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OCORRENCIA, DISTRIBUICAO E CARACTERIZACAO DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS EM SOLOS NATURAL E CULTIVADO

RESUMO - Esse estudo objetivou avaliar a ocorréncia e diversidade de fungos
entomopatogénicos em Sergipe, considerando os fatores que afetam a sua
distribuicdo. A andlise foi realizada através de amostras de solos obtidas nas trés
mesorregides que dividem o estado, em dois periodos de coleta, compreendendo uma
estagcdo seca e uma uUmida, e em dois diferentes habitats (agricola e natural).
Parametros como pH, matéria organica e argila do solo foram considerados nas
analises. Para o isolamento do fungo do solo foram utilizados dois métodos, solucdo
de solo em meio de cultura seletivo e inseto-isca. Em um total de 48 amostras de solo,
41,7% foram consideradas positivas quanto a presenca de fungos entomopatogénicos.
Os fungos isolados foram pertencentes aos géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria,
da ordem Hypocreales. Verificou-se que os fatores referentes ao local de amostragem
do solo (regido, periodo e habitat) ndo mostraram diferencas significantes quanto as
suas variaveis em relacdo a presenca de fungos entomopatogénicos, diferente dos
fatores do solo (pH, quantidade de matéria organica e argila) que mostraram
significancia. Os isolados foram submetidos a uma analise da variabilidade genética
através da técnica molecular RAPD, foram selecionados 15 primers que produziram
um total de 179 bandas (Beauveria) e 131 bandas (Metarhizium) e foram construidas
matrizes de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard, que geraram
dendrogramas através do método de agrupamento UPGMA, para cada fungo.
Observou-se baixa similaridade genética entre os isolados de ambos os géneros.
Nesse trabalho, isolou-se fungos entomopatogénicos que podem ser Uteis para o
controle biolégico na agricultura por tratar-se de isolados que apresentam certa

persisténcia em condi¢des adversas de temperatura, umidade e radiagédo UV.

Palavras-chaves: Hypocreales, Beauveria, Metarhizium, Isaria e Sergipe.

Orientador: Marcelo da Costa Mendonca - UFS



OCCURRENCE, DISTRIBUTION AND CHARACTERIZATION OF
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN NATURAL AND CULTIVED SOIL S

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the occurrence and diversity of
entomopathogenic fungi at Sergipe state, considering the factors that affect their
distribution. The analysis was done using soil samples collected in the three
mesoregions of the state in two periods of collection, comprising a wet and a dry
season, and in two different habitats (agricultural and natural). Parameters such as pH,
organic matter and argil soil were considered in the analyzes. For the soil fungi
isolation, two methods were used, the soil solution in culture medium and selective
insect bait. In a total of 48 soil samples, 41.7% were positive for the presence of
entomopathogenic fungi. The isolates were belonging to the genera Beauveria,
Metarhizium and Isaria, from order Hypocreales. It was found that the factors related to
soil sampling location (region, period, and habitat) showed no significant difference in
their variables for the presence of entomopathogenic fungi, however other soil factors
(pH, amount of organic matter and argil) showed significance. The isolates were
submitted to genetic variability analysis by RAPD markers, where 15 primers were
selected, producing a total of 179 bands (Beauveria) and 131 bands (Metarhizium) and
the similarity matrices were made using the Jaccard coefficient, which generated
dendrogram by the UPGMA method, for each fungus. There was low genetic similarity
among isolates of both genders. In this work, the entomopathogenic fungi isolated can
be useful for biological control in agriculture once these isolates show certain

persistence in adverse conditions of temperature, humidity and UV radiation.

Keywords: Hypocreales, Beauveria, Metarhizium, Isaria e Sergipe.

Orientador: Marcelo da Costa Mendonca - UFS



1. Introducéo

O controle biolégico natural de insetos-pragas é considerado um valoroso servico
ambiental (Losey e Vaughan, 2006), no entanto, a intensificacdo das préticas agricolas nos
agroecossistemas vem afetando a ocorréncia e, consequentemente, a acdo de inimigos
naturais (Crowder et al., 2010). Segundo Jabbour et al. (2011), a riqueza de espécies de
entomopatégenos e a conservacdo da sua biodiversidade podem fornecer beneficios
adicionais ao controle microbiano de pragas.

