdalfoi investigada por Chandler et al.
(1997), Steenberg (1995), Hughes et al. (2004) giMe& Eilenberg (2006).

A porcentagem de larvas vivas foi calculada padacespécie de inseto em cada
periodo. No periodo seco a porcentagem de larvas d@eT. molitorfoi de 14,7% e de 12,0%
paraG. mellonella No periodo chuvoso a porcentagem de larvas yigesT. molitor foi de
14,7% e 9,3% para larvas @& mellonella Ndo havendo diferencas estatisticas entre os
periodos (Figura 17).

Observou-se um aumento na mortalidade de larvs. aeellonellae T. molitor por
outros microrganismos no periodo seco sendo de&@®8,24,0% respetivamente (Figura 18).
Provavelmente as condi¢cdes do ecossistema no pesemb favoreceu o desenvolvimento de
outros organismos entomopatogénicos. A mortaliseddperiodo chuvoso foi de 21,3% para
larvas deT. molitor e 22,7% para larvas dg. mellonella Ndo foram obtidas diferencias
estatisticas significativas.
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Figura 17. Porcentagem larvas viva& (mellonellae T. moliton no periodo seco e chuvo®arras seguidas de
letras iguais, mindsculas entre épocas e mailseulgis meios de cultura, nao diferem entre si pedte ndo
paramétrico de Wilcoxon, a 5% de probabilidade

Estes resultados corroboram com os de Medo & C&jf#il), onde observaram que,
quatro espécies de fungos entomopatogénicos fortectddas em amostras de solo na
Eslovaquia pelo método isca (MI) cagn mellonella Beauveria bassiané81% de amostras),
Metarhizium anisopliag8%), Isaria farinosa(6%) elsaria fumosorose&6%). Apenas trés
espécies foram detectadas com meio seletivo (@xlofida e dodine)B. bassiang36% de
amostras)M. anisopliage(37%), el. fumosorose§9%).

Vanninen (1996), detectou fungos em 38,6% nas aasoste solo da Finlandia,
engquanto Quesada-Moraga et al. (2007), encontrasdongos em 71,7% das amostras de solo
em Espanha e Chandler et al. (1997), em 15,8%rdasteas de solo no Reino Unido, todos
usando o MI cont. mellonella Keller et al. (2003), utilizaram meio seletivlmjamente com
o Ml usanddG. mellonellae encontraram fungos entomopatogénicos em 96%rdastras de
solo da Suiga, concluiram também que a iscagentcaonellonellaem amostras de solo tende
a ser mais sensivel para a deteccdo de fungos epabogénicos que a utilizacdo de &gar
seletivo. Hughes et al. (2004), determinaram ardigdgade de fungos entomopatogénicos em
solos de floresta tropical em Panama usando lae@s mellonellae T. molitore meio seletivo
com dodine, onde obteve 58 isoladosvilgarhizium anisoplia@isando o0 método isca uma
cepa deB. bassianasolada com meio seletivo presente s6 em uma andstsolo.

No Brasil foi determinada a ocorrénciaMetarhiziumspp. usando ninfas deiatoma
infestans(Hemiptera: Reduviidae) e meio seletivo modificadon dodine: um total de 107
(22%) isolados déetarhiziumforam obtidos em solos do cerrado brasileiro, stado de
Goiés. A maioria dos isolados (95) foram obtidang® as ninfas de. infestan® 12 isolados
foram obtidos em meio seletivo (ROCHA et al., 2013)nzalez et al. (2014), determinou a
abundancia e diversidade de fungos entomopatogéeimsolo agricolas na regido do México,
usando larvas d&. mellonellacomo isca. Apenas fungos entomopatogénicos dor@éne
Beauveriasp. eMetarhiziumsp. foram recuperados. Em geral, um total de 4@ados foram
registados, sendo 112 do génBeauveriae 9 do génerbdletarhizium
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Figura 18. Porcentagem de mortalidade das laryasrellonellae T. molitorf) por outros microrganismos no
periodo seco e chuvoso. Barras seguidas de lgwassj mindsculas entre épocas e mailsculas ewefies e
cultura, ndo diferem entre si pelo teste nédo patraconéle Wilcoxon, a 5% de probabilidade.

Os fungos entomopatogénicos foram encontrados das tas amostras, a ocorréncia
das espécies isoladas diferiu consideravelmentendegas espécies de insetos usadas como
isca (Tabela 2). A espécie mais predominantBéaiuveria bassianigolada cont. mellonella
no periodo seco e chuvoso (36,0% e 36,0% respewivie) Beauveria bassianam larvas de
T. molitorocorreu no periodo seco 25,33% e chuvoso 24M8tarhizium anisopliaéoi mais
isolado em larvas d&. molitor no periodo seco 33,3% e chuvoso 32,0%. Em lareds. d
mellonellao M. anisopliaeocorreu em 18,7% e 18,7% nos dois periodos awaliaboi
apresentada co-infeccédo de uma larva por dois @iengomopatdégenos. Foi obtido, um total
de 168 isolados, dos quais 91 pertencem a espetiassianae 77 a espéci®l. anisopliae
Outros isolados do génefFoisariume Trichodermaforam obtidos, mas estes séo considerados
como patdgenos oportunistas (SUN & LIU, 2008). @omie Sun et al. (2008) estudaram a
ocorréncia e diversidade de espécies de fungoxiadas a insetos no solo usan@o
mellonella Os fungos associados a artropodes foram claassificem: (1) patégenos de insetos
que inclui os fungosB. bassianalecanicillium lecanii M. anisopliag P. farinosuse P.
fumosoroseyy2) patégenos oportunistas comddasidia sp., Cladosporium cladosporioides
Fusarium avenaceumF. oxysporum F. solanj Mortiella sp., Mucor spp., Penicillium
chysogenumP. thomii e Penicillium spp., e (3) os colonizadores secundarios que sao:
aqueductun. proliferatum Rhizopus oryzaéhialophora phaeophotarichoderma album
T. harzianume Williopsis satumusAs espécies deusariumspp. eTrichodermaspp. foram
descartados neste trabalho mas serdo usados parasfianalises. Espécies de fungos
entomopatogénicos do génddmmureae Verticillium foram isolados em combinagdo com
outros fungos em larvas @& mellonella Geralmente, de um total de 168 isolados obtiébs,
isolados pertencem a espéBiebassiana 77 a espécid. anisopliae
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Tabela 2.Frequéncia de ocorréncia de fungos entomopatog®@eim 15 amostras de solo coletadas no Parque
Natural Municipal do Curié e usando o método d&isento com larvasl{ molitore G. mellonelld, nas épocas
seca e chuvosa.

Espécie Seca Chuvosa
de T. molitor G. mellonella T. molitor G. mellonella
Fungo n % n % n % n %
Bb 19,0 25,3 27,0 36,0 18,0 24,0 27,0 36,0
Ma 250 33,3 14,0 18,7 240 32,0 14,0 18,7
Combinacbes
Ma+F 10 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 00 2,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0
Bb+Ma 10 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 YMRecilomyces lilacinum (PI), Fusarium sp. (Fgricillium sp., (V), Nomurea sp.
(N) e Trichoderma sp. (T).

Segundo Zimmermann (2008), o hospedeiro mais stigekparal. farinosa e |I.
fumosorosea@orresponde a espécies de Lepidéptera. Conformm&imann (2007), paid.
anisopliaesao espécies de Coleodpteros. Barbassiananais de 700 espécies de hospedeiros
de artrépodes foram reportadas. A maior abundadeiaespécies ddéMetarhizium foi
apresentada em larvas de Coledptera, e a maioréaca deBeauveriafoi apresentada em
larvas de Lepidoptera. Isto se pode atribuir aieflstde do método isca com insetos
susceptiveis, onde se requer de uma quantidad®plé&gulos viaveis para garantir a infecéo e
devem estar na ordem de*1Midades por inseto como minimo (BATEMAN et al. 899
MOORE & CAUDWELL, 1997). Sabe-se que o estabelenimale populacdes de fungos
entomopatogénicos no solo esta determinado tards peopriedades fisicas e quimicas do
solo como pelas da cepa fungica (RHODES & SMITH2)9Também existe a possibilidade
de que os micro-organismos competidores com swUEaD de metabolitos ativos afetem a
viabilidade dos conidios fungicos desejados (JENKEB GRZYWACZ, 2000). Por isso, o
método isca precisa de uma concentracao alta deossgaveis do microrganismo de interesse
no solo.

Beauveria bassian@als) Vuill. assim comdletarhizium anisoplia¢gMetsch.) Sorok.

e Metarhizium flavovirideGams e Rozsypal estdo entre os fungos entomopatogémais
usualmente encontrados na natureza (ELOSEGUI, 2@i6) et al. (2008), afirma qug
bassianae I. fumosorosedoram isolados mais frequentemente a partir deegossistema
"natural” que em solos cultivados. Embora ndo cb@isiemente assiny]. anisopliaeparece

ser mais frequente em solos de habitats cultivdekia. observagao tem sido interpretada como
que as populacbes dd. anisopliae mostram mais resisténcia a perturbacdo, que é uma
caracteristica dos habitats cultivados (BIDOCHKAlet1998; MEYLING & ELLENBERG,
2007). Em florestas tropicaill. anisopliagpode ser facilmente isolado a partir de amostas d
solo usando larvas de. mellonellae larvas del'. molitor (HUGHES et al., 2004). Todos o0s
fungos encontrados neste estudo também foram naatpst em outras partes do mundo
(VANNINEN et al., 1989; VANNINEN et al, 1995; BIDOGKA et al., 1998; KUBATOVA

& DVORAK, 2005; MEYLING & EILENBERG, 2006; AUNG edl., 2008; SUN et al., 2008;
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MEYLING et al., 2011; SANCHEZ et al., 2011). A pedéncia de espécies Beauveriaem
habitats naturais tem sido estudada em Europa (MIEWVSKI et al., 1991; STENZEL, 1992;
VANNINEN, 1995; KLINGEN et al., 2002), em AméricBIDOCHKA et al., 1998) e
Australia (RATH et al, 1992). Assim, o conhecimen# composicéo local de espécies de
fungos entomopatogénicos no solo é necessari@paliar o potencial deste grupo de inimigos
naturais como um reservatorio para o controle get@s praga em um ecossistema especifica.

A ocorréncia d@. bassiandoi dinamica e persistente. Isto sugere que diasidades
de B. bassianapersistiram apds o0 estabelecimento dentro de uma. @ persisténcia
permanente dB. bassianam altas densidades no solo depende de intereges ambiente
circundante. Alguns fatores abiéticos foram denaagksts para a influéncia da persisténcia de
B. bassianano solo. Por exemplo, umidade alta e temperatwias®reduzem a sobrevivéncia
de conidios e a infeccdo em provas de laborat@iNGG & DONALDSON, 1981). O
conteudo de matéria organica e atividade biolégthzersa do solo afeta a persisténcidde
bassianadevido a efeitos antagbnicos de outros microrgamss do solo (LINGG &
DONALDSON, 1981; KELLER & ZIMMERMAN, 1989). Vannineet al. (2000), mostraram
gue o aumentou de conidiosBlebassiangersistiu mal no solo finlandés em comparacao com
M. anisopliae Além disso, Gottwald & Tedders (1984), encontracpraB. bassianaresceu
e proliferou bem a partir de insetos hospedeirexiados no solo. Isso sugere Gudassiana
se baseia em infec¢des repetidas de hospedeimetisess para manter niveis de alta densidade
em solos (FARGUES & ROBERT, 1985), como demostiea@B. brongniartii (Saccardo)
Petch (KESSLER et al., 2004).

A maior ocorréncia dB. bassianano solo pode ser devida a sua preferéncia neste
ambiente natural. Esta preferéncia também foi d¢agoor varios autores incluindo Vanninen
(1996), Chandler et al. (1997) e Quesada-Moragal.e(2007). Metarhizium anisoplieé
geralmente mais resistente a disturbios agricol@sies estudos reportaram que € significante
maior a prevaléncia em areas cultivadas que ematsimaturais (BIDOCHKA et al., 1998;
HUMMEL et al., 2002; QUESADA-MORAGA et al., 2007USI et al., 2008). Meyling &
Eilenberg (2006b), reportaram uma baixa frequéderstas espécies em solos cultivados em
Denmark, mas encontraram qlve flavoviridae foi significantemente mais comum que 0
usualmente reportado. No nosso estudo se encantkanaas espécies dé. anisopliaecom
uma ocorréncia de 45,83% e espécieBdbassianaocorrendo em um 54,16% usando o
método isca.

Encontramos diferencas significativas entre odtasos obtidos pelos métodos usados.
O método com meio seletivo ndo foi capaz de detedias frequéncias d& bassianae M.
anisopliae embora o método com larvas isca resultou em emtaxas de deteccéo de espécies
de B. bassianae M. anisopliae Keller et al. (2003), reportou a habilidade pdetectarM.
anisopliae e Landa et al. (2002), detectou trés espécieserqpmmte ao género
Isaria/Paecilomycegm meio seletivo que continha dodine (50-100 MgEm outros estudos
M. anisopliaefoi isolado aproximadamente quatro vezes maisufetgmente pelo meio
seletivo que pelo método isca c@n mellonella embora maior sensibilidade do método isca
comG. mellonellafoi reportada por varios autores e as diferengpasf relatadas também para
B. bassiangdBRUCK, 2004; IMOULAN et al., 2009; KELLER et aR003; LANDA et al.,
2002).
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Porque diferentes resultados foram obtidos poratites métodos, a seguinte questao
é levantada: € um método simples e suficiente Easaiar a presenca de fungos
entomopatogénicos no solo? Se sim, qual métodostaymeferido? Principalmente, a escolha
do método deve refletir efeitos de investigacdeesh Quase todos os métodos atualmente
utilizados mostram alguma seletividade a espé€legnétodos de iscagem usadas com mais
frequéncia podem detectar relativamente um amplect® de espécies, mas detectam apenas
os isolados patogénicos para insetos isca. Vasafdi@am detectadas quando se usaram
diferentes espécies de insetos isca (ENKERLI et 2005; KLINGEN et al., 2002,
VANNINEN, 1996). Galleria mellonellafoi usualmente usada como inseto isca e, assim, 0s
resultados devem ser comparaveis. No entanto,edifes condi¢cdes de iscagem foram
utilizadas em quase todos os estudos, e variaghe®raperatura, o0 nimero de larvas e a
guantidade do solo usado pode influenciar os adodt (VANNINEN, 1996; CHANDLER et
al., 1997; BIDOCHKA et al., 1998; TKACZUK et al.0Q0). Além, diferentes respostas imunes
dos individuos ou popula¢cdes podem causar alguardces nos resultados (TINSLEY et
al., 2006).

Em contraste com o método isca, os meios selefigdem ser preparados de forma
semelhante em diferentes laboratorios e isso a&gditr comparacdes entre resultados de
diferentes grupos. Atualmente, os meios seletiessritos, sdo usualmente capazes de detectar
confiantemente um estreito espectro de entomopaddgeipicamente, apenas uma espécie
pertencente a um género. Muitos fungos entomopatdgeu contaminantes tinham padrbes
claros de suscetibilidade ou resisténcia a difeseznbncentracdes de fungicidas, que sao 0s
principais fatores dos meios seletivos (LUZ et2007). A Dodine é usualmente adicionado
ao meio seletivo e foi recentemente mostrado sefatonlimitante no crescimento de algumas
espécies d&letarhizium(RANGEL et al., 2010). Assim, mais de um meio éassario para
obter uma visao realista sobre a composicao deiespde fungos entomopatogénicos no solo.
Apesar de métodos melhorados recentemente despaias 0 isolamento de fungos por
Ghanbary et al. (2009), grande atencéo tem sidulBboa detec¢cdo de microrganismos no solo
por andlise de DNA (Métodos baseados em PCR). Peddetectar o DNA de fungos
entomopatogénicos isolados do solo ou plantas etativamente boas taxas de detecgdo. Além
disso, a quantificacdo e analise de gendtipos ¢dsgsdo possiveis se sdo selecionados o0s
marcadores apropriados (ENKERLI & WIDMER, 2010).

4.2 Analise Fisico Quimico

Na Tabela 3 s&o apresentados os valores dos nes;iéa, Al, H + Al, S, Corg, P, K e
os valores pH, para o solo na primeira e segunigacaespectivamente. De maneira geral,
observou-se que na segunda coleta ocorreram osamamlores de pH, K, Na, Ca, S, Mge H
+Al.

A ocorréncia dé/. anisopliaee B. bassiananao foi afetada pelas propriedades do solo.
O solo analisado apresentou uma textura francaaaem um teor de C organico de 2,012% na
primeira coleta e 2,118% para a segunda coletae(@aB). Varios autores (LINGG &
DONALDSON, 1981; FARGUES & ROBERT, 1985; KELLER &MMERMAN, 1989),
relataram que o teor de matéria organica e a atieidioldgica do solo afeta adversamente a
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persisténcia dBeauveriaspp. devido aos efeitos antagbnicos de outrosormigganismos do
solo.

Tabela 3.Analise fisico quimico do solo realizada em cagidqulo de coleta (seca e chuvosa).

Elementos Textura Na Ca Mg K H+Al Al S pH Corg P
Quimicos Cmolc/ % mg/L
dm3

Primeira Franco- 0,04 3,46 1,54 0,13 2,22 055 5,16 53 2,016 17,4
Coleta arenosa
Segunda Franco- 0,06 3,86 2,56 0,71 6,14 0,20 7,19 55 2,128 16,6
Coleta arenosa

Segundo Medo & Cagan (2011), foi encontrada matorréncia deB. bassianee I.
farinosaem solos com alto teor de matéria organica e soinsrais de textura fina. Por outro
lado,M. anisopliaeel. fumosorosedoram menos comuns em tais condi¢cdes. Quesadagilora
et al. (2007), encontraraiM. anisopliaeem solos de textura grossa com alto conteudo de
matéria organicaB. bassiandoi encontrada em solos com alto teor de arghhaior e teor
de matéria organica inferior 1-3% (41,3% ocorréneia2-3% (25% de ocorréncia), sendo as
duas ultimas varidveis importantes na presencgé@usroBeauveriae Metarhizium Lanza et
al. (2004) investigaram a influéncia do tipo e castpgédo do solo na sobrevivéncia do fungo
M. anisopliae e observaram maior crescimento no solo de texxgao-argilosa com maior
teor de matéria organica (4,9%) e no solo de texawmenosa meédia, mas com contetdo de
matéria organica relativamente baixo (2,6%). Dewadofato dos solos arenosos conterem
proporcionalmente grande quantidade de poros meédiaggandes (OLIVEIRA, 2001),
possivelmente isso facilita o crescimento hifagyndo exploracdo mais efetiva dos recursos
nutricionais e melhor troca gasosa, o que contripara o crescimento do fungo. A umidade &
um fator que esté relacionado com a textura dq pol@m Studdert et al. (1990), encontraram
que nos solos argilosos saturados com agua (capiacie retencdo de dgua > 35%) parecem
inibir a infeccéo d&. bassianaenquanto que em solos arenosos nao ocorreuéoibic

De acordo com estudos de Storey et al. (1990), rarast que a temperatura e a
umidade do solo séo fatores fundamentais paravafi@#o de conidios no solo. A alta umidade
e temperatura do solo reduzem a sobrevivénciamidios e infecciosidade d@eauveriaspp.
(LINGG & DONALDSON, 1981). Além disso, a agua emnfa de chuva tem uma influéncia
sobre o movimento vertical dos fungos entomopatcgénem solos. Naturalmente, a
distribuicdo de conidios de fungos no solo ira iot@aa eficacia do micopatdbgeno como
biocontrolador. Alguns estudos tém sugerido queowimento de conidios difere de acordo
com a composicéao do tipo de solo (KELLER & ZIMMERMA, 1989). Storey (1987), usando
conidios deB. bassianam uma formulagdo como um p6é molhavel mostrouacpercentagem
de propagulos do fungo recuperados a partir da gmdmcamada do solo (5 cm de
profundidade), foi positivamente correlacionada @@eomposicdo da areia e negativamente
com argila ou limo.

Os fungos, em geral, sdo mais tolerantes a acidepd a alcalinidade (Foth, 1984).
Neste estudo o pH obtido na primeira e segunddecfidede 5,3 e 5,5 respetivamente (Tabela
3). Segundo Medo & Cagan (2011) encontraram umilegéo significativa entre o pH do
solo e a presenca de fungds. anisopliaeocorreu mais frequentemente em solos com pH
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alcalino enquantd. bassianae |. farinosa preferiram um ambiente acido. Na Espanha,
Quesada-Moraga et al. (2007), encontraramByjusassianaeve a maior ocorréncia (52,9%)
com pH> 8-8,5 eM. anisopliaeapresentou alta ocorréncia com pH <7 (27,8%) &8,5
(38,9%). Estudos in vitro sobre a gama de pH 6ppara o crescimento de ambas as espécies
indicam que, apesar da variabilidade intraespegifit anisopliaese adapta melhor qug
bassianaem solos levemente acidos (PADMAVATHI et al., 20BSALY et al., 2005), o que
poderia explicar porque em nosso estidbassiana M. anisopliagpredominaram neste solo.
Além disso, embora Rath et al. (1992), descobrgaeum isolado especifico Me anisopliae

foi capaz de crescer através de uma ampla faixaHd& a 7,8). Karthikeyan et al. (2008)
acharam que, o pH 6ptimo para o cultivoRlebassianavariou de 6 a 8. Dillon & Charnley
(1985), estudaram o efeito do pH sobre a germinagidiescimento deletarhiziumsp. em que
constatou-se que a germinacao e crescimento feiy@sentre pH 3 a 10 mas, o pH 6ptimo
para o crescimento foi proximo de 6, enquanto ggerminacdo mostrou um pico amplo de
pH5a7.

4.3 Caracterizacao fisiolégica (Porcentagem de germinag)

A taxa de germinagdo de esporos foi utilizada cam@ medida da viabilidade
(SOETOPO 2004). Os esporos foram considerados isisa® o comprimento do tubo
germinativo foi duas vezes o diametro do esporoafaliada a viabilidade dos 216 isolados
de fungos entomopatogénicos, e foram selecionagdague apresentaram uma viabilidade
superior a 90% como os mais eficazes. Diferencgsifisiativas foram constatadas na
viabilidade de conidios, no qual foram observados grupos. No primeiro, apresentam-se 0s
fungos inoculados em meio Agar Agua, com baixailitiale e, no segundo grupo, encontram-
se os inoculados em BDA+TI d&.(molitor) com alta viabilidade (Tabela 4).

Observaram-se hifas mais grossas, longas e esewnas maior germinagao para 0s
isolados deB. bassianae M. anisopliaequando foi usado o meio BDA+TI. Estes resultados
mostraram que a germinacdo € mais rapida quandtlizam substratos enriquecidos, o que
traduz em uma maior viruléncia do patdégeno. Istacdonprovado por outros pesquisadores
gue ha encontrado estimulo ao processo germinativoutros fungos, ao adicionar ao médio
de cultura tegumento de insetos (AL-AIDROOS & ROBER 1978; DILLON &
CHARNLEY, 1990; EL SAYED et al., 1991; EL SAYED @i, 1993a,1993b).

A germinac&o foi menor quando usado o meio de reulgar-Agua (AA), um meio
ausente de nutrientes. Alves (1998), ressalta qugerminacdo de conidios de fungos
entomopatogénicos pode ser influenciada pela ptaséa nutrientes no meio de cultura, tais
como aminoacidos, esterol, hexoses, entre outersdd em vista que o fundgd bassianaé
mais exigente que o fundd. anisopliag essa pode ser a provavel explicacdo de uma maior
germinacao do primeiro fungo. Francisco et al. @0@omprovaram que meios ricos em
nutrientes como BDA, BDA + 1% de extrato de levedarmeio completo (AZEVEDO &
COSTA, 1973) favorecem a germinagdo e meios potwesd agar-agua € meio minimo
(PONTECORVO et al., 1953) promovem baixa germinagéadsolados entomopatdgenos.
Nesse sentido, Boucias et al. (1988), estudandmepsos iniciais sobre a infec¢cdo de fungos
entomopatogénicos, reportaram que conidios podenatieidades enziméticas diversas,
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especialmente sobre carboidratos e proteinas.téssie a secrecao de tais enzimas dependem
dos mecanismos de indugéo/repressao génicos, al@méuenciados pelo meio de cultura
em gque 0S mesmos se encontram.

Tabela 4.Germinacao de conidios Bebassiana M. anisopliaeem meio de cultura BDA+TI e Agar Agua apés
de 24h de crescimento.

Isolado Germinacéo (%)

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
Bb90OMS 95,75 100
Bb51MI 93,25 99
Bb53MI 96,25 100

Bb101MS 97,5 100
Bb32MI 98 100

M. anisopliae Germinacéo (%)
MalOMl 94,5 100
MallMli 93 99,75
Mal2Ml 91,5 98
Mal3Ml 95,75 100
Ma71MS 92,75 98
Ma26MI 93,75 99,25
Ma58MI 94,25 99
Ma37MI 91 97,75

Hallsworth & Magan (1995), testando isoladosMetarhizium anisopliagMetsch)
Sorok), B. bassianae Paecilomyces farinosu@Holmsk.) Brown & Smith, constataram o
crescimento do tubo germinativo mais rapidamente nonidios que possuiam altas
concentracdes intracelulares de glicerol e erfritisto que as concentragdes intracelulares
desses componentes sdo determinadas pelo meittuta co fungo, foi possivel a correlacédo
do meio de cultura utilizado com a viabilidade dogsidios pelos autores.

Para um controle efetivo, os conidios, que samatades infectantes, devem possuir
alta viabilidade (isto €, alta habilidade para gear) e viruléncia contra o inseto praga a ser
controlado (DAOUST & ROBERTS, 1982). A germinacanabnidio € um fator de grande
importancia na determinacdo da viruléncia de ungduentomopatogénico. Drummond et al.
(1987), demonstraram que isoladosLdéecanii mais virulentos germinaram mais rapido na
superficie do inseto que isolados pouco virulentos.

4.4 Avaliacdo patogenicidade dos fungos entomopatogéogisolados usando o método
(MI) e (MS) (Postulados de Koch'’s)
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Nos experimentos realizadwsvitro, por meio da imerséo de larvas@emellonellae
T. molitor foi possivel estimar a porcentagem da mortalidadsada por todas as cepas; com
base na atividade inseticida observada foram seladas as cepas Bb79MI, Bb27MI, Bb11MI
e Bb53MI deB. bassianae MallMI, Mal0OMI, Mal2MI e Ma58MI d#l. anisopliaeque
apresentaram uma alta mortalidade de larva. aieellonellae T. molitorde 80 a 96,66% apo6s
10 dias.

O Grafico 5 mostra a andlise de mortalidade d&rianulada d&. mellonellaapés 10
dias da inoculagdo com as cepadddassianaa uma concentracio de 1xI®nidios.mL2.
Todas as cepas causaram doenga e morte dos isetasor mortalidade para as larvas@e
mellonella e T. molitor foi apesentada com as cepas Bb79MI (93,33% e ®6,66
respectivamente) e Bb53MI (96,66% e 90% respectva@). Os primeiros sintomas da doenca
sobre a populacdo de. mellonellafoi iniciada 24h apds a inoculagcéo, observandarsa
perceptivel diminuicdo da atividade do inseto. &gas Bb101MS e Bb9OMS foram as menos
patogénicas para tanto para as larvas.dmellonellacomo paral. molitor (Figura 19 A-B).

A
G. mellonella
100 -
S 80-
S 60 -
S
'(—340—
5 |
2 20
0_
v9) v9) [v3] [v3] [v3] v9) v9) v9) [v9] [v9]
O O O O O O O O O O
| N ISN ~l [6)] o w ~ [{e) ()]
- ~ = [{e] w o N N o =
Z Z =z Z Z B Z Z Z =z
wn
B
T. molitor
100 -
S 80-
3 60 -
3
'5—:540—
o .
2 20
0_
vs) vs) vs) vs) vs) vs) vs) vs) vs) vs)
O jon O O O O O O O O
= N SN ~l o1 = w ~l [le] (8]
= ~ = O w o N N o =
=z Z =z Z Z e Z Z Z =z
= = = = = (% = = %) =

Figura 19. Porcentagem de mortalidade de lar@asnellonellae T. molitorapés 10 dias de inoculagdo com
cepas dd. bassiandt erro padrao da média).
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Khalid et al. (2012), pesquisaram 90 isoladoBddassianaquanto a producdo de
proteases e lipases, mostrando variacdes sigihiisaina atividade enzimética entre os
isolados. Os isolados selecionados evidenciaravaitléncia contra larvas d& mellonella
do quarto estagio. Os isolados BbaAUMC3076 e Bbal3Rb3 tiveram mortalidade de
100% em concentragdes de 5,5kt0Onidios/mL?!, 5,86x10 conidios/mL!, respectivamente.
Safavi (2010), determinou a patogenicidadddbassianasobre larvas d&. molitor usando
uma concentragéo de esporos de Ixbdidia/mL?t. O célculo do valor de Bopara DEBIO08
e BEH (novo isolado) foi de 2,72 e 4,38 + 0,3 £ djés, respectivamente. Estes dados
mostraram que o novo isolado era menos virulentgugoDEBIO08 contrd. molitor.

Com base nos resultados, as cepad.dmisopliaemais virulentas contr@. mellonella
foram Mal0OMlI, Mal3MI e Ma58MI (Figura 20 A), a malitiade foi de 90%, 83,33% e 80%
respectivamente apos 10 dias da inoculacdo nom&de cepa menos virulenta foi Ma71MS
(50%). Resultados semelhantes foram obtidos pop&teal (2005), o qual obteve estirpes de
M. anisopliaecom mortalidade de 96,6% soliée mellonella depois de 10 dias apds ter sido
aplicada a uma concentracdo de Dchidios.mtL. Além disso, Khalid et al. (2012) e Klingen
et al. (2002), obtiveram estirpes com mortalidage 100% sobreG. mellonellaa uma
concentracéo de 5,5x46 3,6x16conidios/mL:, respectivamente. Torres da Cruz et al. (2014),
avaliaram a patogenicidade de 40 isolados monazysdniativos d&l. anisopliaesobre larvas
de G. mellonellausando uma concentracdo 8r10’ conidios/mt!. Os isolados deM.
anisopliaemais patogénicos, e que superaram o 80% de naadalforam: MaA4(5), MaAl(4)

e MaA3(7), com 100, 88,9 e 83,3%, respectivamente.

Tenebrio molitorfoi usado como hospedeiro do fungo entomopatog@nianisopliae
em diversos estudos de viruléncia (SOSA GOMEZ, 1983NNINEN et al., 1989) e é
considerada uma espécie modelo para este tipo tddossdevido a sua facilidade de
manipulacdo, a condi¢des e requisitos simpleg;le de vida simples (SEVALA et al., 1994).
De acordo com os resultados de mortalidade acumusadcepas com maior viruléncia sobre
larvas der. molitorforam Ma58MI, Mal0MI, Mall1MI e Mal2MI; a cepa manorulenta foi
0 Ma71MS que apresento uma mortalidade de 53,33%uréE 20 B). Estes resultados
concordam com os de Ann et al. (2013), que avatiaairuléncia de isolados tetarhizium
spp. sobre larvas dE. molitor com uma concentracdo de 1xX®nidios.mL*; os isolados
UPO0O01 e AB001, causaram 100% + 0% de mortalidads @glias de inoculacéo, seguido pelo
isolado JKOO1 com 87.5% + 14.43% de mortalidaded®as. O isolado F52 (Met52 ®) causou
a menor viruléncia, apresentando uma mortalidade as larvas de 81.25% + 37.5%lo
estudo feito por Safavi et al. (2007), com o obgetle comparar a viruléncia de uma cepa de
M. anisopliaesobre larvas d&. molitor, os autores reportaram que ao variar a relagadadG/N
meio de cultura se obtém Jdque vao de 2.68 a 4.14 dias, também é possiveheacd Lso
gue vao desde 3.7 a 5.57 dias segundo a cejda aleisopliaee ao nUmero de subculturas em
meios artificiais. Outros autores compararam ageatizcidade dos fungos entomopatogénicos
usando larvas d8. mellonellae T. molitor, Oreste et al. (2012), avaliaram a patogenicidizde
23 isolados d®. bassiana 4 deM. anisopliaesobre usando uma suspenséo fangica de®2x10
conidios.ml!. Bidochka et al. (2002), determinaram a patogdai® de 61 isolados &
bassianausando uma concentracdo de I’xddhidios.mL2.
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Figura 20.Porcentagem de mortalidade de lar@asnellonellae T. molitorapds 10 dias de inoculagédo com cepas
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Foi observada uma mortalidade minima no contr@e/gls inoculadas com agua +
Tween 80%), além disso, foi encontrada uma imptetadiferenca com relacdo aos
hospedeiros, as larvas de molitor inoculadas com as cepas Me anisopliaetiveram um
tempo de sobrevivéncia menor que para larvaS.dmellonella Estas diferencas podem ser
devidas a qud/l. anisopliaeapresenta maior especificidade para coledptaroslitor) que
para lepidopteros@. mellonelld (Zimmermann, 1993). De igual forma se observaram
diferencas significativas para as cepaf8déassianacom relacdo aos hospedeiros, onde foi
apresentada maior patogenicidade para larv&s deellonella As cepas Ma71MS, BbO9OMS e
Bb101MS apresentaram uma mortalidade inferior goazamparadas com as outras cepas,
indicando uma diminui¢éo na atividade biocontrotadaerovavelmente relacionada com seu
método de isolamento (meio seletivo BDA+TI). Seguiidraight et al. (2001), a historia da
cultura também pode influenciar na viruléncia.
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4.4.1 Infeccao de larvas por fungos entomopatogénicos

Os sintomas da infeccao Be bassianasobre as larvas d&. mellonellae T. molitor,
inicialmente observados foram a supressao da aiag@n e, posteriormente o retardamento
dos seus movimentos. Inicialmente observou-se uoharagdo rosécea (Figura 15 C) e
consisténcia endurecida. Apos a colonizacdo damadwop insetos pela massa micelial, ocorreu
a producao de conidios, de coloracdo branca (Figlja Estes sintomas também foram
similares aos observados por outros autores emmedifss hospedeiros (ALVES, 1998;
FRANCE et al., 2002). As larvas infectadas pdr anisopliae também apresentaram
consisténcia endurecida, foram observados conidésoloracdo verde na superficie do
hospedeiro (Figura 22).

Segundo Almeida e Batista Filho (2006), os sintodeamsetos doentes por fungos sao:
manchas escuras pelo corpo, paralisacao da alig@ntearalisia geral, perda de coordenacao
de movimentos. Posteriormente o tegumento torm@seo, para depois assumir coloracao
esbranquicada, devido ao crescimento do micélipartir da esporulacdo o inseto assume a
coloracdo da espécie do fungo. Exemplo: branco Bauveria bassiana verde para
Metarhizium anisopliae

imune indicando penetracdo direta do fungo, B. $Hdaesporos dB. bassianano interior do hospedeiro, C.
Pigmento vermelho causado pela oosporeina prodyzéda fungo, D. Colonizacdo d&. mellonella E.
Colonizacao d&. molitor, F. Conidiéforos dd®. bassianaobre as regides intersegmentais. Foto: Esparia, 20

Observou-se que o crescimento do fungo comecouaress mais fracas (regiao
intersegmentar) e depois na cuticula mais groasty emr. molitorcomo emG. mellonella
sugerindo que essa regido seria o local de prédilegra a penetracao do fungo, como ilustrada
na (Figura 21 E-F e Figura 22 E). Alguns autoreantique as membranas intersegmentais do
abdome sao mais comumente acometidas pelos fupgoém espiraculos respiratorios,
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aparelho bucal, anus e tarsos, também sao locgisrddracao fungica (STEINHAUS, 1968;
WRAIGHT et al.,1990; ST. LEGER, 1991; ALVES, 1998).

Os nossos resultados mostraram que a cuticulagdenas larvas tratadas tornou-se
escura e com manchas pretas devido a melanizagéssaxa, indicando ataque direto do fungo
no sistema de defesa dos insetos (Figura 21A ed&Rf1F). Bitondi et al. (1998), afirmaram
gue tratamento hormonal induziu a atividade antel@fenoloxidase, um sistema de enzima
gue esta envolvida nos processos de melanosestenesa a patdgenos. Bitondi et al. (1998)
acrescentaram gqug bassiana um inibidor de quitina, atuando principalmenteestruturas
cuticulares de um inseto quando entra atravéstileutai Os conidios dos fungos se aderem a
cuticula do inseto e depois da germinacéo as péfastraram a cuticula e proliferaram no corpo
do inseto. Os tecidos do corpo em decomposicdoedemn suficiente umidade para o
crescimento do fungo profusamente, sendo a agema@akpara a germinacdo de conidios
(Figura 21 B e Figura 22 C). As mesmas espécigfdasn foram reisoladas das larvas mortas
e cultivadas em Agar Batata Dextrose.

Figura 22. Infeccdo deM. anisopliesobre larvas d&. mellonellae T. molitor.A. Colonizacdo d@. mellonella

B. Conidiéforos deM. anisopliage C. Hifas e esporos dd. anisopliaeno interior do hospedeiro, D. Micélio de
M. anisopliaesobre a cabeca d& mellonellaE. Colonizacdo dd. molitor F. Pontos pretos como a resposta
imune indicando penetracéo direta do fungo. FospaEza, 2015.

Algumas cepas dB. bassiangroduziram um pigmento rosado sobre as larvasi(&ig
21 C), provavelmente pela atividade da oosporéthaBASYOUNI et al., 1968; EYAL et al.,
1994). A oosporeina € toxica para uma gama deedifies organismos (EYAL et al., 1994;
THOMSEN, 1999) e a alta mortalidade@emellonellacausada pelas cepas Bb11Ml, Bb79MI
e Bb53MI poderia dever-se a producdo de oosporipsroducdo de compostos antibioticos
por parte dos fungos é realizada para inibir ocamento de competidores nos ambientes
naturais, além das propriedades inibitorias taispastos podem ter carateristicas de moléculas
sinal (FAJARDO &MARTINEZ, 2008).
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4.5 Caracterizagcao morfologica

A tabela 5 e figura 23 apresentam as caractessti@croscopicas para as espécies
isoladas déBeauveriae Metarhizium onde foram avaliadas em MEA e BDA ap0s 7 diaS a 2
°C. A tabela 6 e figura 18 mostram as caractesaistioicroscopicas das espécies isoladas de
Beauveriae Metarhizium,apos crescimento em MEA por 7 dias a 25 °C.

As espécies d8eauveriaapresentaram células conidibgenas densamenteaagsip
(verticiladas ou solitarias), incolor, com basebgiea ou em forma de baldo, conidios hialinos
e asseptados com forma globosa a elipsoidal, @Emi MEA 25 °C com diametro de 2,5-4
cm, coloragdo branca para amarelo pélido com masasporos ou aspecto pulverulento e
reverso bege claro (Figura 23 A-B). Em BDA, a cafdo das coldnias € creme e 0 reverso
com tons amarelos palidos (Figura 23 C-D), diamé&@,3-3,6 cm. O conidiéforo de 175-
200 x 1-2 um. As fidlides de 10-14 x 2 um, coniaios diametro de 1,5-3,5 um (Figura 24
A-B).

As espécies dBletarhiziumapresentam conidiéforos em manchas densas, indigidu
amplamente ramificados (como candelabro), densamatdrligados, células conidiégenas
com apice arredondado para cbnico, densamenteicadudf ou entrelacado, conidios sem
septos, cilindricos ou ovoides, em cadeias longa®, coloracdo verde brilhante para verde
amarelado, oliva ou branco. As colbnias em MEAQZOm diametro de 4,2-5 cm, coloragéo
verde amarelado para verde escuro com massas de®spu aspecto pulverulento e com
reverso bege escuro (Figura 23 E-F). Em BDA, aragko das col6nias é verde oliva e reverso
com tons amarelos escuros (Figura 23 G-H), diandetr,5-6,5 cm. O conidiéforo 00 x
2-3 um As fialides cilindricas de 16-18 x 2-3 pmnicios com diametro 9-10 um (Figura 24
C-D).

Portanto, com base nos caracteres morfolégicosraps$ foram caracterizados como:
B. bassiana M. anisopliaevar.anisopliaeconforme Humber, (2012) e Samson et al. (1988).

Poeaim et al. (2014), observaram col6nias branaasgmarelo palido tendo massas de
esporos em pé. Para o meio BDA, as hifas e conéfid®eauveriasao delicados e hialinos. A
microscopia mostrou que os conidios tem forma glabe elipsoidal e os conidiéforos em
forma de baldo. Os tamanhos dos conidios variawatardura 1,91 £ 0,42 um (Bb012) para
3,34 + 0,22 um (Bb009) e comprimento de 3,11 + Q&9 (Bb015) para 4,50 + 0,37 um
(Bb028) a relacdo comprimento/largura dos coniétosalculada e gerou dois grupos: 0s
isolados com a relacdo comprimento/largura <2 éupayde baixa relacao e isolados com a
relacdo comprimento/largura > 2 € o grupo de altgéo (Bb012, Bb013, Bb027 e Bb028).
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Tabela 5.Caracteristicas macroscépicas dos isolados des$usgfomopatogénicos de solo de Mata Atlantica.

Cor da Colbnia

Diametro da Col6nia (cm)

Isolado MEA BDA MEA BDA
verso/ reverso verso/ reverso (25°C) (25°C)
Beauveria Branco amarelado ~ Creme /Amarelo 2,5-4 2,3-3,6
bassiana /Bege claro claro
Metarhizium Verde amarelado Verde oliva/ amarelc 4,2-5 4,5-6,5
anisopliae /Bege escuro escuro

Tabela 6.Caracteristicas microscépicas dos isolados de fuagtwmopatogénicos de solo de Mata Atlantica.

Conidio Fialide Conidiéforo
Isolados Tamanho Cor Forma Tamanho Forma Cor Tamanho N° de Cor
(um) (um) (um) Fiadlides

Beauveria 1,5-3,5 Hialino  Globosa/ 10-14 x 2 Globosa Hialino 175-200 x 1-2 2-5 Hial

bassiana Elisoipdal
Metarhizium 9-10 Hialino Cilindricos/ 16-18 x Apice Hialino >200 x 2-3 2-4  Hialino

anisopliae Ovoide 2-3 arredondado

ou cbnico
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No entanto, a identificacdo baseada nas caraatassmorfolégicas ndo conseguiu
identificar corretamente as espécieBaauveriaassim, a diversidade genéticaReauveria
sp. foi detectada utilizando técnicas de sequeraitonPCR-RFLP, da regido ITS1-5,8S-ITS2
e a pequena porcao de rDNA 18S e 28S e RAPD. Enacant que os isolados &eauveria
foram agrupados em dois grupos principBisauveria bassianaBeauveria brongniartii

A classificacdo atual deletarhiziumbaseada em caracteres morfologicos foi revisada
por Tulloch (1976), que aceitou apemasflavoviridaee M. anisopliae a segunda espécie foi
subdividida em varanisopliaeou var.majus dependendo do tamanho do conidio. Macedo
(2005), encontrou que as coldnias dos isoladdd.d@nisopliaeapresentaram coloracdo que
variou de verde acinzentado até verde escuro Joliddguns isolados apresentaram
crescimento micelial mais denso e mais proeminégpecto cotonoso). Yip et al. (1992),
observaram as mesmas caracteristicas quando estu@4 culturas dd. anisopliaeisoladas
de solos de pastagem da Tasmania. Os autores afzsarirés cores basicas da colonia apos a
esporulacdo: verde acinzentado, cinza escuro @ \e=clro. A cor da colbnia foi observada
por ser um carater estavel e é considerada umatedssica confiavel para a separacado de
isolados. Macedo (2005), observou que o crescinmdagaoldnias (diametro) variou de 28 mm
para o isolado IBCB-353 a 38 mm para o isolado IB33B apos oito dias de crescimento. As
dimensdes dos conidios variaram entre 5,465 e 48Y06omprimento para os isolados IBCB-
345 e ESALQ 1301, respectivamente.

Riba et al. (1986), comparando as dimensfes dediosnde 96 isolados dil.
anisopliaeobservaram que os mesmos variaram entre 3,5 guii7 de comprimento. Yip et
al. (1992), caracterizandetarhiziumisolados de solos da Tasmania observaram cortaios
dimensdes de 5 a 9 um de comprimento. Driver Qf0), concluiram que a morfologia do
conidio tinha como Unico potencial de uso a clesgifio morfolégica dos isolados de
Metarhiziumtestados e sugerem que o tamanho dos conidiositdefe determinacédo das
espécies.

Figura 23. Caracteristicas macroscoépicas das coldnias dasls®ldeBeauveria bassianéA-D) e Metarhizium
anisopliae(E-H), verso e reverso em MEA e BDA, respectivammen®5 °C apos 7 dias.
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Figura 24. Caracterfsticas microscépicz;s dos isoladdBeatriveria bassian@A-B) e Metarhizium anisopliaéC-
D), em MEA a 25 °C ap6s 7 dias.

4.6 Avaliagdo da viruléncia das cepas selecionadas

De acordo com o teste de Scott Knett@,05), as cepas mais patogénicas [iara
mellonellaforam Bb79MI, Bb27MI, Mal0MI e Ma58MI em 3 conceagbes (1x10 1x1Fe
1x1® conidios.ml!) e Bb53MI moderadamente (12 1x10 conidios.mL!); comparando
os valores médios e baixos da mortalidade dasdatean as distintas concentracdes se
observou que as cepas BbllMI, MallMl e Mal2MI foramnos patogénicas nas
concentragdes 1x$ax10" e 1x1G conidios.mL! (Tabela7). As cepas dé. bassianamais
patogénicas park molitorforam, Bb27MI e Bb79MI nas concentracdes 11 e 1x16
conidios.mL!; as cepas dkl. anisopliaeMalOMI e Ma58MI foram as mais patogénicas para
T. molitor nas concentragdes (1X1x1C¢ e 1x10 conidios.mLY). As cepas Bb11MI d&.
bassianae MallMI deM. anisopliaeforam as menos patogénicas paranolitor(Tabela 8).

A cepa que teve a mais alta patogenicidade sobtanass deG. mellonellafoi a
Bb79MI de B. bassiana com uma mortalidade média de 80,66%,s/Cte 1,04x10
conidios.ml e TLso de 5,27 dias (Tabela 9). A cepa Ma58MIMe anisopliaefoi a mais
virulenta para as larvas @& mellonellaapresentando uma mortalidade de 83,33%, G
6,31x10 conidios.ml!e TLso de 5,18 dias. A cepa Bb79MI causou uma mortalidkd@8%
em T. molitor, e apresentou uma @Jde 1,03x10 conidios.ml! e Tlso de 5,57 dias.
Finalmente a cepa Ma58MI dié. anisopliaecausou um mortalidade de 82% sobre larvas de
T. molitor, 0 Clso foi de 1,00x10conidios.mlte o Tlso de 4,05 dias. A cepa menos virulenta
para larvas d&. mellonellae T. molitorfoi Bb11MI correspondenteB bassiangmortalidade
de 73,33%, Cko de 9,12x18conidios.mlt e TlLsode 6,99 dias e 70,00%, &lde 7,94x10

81



conidios.ml! e Tlso de 5,42 dias, respectivamente). Finalmente a &4phlMI de M.
anisopliaefoi a menos patogénica paga mellonellae T. molitor as mortalidades foram de
63,33% e 67,33%, Ghb de 2,12x18e 6,21x16 conidios.ml! e Tlso de 7,69 e 6,27 dias,
respectivamente.

Segundo esta analise se requer menor quantidadeaddo com os tratamentos de Bb79MI de
B. bassianae Ma58MI deM. anisopliaepara matar as larvas @& mellonellae T. molitor.
Resultados semelhantes foram obtidos por Garcad. €2011), que avaliaram a atividade
inseticida de 8 isolados d& bassianae 4 deM. anisopliaesobre larvas d&podoptera
frugiperdae Epilachna varivestisom seis concentragdes {H¢é 16); o isolado Bb18 dé.
bassianafoi o mais virulento para larvas &e varivestiscom mortalidade de 93,3%, 6ilde
1,20x16 conidios.mL! e TLso de 5,1 dias. O isolado Bb42 & bassianacausou a maior
mortalidade sobre larvas & frugiperda(96,6%, Clso de 5,92x18conidios.ml! e TlLso de
3,6 dias). Zayed (2004), determinou a viruléncialdis isolados d8. bassiangBbl e Bb2)
sobreG. mellonellaem concentragdes de 0.156, 0.312, 0.625, 1.25521%, 12.5 e 25x £0
conidios.ml!. Galleria mellonellafoi mais susceptivel para Bb2, a 4glpara Bbl foi de
8,2x10° 2,3x16 e 2,2x10 conidios.mL! apos inoculagéo por 4, 6 e 8 dias respectivamente.
Contudo, a Cko avaliada para Bb2 foi de 19 ¥13,3x16 e 16 conidios.mL?, para 0 mesmo
periodo de exposicdo. As duas concentracbes, 25&1Gx16 conidios.mL! foram
selecionadas para ajustar a comparacdo = para cada isolado. A concentracdo 2,5x10
conidios.mL?, induziu 50% de mortalidade dentro de um periagb@idias para o isolado Bb1,
para Bb2, o Lo foi de 6,4 dias. Na concentracdo 5%&6nidios.mL*, o TLso de Bb1, foi de
8,4 dias, foi significativamente maior do que &8, 5,5 dias.

Os valores de Tdo para as cepas @e bassianaobre larvas d&. mellonellavariaram
de 8,03 para 10,23 dias e para as cepds daisopliaesobre larvas d&. mellonellavariaram
de 8,29 para 10,47 dias. Nas larvag dmolitoros Tlgodas cepas dB. bassianavariaram de
9,24 para 10,04 dias, nas cepadvdenisopliaeos Tlgo variaram de 7,18 para 11,26 dias. A
CLootambém variou dependendo da espécie de insetbhagbm. A cepa dB. bassianajue
apresento a menor @dpara larvas d&. mellonellefoi Bo79MI (6,31x108 conidios.mL?) e a
maior Clgo foi apresentada pela cepa BbliMI (8,3%%1€bnidios.mLY). Metarhizium
anisopliaeMal1MI apresentou a maior Gi(2,88x13*conidios.mL?) e a menor Ci foi da
cepa Ma58MI {,00x10 conidios.mL') em larvas d&. mellonella Finalmente para as larvas
deT. molitora Clgo variou com as cepas &e bassianale 1,00x16°a 8,46x1&" conidios.mL
1 com as cepas dd. anisopliaea Clgo variou de9,90x1Ga 1,26x18? conidios.mL! (Tabela
10). Diferencas entre os tempos letais é uma femtéanbastante utilizada na sele¢do de
linhagens, pois é interessante que o fungo matdammente seus hospedeiros (LOHMEYER
& MILLER, 2006).
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Tabela 7.Mortalidade de larvas d8. mellonellaem diferentes concentracfes de espords Bassiana M. anisopliae

Concentracao

Conidios.mL-1  Bb11MI Bb27MI  Bb53MI  Bb79MI  MalOMI MallMl Mal2MI Ma58Ml
1x10 100,0 Aa 100,0 aA 100,0 aA 100,0aA 100,0aA 1@&0 100,0 aA 100,0aA
1x1C 93,3 bB 100,0 aA 100,0 aA 100,0aA 100,0aA 7&7b93,3bB 100,0 aA
1x10 83,3 cB 100,0aA 96,6 aA 100,0aA 100,0aA 63,3c000,0cC 100,0 aA
1x1CP 70,0dC 73,3 bC 80,0 bB 83,3 bB 86,7bB 56,7dD ,3t& 96,7 aA

Testemunha 20,0 eA 20,0 cA 20,0 cA 20,0 cA 20,0cR0,0eA 20,0dA 20,0 bA
Médias seguidas de letras distintas, minlscula®lma e mailsculas na linha, diferem entre si {gste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Mddianortalidade aos 8 dias.

Tabela 8.Mortalidade de larvas d& molitorem diferentes concentragfes de espord& Hassiana M. anisopliae

Concentracgao
Conidios. mL*  Bb1iMlI Bb27MI Bb53MI  Bb79MI MalOMI MallMl Mal2MI Ma58MI
1x10 100,0 aA 100,0aA 100,0aA 100,0aA 100,0aA 1640 100,0aA 100,0 aA
1x10P 90,0 bB 100,0 aA 100,0aA 100,0 aA 100,0aA 9®O b100,0 aA 100,0 aA
1x10 86,7 bC 100,0 aA 93,3bB 100,0aA 100,0aA 70,0cB3,3bC 100,0aA
100,0 aA 66,7 cD6,78B 100,0 aA

1x1¢ 63,3 cE 70,0 bD 80,0 cC 80,0 bC
Testemunha 10,0 dA 10,0 cA 10,0 dA 10,0cA 10,0 bA0,0dA 10,0cA 10,0 bA

Médias seguidas de letras distintas, minlscula®lma e mailsculas na linha, diferem entre si {gste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Mddianortalidade aos 8 dias.
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Tabela 9.Valores de Ck e Tlso das cepas dB. bassiana M. anisopliaecontraG. mellonellae T. molitor.

Cepa/lnseto Clso Intervalo de TLso Intervalo de
confianca a 95% (dias) confianca a 95%
Bb11MlI
G. mellonella 9,12x16 4,97x16-2,28x108 6,99 5,69-7,02
T. molitor 7,94x10 4,76x106-2,23x16 5,42 5,31-5,90
Bb53MI
G. mellonella  3,98x10 1,34x10-2,29x16G 5,46 5,36-6,09
T. molitor 5,87x10 1,68x103-2,05x16G 5,73 5,43-6,12
Bb79MI
G. mellonella  1,04x10 1,45x10-5,75x16G 5,27 5,11-5,74
T. molitor 1,03x10 1,32x106-4,76x16G 5,57 5,39-6,03
Bb27MI
G. mellonella  5,53x10 7,74x10-2,05x16 5,56 5,37-5,99
T. molitor 3,98x10 7,74x10-2,05x16 5,83 5,63-6,18
Ma58MI
G. mellonella  6,31x10 1,67x10-2,38x10 5,18 4,79-5,36
T. molitor 1,00x16 2,88x10-3,48x10 4,06 3,89-4,68
MalOMlI
G. mellonella  1,10x1G 1,96x10-1,28x16G 6,37 5,79-6,89
T. molitor 1,00x10G 2,88x106-3,48x10° 5,22 4,97-5,66
Mal2Ml
G. mellonella  1,59x16 3,93x10-1,21x106 6,17 6,00-6,45
T. molitor 1,13x16 4,60x106-2,77x10 6,59 5,15-5,87
MallMl
G. mellonella  2,12x106 1,28x16-3,51x10° 7,69 6,87-7,91
T. molitor 6,21x16 3,15x16-1,22x106 6,27 6,11-6,46

Rodriguez et al. (2005), avaliaram a virulénciaQleM558 deM. anisopliaee Qu-
B912 deB. bassianasobre larvas d&uta absolutae obtiveram a Clg e Clgo para Qu-B912
sendo de 1xH¥e 1x10°conidios.ml! e para Qu-M558 foi de 1x¥be 1x18"*conidios.mL
! respectivamente. Mafla et al. (2004), avaliaraatividade biocontroladora @& bassiana
M. anisopliaesobre larvas dA&ncognathascarabaeiodegColeoptera: Scarabaeidae) usando
concentracgdes de 1x3até 1x16°conidios.mL?, a mortalidade acumulada foi de 100% para o
isolado Bb como, Mt1 e Mt2 na concentragédo Xa6nidios.mL*e 90% para Bb4 e Bb10 na
concentragdo 1x2@onidios.mL!, apresentando Gbde 1,1x1€P, 7,3x16, 2,2x16°, 3,9x16°
e 4,3x16° conidios.mL?, respectivamente.
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Tabela 10.Valores de Chy e TLgodas cepas dB. bassiana M. anisopliaecontraG. mellonellae T. molitor.

Cepa/lnseto CLgo Intervalo de TL 9o Intervalo de
confianca a 95% (dias) confianca a 95%
Bb11MI
G. mellonella 8,31x13* 1,44x10%4,79x10? 10,23 9,42-10,52
T. molitor 8,46x10? 1,49x10%-4,82x10? 10,04 9,98-10,14
Bb53MI
G. mellonella 2,15x10°¢ 2,15x10%6,84x10* 9,38 9,10-9,67
T. molitor 3,16x14¢ 3,29x16-2,11x16* 9,48 9,23-9,68
Bb79MI
G. mellonella  6,31x10 1,67x16-2,39x10°¢ 8,03 7,85-8,16
T. molitor 1,00x10¢ 1,45x106-6,88x10°¢ 9,42 9,23-9,57
Bb27MI
G. mellonella  1,00x10¢ 6,95x106-1,44x13* 9,19 9,00-9,31
T. molitor 8,34x1a4¢ 6,95x10%1,44x161 9,68 9,46-9,78
Ma58Mi
G. mellonella  1,00x10 6,60x16-1,51x10¢ 8,29 8,06-8,47
T. molitor 9,90x16 8,48x16-1,18x10 7,18 7,02-7,38
MalOMI
G. mellonella  9,98x10 2,88x16-3,48x104¢ 8,51 8,29-8,88
T. molitor 9,98x16 8,48x16-1,18x10 7,80 7,32-8,12
Mal2Mi
G. mellonella  4,38x1d¢ 3,84x16-1,21x16* 9,20 9,11-9,37
T. molitor 3,56x16 1,47x16-1,08x14¢ 8,41 8,26-8,69
MallMi

G. mellonella 2,88x10! 1,82x10%4 55x16! 10,47 10,19-10,59
T. molitor 1,26x107 1,06x10%1,20x10° 11,26 11,09-11,46

A Figura 25 A mostra a mortalidade da cepa Bb11#&B dbassianaobre larvas dé.
mellonellacom diferentes concentracées de conidios @10, 1x1¢ e 1x10 conidios.mL
1). Observou-se que a maior mortalidade de larvasGdenellonellaocorreu usando a
concentracdo 1x®Cconidios.ml! alcancando 100% apds 8 dias de inoculagdo. A algva
mortalidade através do tempo originada em estaecdragdo foi diferente a produzida a
concentracdes 1x$01x10 e 1x1§, com as que foram alcancadas 70%, 83,33% e 93)83%
mortalidade respectivamente. A maior mortalidaddaaeas deT. molitor foi apresentada
usando a concentracdo 1XIfbnidios.mL* alcancando o 100% apds 8 dias de inoculagao.
Mortalidades de 100% também foram obtidas com mserdracdes 1x£@ 1x10 conidios.mL
1 apds 9 dias de inoculacdo. A mortalidade maxima j@ar larvas d&. molitor com a
concentracgéo de 1x96onidios.mL? foi de 83,33% apods 10 dias de inoculagdo (Figura 25 B).
A cepa Bb53MI deB. bassianamostrou a maior mortalidade (100%) conta
mellonella o dia 7 apds inoculagdo, com a concentracdo dé°lxdnidios.mL, esta
mortalidade foi diferente a produzida nas concedga de 1x10 1x10 e 1x1§ conidios.mL
! onde foi obtida uma mortalidade de 100% apds E08%lias de inoculacio respectivamente
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(Figura 25 C). Com as concentragdes £ @x10 conidios.mL* foram obtidas mortalidades
para larvas dé&. molitorapos 8 dias de inoculacdo de 80% e 93,33%, réspeente. Com a
concentracdo 1x£@® 1x16 conidios.mL! a mortalidade alcangou o 100% ap6s 8 dias de
inoculagéo (Figura 25 D).

A cepa Bb79MI deB. bassianana concentracéo 1x1@onidios.mL! apresentou uma
mortalidade de 100% ap0s 6 dias de inoculacacameas de5. mellonella Nas concentracdes
1x1®, 1x10 e 1x1G conidios.mL! apos de 7 dias de inoculacéo nas larvas foram asbtid
mortalidades de 70%, 90% e 100% respectivamenger@R5 E). Para as larvashemolitor
foi alcancada uma mortalidade de 100% com as ctragées de 1xfee 1x1Gconidios.mL!
apbs 7 dias de inoculagdo. Nas concentracde8lxx10 conidios.mL! foi obtida uma
mortalidade de 80% e 100% ap0s 8 dias de inocul@gigora 25 F).

A cepa Bb27MI deB. bassianana concentracdo 1x1@onidios.mL! apresentou uma
mortalidade de 100% ap0s 7 dias de inoculacacameas de5. mellonella Nas concentracdes
1x1®, 1x10 e 1x1G conidios.mL! apos de 7 dias de inoculacéo nas larvas foram asbtid
mortalidades inferiores de 60%, 90% e 90% respact@nte (Figura 25 G). Nas larvasTe
molitor foi alcangada uma mortalidade de 100% com as otrag@es de 1xI01x1Fe 1x18
conidios.ml* apds 8 dias de inoculagdo. Na concentracadlsdidios.mL? foi obtida uma
mortalidade de 70% depois de 8 dias de inocula@oi@a 25 H)Quintana (2000) e Gerding
et al. (2002), encontraram resultados semelhartes as isolados d8. bassianapara o
controle de larvas dehyasonia buoliangLepiddptera: Tortricidae), onde se alcangcou 100%
de mortalidade com concentracéo de $xchidios.mL?.
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Figura 25. Mortalidade acumulada de larvas @& mellonellae T. molitor, inoculadas com diferentes
concentracdes e cepasRlebassianaA-B. Cepa Bb11MI, C-D. Cepa Bb53Ml, E-F. Cepa BlIT e G-H. Cepa
Bb27MI.

A figura 26 A mostra a mortalidade da cepa Ma58bIBdbassianaobre larvas dé.
mellonellacom diferentes concentracées de conidios @10, 1x1¢ e 1x18 conidios.mL
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). Observou-se que a maior mortalidade de larvasGdenellonella ocorreu usando a
concentragdo 1x20conidios.mL! alcancando 100% apds 6 dias de inoculagdo. Nas
concentracdes 1xi@ 1x1G conidios.mL! ocorreu mortalidade ap6s 7 dias de inoculacéo de
96,66% e 100%, respectivamente, e na concentragf® tonidios.ml! a mortalidade
maxima (100%) foi alcancada depois de 9 dias daulagdo. Nas larvas de molitorfoi obtida

uma mortalidade de 100% apoés 6 dias de inoculag@oas concentracdes de 1%E01x16
conidios.ml?, nas concentracées de 1%&Ax10 conidios.mL*a mortalidade maxima (100%)

foi alcancada apos 7 dias de inoculagéo (Figurid)26

A cepa MalOMI deM. anisopliaeapresentou uma mortalidade de 100% para as larvas
de G. mellonellaapds 7 dias de inoculagdo com a concentracdd® Bx1816 conidios.mL.

Nas concentracbes 1X¥1@ 1x10 conidios.mL! a mortalidade maxima apés 8 dias de
inoculagéo nos insetos foi de 86,66% e 100%, réispecente (Figura 26 C). EM. molitor
observou-se um aumento na mortalidade sendo de H#p@% 6 dias de inoculacdo quando
usada a concentracdo de 1%lbnidios.mL:. Nos tratamentos 1x§01x10 e 1x16
conidios.ml* a mortalidade obtida foi de 86,66%, 96,66% e 10p#s& dias de inoculacéo
(Figura 26 D).

Com a cepa Mal2MI dd. anisopliaefoi obtida uma mortalidade de 100% apos 8 dias
de inoculagdo nas larvas @ mellonellacom a concentracdo 1X10onidios.mL:. Nas
concentracdes 1x%01x10 e 1x108 conidios.mta mortalidade depois de 7 dias de inoculagéo
foi de 60%, 60% e 83,33% respectivamente (Figur&R6Em T. molitor observou-se um
aumento na mortalidade; com o tratamento 1gafidios.mL*foi alcancada uma mortalidade
de 100% apos 6 dias de inoculagéo e nos tratamérid®, 1x10 e 1x1& conidios.mL! a
mortalidade foi de 76,66%, 73,33% e 100% apoés § diainoculacao (Figura 26 F).

Finalmente com a cepa MallMlI foi obtida uma mattade de 100% apos 8 dias de
inoculacdo emG. mellonellaquando usada a concentracdo 2Pxtbnidios.mL!. Nos
tratamentos 1xf0Q 1x10 e 1x16 conidios.mL! a mortalidade maxima obtida apds 10 dias de
inoculagédo nos insetos foi de 86,66%, 93,33% e 108%pectivamente (Figura 26 G). Com
larvas deT. molitor observou-se um aumento na mortalidade em todds@snentos. No
tratamento 1x10conidios.mL* a mortalidade foi de 100% ap6s 7 dias de inoculagée
tratamentos 1xF@ 1x10 conidios.mL! a mortalidade maxima (100%) foi obtida apds 9 e 10
dias de inoculacdo respectivamente. Por ultimo owacentracdo 1xfOconidios.mL! a
mortalidade maxima foi de 96,66% apds 10 dias deulacdo (Figura 26 H).

A mortalidade de5. mellonellae T. molitor foi ascendente no tempo e maior que na
testemunha. A partir desses resultados as cefas@dassianaom maior desempenho p&a
mellonellaforam Bb53MI e Bb79MI com valores de §lde 3,98x10e 1,04x10conidios.mL
1 paraT. molitor foi a cepa Bb79MI com Gk de 1,03x10 conidios.m!. As cepas dé.
anisopliaecom melhor desempenho foram Ma58MI e Mal0OMI ta@t@T. molitorcomo para
G. mellonella
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Figura 26. Mortalidade acumulada de larvas @& mellonellae T. molitor, inoculadas com diferentes
concentracdes e cepas Me anisopliae A-B. Cepa Ma58MI, C-D. Cepa Mal0OMI, E-F. Cepa 2l e G-H.
Cepa MallMl.

As Clso de M. anisopliaevariaram de 1,00xf(a 1,00x10e 6,31x10a 1,10x16
conidios.mt! para larvas d&. molitore G. mellonellarespectivamente. Confirmou-se que as
cepas mais virulentas foram Bb79MI e Ma58MHalleria mellonellae T. molitor sdo
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conhecidos por serem susceptiveis a essas duasessgé fungos entomopatogénicos, de
modo que eles ainda sdo usados como iscas parlménto de fungos entomopatogénicos a
partir do solo (ZIMMERMAN, 1986; BIDOCHKA et al.,®2; MONTESINOS et al., 2011;
TARASCO et al., 2011) ou, recentemente, como s@ada patogenicidade de outras espécies
de insetos (BHARADWAJ et al., 2011). A mortalidaglas concentracdes foram consideradas
parametros no estudo do comportamento dos melhsosdos uma vez que indicam a
capacidade de colonizacao do patégeno, superadds ¢@ agentes competidores presentes no
inseto (NEVES, 1998).

Uma interagéo significativa também foi observad@ieea concentracédo conidial e o
tempo. Foi constatado que as concentracfes masscadtconidios requerem menor tempo para
causar mortalidade de 100% dos insetos. A quaridadconidios utilizada deve atingir para
uma determinada concentragdo e assim obter umaragiee eficaz do fungo na cuticula do
inseto e causar a morte do hospedeiro (ZHIOUA.£1897). Todas as cepas foram capazes de
causar infeccdo e mortalidade corf®amellonellae T. molitor via contato. Nas larvas de
molitor o menor tempo para causar a maxima mortalidad#eféi dias na concentracéo 1%10
conidios.ml* com as linhagens Mal12MI, Mal10MI e Ma58MI Me anisopliaeenquanto que
para a linhagem Bb79MI d& bassiana tempo foi de 7 dias, e®. mellonellao menor tempo
para causar a mortalidade de 100% foi de 6 dias @a®roepas Bb79MI dB. bassianae
Ma58MI de M. anisopliae na concentracdo 1xi@onidios.m! ndo se conseguiu uma
mortalidade de 100% para as larvag denolitorcom as cepas Bb11MI, Bb53MI, Bb72MI de
B. bassianae MallMI deM. anisopliag nem para as larvas @& mellonellacom as cepas
Bb11MI e Bb27MI deB. bassiana Mal2MIl e Mal1MI dé/. anisopliae Estes resultados sé&o
semelhantes aos obtidos por Khalid et al. (201®2p\aliar a viruléncia de 90 isolados Ble
bassianae 15 isolados dil. anisopliaesobre larvas d&. mellonellausando suspensdes de
1%, 16, 1¢%, 10 e 16 conidios.mll. Os isolados BbaAUMC3076, BbaAUMC3263 e
ManAUMC3085 causaram mortalidade de 100% em coragigs de 5,5x$05,86x10 e 4,8
x1( conidios.mt:. Os valores de Gk foram 1,43x18 1,04x10 e 5,06x16 conidios.mL!
para Bba3263AUMC, Bba3076AUMC e Man3085AUMC, resipamente.

Filho et al. (2002), também avaliaram a patogeaud dos isolados de fungos
entomopatogénicdd. anisopliace B. bassiana para lagartas do curuqueré-do-
algodoeircAlabama argilaceaisando as concentragdes dé 10/, 10° e 16 conidios.mL! e
obtiveram porcentagens de mortalidade confirmaddatgartas dé. argillaceaocasionadas
pelos isolados dkl. anisopliaeque variaram de 4,5 a 91,2%, nas diferentes ctragées,
sendo que o isolado 1189 ke anisopliag na concentragdo 6onidios.mL?, proporcionou a
maior mortalidade. O isolado 645 He bassiana também proporcionou a mais elevada
mortalidade na concentracdo® bonidios mti, seguido dos isolados 634, IPA 198 e 604.

Khosravi et al. (2014), avaliaram a patogenicidddesolados d®. bassianaontra
larvas deArge rosae O bioensaio foi realizado pelo método de imers@m concentracdes
2x10%, 2x1C, 2x1@, 2x10 e 2x16 conidios.mL!; o isolado IRAN403C causou a maior
mortalidade sendo de 70% usando a concentracad @xdiflios.mL1, o Clso e 0 Tlso obtido
foi de 5,54x10 conidia.ml! e 3,92 dias para a concentracdo 3xbdnidios.mL!
respectivamente. No entanto, os resultados encastraestas pesquisas demonstraram relagcéo
diretamente proporcional entre a quantidade dedamnaplicada nos insetos e a mortalidade
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do mesmo, portanto nas suspensdes mais diluidagdéncia e a patogénicidade foram menos
acentuadas, provocando menor mortalidade em tenap® prolongado que o observado nas
concentragbes mais elevad&sse fato também foi constatado por outros autstslando
isolados deéM. anisopliaee B. bassianam diferentes espécies de insetos (ALVES et@85;1
SILVA et al., 2003; CUNHA et al., 2008). Segundarandes & Alves (1992), quanto mais
conidios penetram, mais toxinas ou enzimas satias, aumentando a mortalidade do inseto.
Todavia, a velocidade de acédo do fungo dependm, @éedosagem, das espécies hospedeiras
envolvidas (SOSA-GOMEZ & MOSCARDI, 1992). Segundol®ger (1991), a variacdo de
viruléncia de isolados de fungos entomopatogénesid relacionada com a composicao
quimica da cuticula e o0s processos bioquimicos leides para a formagdo do tubo
germinativo e colonizacdo do hospedeiro. Além di€diveira et al. (2004), destacaram que a
capacidade do fungo em causar mortalidade se delwabididade de seus conidios em
reconhecer e produzir enzimas para degradar autautio hospedeiro.

Segundo Pacola-Meirelles & Azevedo (1990), Klees@eZimmermann (1994), a
variabilidade da patogenicidade entre isoladosséltadlo das diferencas na producdo de
enzimas (amilase, protease, lipase) e toxinasgelwidade de germinacdo dos conidios, na
atividade mecénica de penetracdo na cuticula epeciade de colonizagdo dos isolados. O
periodo que os fungos entomopatogénicos levampakecar a morte de uma determinada
espécie (tempo médio de incubacédo) varia em fudeabversos fatores, dentre eles a espécie
do hospedeiro e estagio de desenvolvimento. Réssltsemelhantes aos relatados aqui foram
encontrados por Moino Jet al.(1998), ao avaliar a patogenicidade de 72 isolatins
fungosB. bassiana M. anisopliagpara trés espécies de insetos-praga de graosearaths.

Os autores observaram grande variacdo nas modeasidabtidas, isolados que foram
totalmente ineficientes e outros que provocaramtatidade confirmada de 100%. Almeida
(1994), avaliou a patogenicidade de mais de 100adss dos mesmos fungos no
cupimHeterotermes tenuisselecionando o isolado 634 Be bassianajue causou alta
mortalidade confirmada ao inseto e apresentou lmmhipdo de conidios em diversos meios de
cultura.Bharadwaj & Stafford (2011), avaliaram a patogetade deMetarhizium brunneum
emT. molitoreIxodes scapularis usandmncentracdes die<10' até 8,4x1®conidia.mL?®. As
larvas deT. molitoreram menos sensiveis Bo brunneundo que adultos scapularis(LCso

de 4,4x10 e 1,7x10 conidios.mL}, respectivamente, 4 semanas pos-tratamento).

4.7 ldentificacdo molecular

4.7.1 Extracdo de DNA e Amplificacéo da regido ITS do rDM através de PCR

Para a extragcdo de DNA foram utilizados os micétios fungos crescidos no meio
BDA a 25 °C por 7 dias. A extracdo do DNA gendéndectodos os isolados foi efetuada com
base no protocolo (DOYLE & DOYLE, 1987), e o mesfoioconsiderado eficiente tendo-se
obtido quantidades de DNAs suficiente para o dedeimento de todo o trabalho.

Os perfis de amplificacdo das regides ITS das ¢jeha utilizadas dos fungos
Metarhizium anisopliaee Beauveria bassianaresultaram em apenas uma banda de
aproximadamente 500 pb (Figura 19). Carneiro-1280), obteve bandas de 600 pb quando
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amplificou ITS do fungdM. anisopliaevar. acridium com os primers ITS4 e ITS5. Soares et
al. (2006), caracterizaram dois fungos entomopaicg8, antes e pos-infeccdo, pela
amplificacdo por PCR dos marcadores ITS, (GTG)&ARQA)4. Os perfis de amplificacao
obtidos paraV. anisopliaevar. anisopliaeresultaram em: (GACA)4 - 8 bandas; (GTG)5 - 10
bandas; ITS- 1 banda de aproximadamente 600 paBPa&assianaos perfis obtidos foram:
(GACA)4 - 10 bandas; (GTG)5 - 12 bandas; ITS- 1dsade aproximadamente 600 pb.
Déstefano et al. (2004), fizeram um analise daegiS1 — 5.8 — ITS2 para diferenciar trés
espécies do géneMetarhizium A amplificacdo com os iniciadores universais ITSITS4
resultou em um fragmento de aproximadamente 54faph as linhagens brasileiras e
anisopliae var. anisopliag 600 pb para uma linhagem d& anisopliaevar. anisopliae
originaria da Australia, 650 pb para as linhagenkldalbume 600 pb para a linhagem klie
flavoviride Brasileiro et al. (2004), utilizaram os iniciadserTS4 e ITS5 obtendo fragmentos
de 620 pb para dezoito isoladoskiesarium solani

500 pb ==

Figura 27. Produtos da amplificacdo de DNA dos isolados enpatugénicos com iniciadores ITS1 e ITS4. M =
Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladderiftagen). C = Controle negativo. 1, 2, 3, 4 = Islols de
B. bassianab, 6, 7, 8 = Isolados dé. anisopliae

4.7.2 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

As sequencias correspondentes a regido ITS1 — H.84-do DNAr das linhagens do
presente estudo foram comparadas com sequencisls a@eisopliae(n. HM055427.1) eB.
bassiana(n. KC121560.1), depositadas na base de dadosda&nB alinhamento e analise
filogenética destas sequencias revelaram agrupamemie confirmaram a identidade
taxonOmica das linhagens usadas neste trabalhdin®egens devl. anisopliaeMalOMI,
Mal2Ml, Ma58MI e MallMI agruparam com a sequéneiaicha linhagem da mesma espécie
recuperada do banco de dados, apresentando siadarde 100%. Com relacdo a esp8cie
bassianafoi observado que as linhagens Bb11MI, Bb79MI58YI e Bb27MI formaram um
agrupamento com a linhagem @e bassianarecuperada do GenBank, com 100% de
similaridade (Figura 20). Segundo Carneiro et2804), um fragmento amplificado de 600 pb
de isolados d®. bassianaoi sequenciado e revelou uma homologia de mai878é com
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sequéncias do rDNA d8. bassianadepositadas no GenBank. Carneiro et al. (2008),
caracterizaram espécies Beauveriapor meio do sequenciamento da regido ITS do rDNA e
de marcadores RAPD. Os isolados foram caracterszedmoB. bassianaou B. brongniartii

com elevado grau de identidade. A amplificacéo eleeg ribossomais e regides espacadoras
ITS e IGS tém sido amplamente utilizadas em estdddaxonomia (DRIVER et al., 2000), de
filogenia (RAKOTONIRAINY et al., 1994), de diverside genética (ANDERSON et al., 2001;
UETAKE et al., 2002) e na identificacéo e diferagéio de espécies (FOULY et al., 1997).

Beauveria bassiana - KC121560.1
Bb11Mi

Bb7IMI

Bb53Mi

Bb27Mi

Metarhizium anisopliae - HM055427 1
Ma10Mi

Ma12Mi

a5

Mat11Mi

1aa0

0.m

Figura 28.Arvore filogenética construida pelo método de Mikek-Cantor, mostrando a relag&o entre os isolados
dos fungos entomopatogénicos obtidos do Parquedaflunicipal do Curi6, Paracambi, RJ - Brasil, éras
espécies relacionadas depositadas no GenBank-MGBkquéncias utilizadas sdo das regides rDNA ITS1.

A combinacéo filogenética ITS e TEF do génBeauveriaREHNER & BUCKLEY,
2005) corroborou seu monofiletismo e delineou diefeagens terminais bem suportados
correspondentes paBa amorfa B. bassianaB. brongniartii B. caledonicae B. vermiconiae
duas novas linhagens, clado C, o que é filogematote distinto, mas morfologicamente
semelhantes 8. bassianae clado E, um taxon associado a @ardycepsteleomorfo
(REHNER et al., 2011). Mergulhao et al. (2014)lizaram também a regido ITS do DNAr e
avaliaram a variabilidade genética e a filogenizideo isolados dBeauveria bassiandPA
145, IPA 148, IPA 223, IPA 225 e IPA 226. A regid& foi amplificada usando os primers
ITS1 e ITS4, em que foi observado um amplicon camanho médio de 800 pb, o qual foi
sequenciado. Os resultados mostram que todos tedasp com excecdo do IPA145,
apresentaram-se como grupo monofilético. O IPA#Bsentou uma identidade genética com
Cordyceps bassianaB. bassianale 99%. O IPA148 foi 0 mais distante geneticameate
relacdo aos demais, com menos de 40% de similaiid@aktaim et al. (2014), detectaram a
diversidade genética de 29 isoladoBéauveria,usando técnicas de sequenciamento, PCR-
FLP da regido ITS1-5,8-ITS2 e uma pequena porcad@8e 28S rDNA e RAPD. Os primers
ITS1/ITS4 e PN3/PN16 detectaram um Unico fragmeet@proximadamente 600 a 900 pb,
respetivamente. Conforme aos dados de sequenciarnoelss as amostras dos isolados séo
Beauveriaforam agrupados em dois grupos princip8isbassianae B. brongniartii Além
disso,B. bassianafoi subdividida em dois grupos: Bb011, Bb015, Bb@L Bb025, cujas
sequéncias foram diferentes da otréassiangddados ndo mostrados). Com base nos padrdes
de RFLP, os isolados eram divididos em dois grujistintos como observado usando Alui e
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Hhal (AspLEI). A técnica PCR-RFLP distinguiu comitéx25 isolados dd. bassianae 4
isoladosde B. brongniartii A técnica RAPD foi utilizada para estudar a rétagenética entre
0s 14 isolados.

Marcadores RAPD e analises de sequencias ITS-rD&NA sido aplicadas para
determinar a diversidade genéticaMieanisopliaee B. bassiandDRIVER et al., 2000; MURO
et al., 2005; ENTZ et al., 2005; BECERRA et al020FREED et al., 2011).

Dessa forma Bautista-Galvez et al. (2012), fizesaoaracterizacdo genética de isolados
de M. anisopliag onde obtiveram fragmentos de 600 a 800 pb daifirapho da PCR das
regides ITS1-ITS4 do rDNA. O tamanho dos fragmed®BNA dos isolados dé. anisopliae
coletados nas culturas de cana de acgUcar foranasesias reportadas para a cepa de referéncia
M. anisopliag(L0909). A comparacéo das ITS rDNA obtidas dogisisolados com respeito
a base de dados do GenBank (NCBI) indicou queatadses MM0801, AD0702, AD0803,
CDO0804, FC0805, FC0706, AS0807, GB0808, L0909, BOOSF0811, M370 e M374
correspondem M. anisopliaee os isolados AR0814 e JC0816 foram farbhassianaDriver
et al. (2000), reavaliaram a taxonomia Metarhizium spp. baseando-se em analises de
sequencias da regido ITS e moldes de RAPD. Esteseauencontrara, um alto nivel de
diversidade genética entre os isolados e revela@ras variedades dentro Metarhizium
spp.. Desta forma, 10 grupos distintos sdo atudabnezconhecidosM. anisopliae var.
anisopliae M. anisopliaevar. majus M. anisopliaevar. lepidiotume M. anisopliaevar.
acridium (as duas ultimas sédo consideradas novas variedafiesanisopliag., M. album M.
flavoviride var. flavoviridag M. flavoviride var. minus M. flavoviride var. novazealandicum
M. flavoviridevar. pemphigune M. flavoviride Type E (sendo que as trés ultimas representam
novas variedades d. flavoviride.

A regido ITS é constituida por 500-800 pb, de az@amn Pantou et al. (2003), o rDNA
de M. anisopliaecontem 8118 pb, incluindo os genes de rRNA de B8&S E 28S. O
sequenciamento da regido ITS permite uma compacagaGequencias de outras linhagens de
Metarhiziumspp. j& conhecidas e o alinhamento e a analifmEgefiéticas confirmaram a
identidade taxon6mica dos isolados analisados.s@ados Mal0MI, Mal2MI, Ma58MI e
MallMlI foram identificados como sendo pertencergs@écieM. anisopliae A similaridade
encontrada entre as sequencias da regiao do rDN#&slsolados comil. anisopliaefoi de
100%. Tigano-Milani et al. (1995), observaram qugeootipo de um isolado parece estar mais
relacionado com o hospedeiro do que com o locatigem geogréfica. Esses autores relataram
que o solo apresenta muitos isoladodvdenisopliaecom grande variabilidade genética em
uma area especifica. Até a data, apenas um nuingtado de estudos tem definitivamente
identificado cepas brasileiras t#etarhiziumusando métodos contemporaneos baseados em
sequéncia. Oito espécibtetarhiziumforam documentadas para ocorrer no Brasil utitivaa
l-alfa (50-TEF) como a identificagdo de espéciesdidgnostico (Bischoff et al. 2009),
incluindo M. anisopliaes. s,M. pemphigi(Driver & R.J. Milner) Kepler, S. A. Rehner &
Humber, comb. et stat. nov.Nk flavoviridevar. pemphig), M. lepidiotae(Driver & Milner)

J.F. Bisch, Rehner & Humbewl. pingshaens®. T. Chen & H. L. Guo Metarhizium robertsii
J. F. Bisch., Rehner & Humbe¥l. acridum(Driver & Milner) J. F. Bisch., Rehner & Humber,
M. brunneumPetch,M. majus(J. Johnston) J. F. Bisch., Rehner & Humber (LORES&I.
2013a, b, 2014; ROCHA et al. 2013).
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5 CONCLUSOES

O método de larvas isca é o mais eficiente (88%a maisolamento de fungos
entomopatogénicos.

Foram isolados 216 fungos entomopatogénicos, li@énfadentificados como sendo
Beauveria bassianae 85 como sendoMetarhizium anisopliae através da
caracterizacdo morfoldgica.

O isolamento de fungos entomopatogénicos usando sedetivo proporciona uma
menor taxa de deteccdo geral (12,0%), a maior wmlza® de fungos
entomopatogénicos ocorreu no periodo chuvoso,nasite periodo foram encontradas
temperaturas mais elevadas bem como maior umidadsold, propiciando boas
condicOes para os fungos entomopatogénicos.

A maior ocorréncia dé3. bassianae M. anisopliaeé apresentada usando o meio
BDA+TI.

A espécie mas predominant8 ébassianasolada con. mellonella(36,0% e 36,0%)
no periodo seco e chuvoso.

Metarhizium anisopliadoi mais isolado em larvas de molitor no periodo seco e
chuvoso (33,3% e 32,0% respetivamente).

O método isca com larvas @& mellonellae T. molitor & um método sensivel para o
isolamento de fungos entomopatogénicos em solo.

A ocorréncia déV. anisopliaee B. bassianando € afetada pelas propriedades do solo.
Os fungos Beauveria bassianae Metarhizium anisopliaemostraram diferentes
capacidades de produzir a morte nos insetos, @sdepas Bb53MI e Bb79MI d&e
bassianacom maior viruléncia (79,33 e 80,66% respectivaejgoaraG. mellonellaa
cepa Bb79MI d@. bassiandoi a mais virulenta (78%) pafia molitor. As cepas d#l.
anisopliaecom a mais alta viruléncia foram Ma58MI e MalOMirgpG. mellonella
(83,33 e 81,33% respectivamengepararl . molitor (82 e 82% respectivamente).

O sequenciamento da regido ITS permitiu uma comfaraom sequencias de outras
linhagens deMetarhiziumspp. eBeauveriaspp., ja conhecidas e o alinhamento e as
analises filogenéticas confirmaram a identidadernérica dos isolados.
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ANEXOS

ANEXO A

Batata Dextrose Agar + Tegumento de Insetdalénebrio molito):

Dextrose 209

Agar 209
Cloranfenicol 0,05¢
Tegumento d&. molitor 59

Agua destilada 1000 mL, pH 7

OBS: Os insetos foram desinfetados com hipoclodigosédio a 1%, foram
maceradas em uma solucdo tampéo fosfato pH 7,elizado em autoclave a
120 °C durante 20 minutos.

Meio Martin

Glicose 109
Peptona 509
KH2PO4 1g
MgS04.7H20 0,59
Rose de Bengal 30 mg
Agar 209
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1000 mL
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ANEXO B

Extrato de Malte Agar (MEA) (KLICH & PITT, 1988):

Extrato de Malte 20 ¢
Peptona Bacteriologica 19
Glicose 20 g

Agar 20 g

Agua destilada 1000 mL, pH 7
Agar Arroz (CHAGAS et al., 2010):

Extrato de Arroz parboilizado Triturado 159
Agar 20 g
Peptona 209

Agua destilada 1000 mL, pH 7
Batata Dextrose Agar (BDA) (GATTI et al., 2003):

xtrose 209

NaCl 60 g
Cloranfenicol 0,05¢

Agar 15 g

Agua destilada 1000 mL, pH 7

OBS: Adicionar 200 g de batata picada em 1L de agualaliest deixar por 1h na
fervura em seguida filtrar e adicionar ao filtramooutros ingredientes.

Agar Agua (AA) (GONZALEZ et al., 2001):

Agar 20 g

Agua destilada 1000 mL, pH 7
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ANEXO C

Dieta de larvasGalleria mellonellae Tenebrio molitoy

Galleria mellonella(Machado, 1988):

Cera de abelha 472 g
Leite em p6 desnatado 96 g
Levedura de cerveja 188 g
Fuba de milho 385¢g
Soja 160 g
Glicerina 416 g
Agua destilada 300 mL

Preparo da dieta

a)
b)

c)
d)

e)

A soja sera cozida por 30 a 45 minutos, ap0s osquee batida em
liquidificador usando a propria agua do cozimento.

Os ingredientes secos serdo misturados de formdnberagénea.
Em uma panela sera derretida a cera de abelha.

A glicerina, soja do liquidificador e os ingrediest secos,
devidamente misturados, serdo adicionados juntera ae abelha
derretida.

A mistura ficara em cozimento por 15 a 20 minutosme seguida,
sera armazenada em recipiente de vidro para seec@ua em
geladeira.

Tenebrio molitor

Gérmen de trigo estéril e pedacos de Torrada 50¢g/C

136



ANEXO D

Tampdo de extragdo CTAB - Método CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987):

Tampao A:

Sorbilol 6,38 ¢
Tris-HCL 1219
EDTA 0,19 ¢
Agua MiliiQ 100 mL
Ajustar pH = 8,0 com HCL

Tampao B:

NacCl 11,699
CTAB 20g
Tris-HCI 2,42 ¢
EDTA 1,86 g
Agua MilliiQ 100 mL
Preparo do Tampé&o de extracdo CTAB:

Tampao A 40 mL
Tampao B 40 mL
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio) 8 mL
Bissuifito de Sédio 1% 0,96 g
Carvao ativado 0,1% 0,096 g
PVP 2% 1,92¢

B-mercaptoetanol 192 pL
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