O ambiente natural desses microrganismos € o solo ja que é onde depositam seus
esporos infectivos e onde permanecem durante determinadas fases do seu ciclo de vida,
além de ser considerado o local mais apropriado para verificar a sua ocorréncia em
agroecossistemas (Medo e Cagan, 2011). Os entomopatdégenos estdo distribuidos
geralmente de maneira heterogénea no solo, nos cadaveres de insetos ou proximo deles,
assim quanto mais amostras de solo forem reunidas, maior é a frequéncia do isolamento e
sugere-se que as amostras sejam limitadas da superficie até uma profundidade 10-15 cm da
zona de matéria organica e/ou horizonte A (Inglis et al, 2012).

Fungos entomopatogénicos isolados do inseto-hospedeiro ou do solo e que
apresentem potencial no controle de pragas muitas vezes sdo usados em formulagbes
comerciais. No entanto, o sucesso dos hioinseticidas depende da sua habilidade de infectar
e matar seu hospedeiro, persistir no ambiente e fornecer protecdo em longo prazo (Medo e
Cagan, 2011). Para utllizacdo dos fungos como agentes entomopatogénicos deve-se
considerar a disponibilidade e o custo da aquisicdo de cepas em bancos de germoplasmas,
além de verificar a regulacdo para introduzir espécies exoéticas no ambiente, portanto é
importante explorar o ambiente local para detectar cepas fungicas promissoras e virulentas
in situ (Sdnchez-Pefa et al., 2011).

A ocorréncia natural e a distribuicdo de fungos entomopatogénicos, assim como 0s
fatores que podem afetar sua persisténcia no ambiente, como localizacdo geografica, tipo de
habitat, condi¢des climaticas e fatores referentes ao solo (pH, umidade, classe textural) tem
sido objetivo de estudos em diversos paises (Chandler et al., 1997; Meyling e Elienberg,
2006; Galan-Franco et al., 2011).

Com base no exposto, o objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia e distribuicdo
de fungos entomopatogénicos em solos do estado de Sergipe, em diferentes regides
(sertdo, agreste e litoral), periodos (seco e Umido) e habitats (agricola e natural).
Adicionalmente avaliou-se o efeito dos fatores relativos ao solo (pH, quantidade de matéria
organica e argila) sobre esses microrganismos. Os isolados foram submetidos a analise de

variabilidade genética através da técnica molecular RAPD. Pretende-se com esse trabalho



formar um banco de fungos entomopatogénicos, fornecendo possibilidades para um futuro

programa de selecéo de isolados.

2. Referencial Teérico

2.1. Biodiversidade de fungos entomopatogénicos

Biodiversidade ou diversidade ecoldgica pode ser definida como a variabilidade entre
0s seres Vvivos, incluindo a variagcdo genética dentro e entre populagBes e 0 numero de
espécies e as diferencas entre 0s ecossistemas que as abrigam (Saccaro, 2011). Jabbour et
al., (2011) observaram, em outros estudos, que o incremento da biodiversidade ajuda em
Mmuitos processos ecossistémicos de importancia ecoldgica e socio-econdmica, tais como
controle biolégico, resisténcia a invaséo e resiliéncia a distdrbios. Contudo sdo relativamente
poucos os trabalhos que tratam da diversidade dos patégenos (Crowder et al., 2010). Kirk et
al. (2004) afirmaram que o conhecimento da diversidade microbiana é limitado pela pouca
capacidade de se estudar 0s microrganismos presentes no solo.

Para conhecer a ecologia das popula¢gbes dos fungos, os estudos devem ser feitos
com coletas em escala local mas considerando as diferencas espaciais dento do
ecossistema. Os isolados serdo representantes genotipicos que potencialmente interagem
com a populacdo de hospedeiros, uns com os outros e com 0 ambiente dentro das
condicbes de campo (Meyling e Eilenberg, 2007)

O solo constitui um importante reservatério para diversidade de fungos
entomopatogénicos, inclusive muitas espécies pertencentes a ordem Hypocreales
(Ascomycota) habitam o solo por um periodo significante do seu ciclo de vida, quando ndo
estdo parasitando o seu artropode-hospedeiro (Keller e Zimmerman, 1989). Portanto,
diversos fatores como a localizacdo geografica, clima, habitat, altitude, pH do solo,
guantidade de matéria organica impactam a presenca das espécies fungicas e a resposta de
cada espécie a estas condi¢cdes (Medo e Cagéan, 2011).

Segundo Queseda-Moraga et al., (2007), o isolamento de fungos entomopatogénicos
do solo é essencial para avaliar a biodiversidade desses microrganismos de ocorréncia
natural em determinada regido e para fornecer agentes com potencial para serem usados
em programas de controle biolégico de pragas. Ainda afirmam que o conhecimento dos
parametros que determinam a diversidade e a distribuicdo dessas espécies no solo ajudaria
a identificar quais delas melhor se adequam a um determinado ambiente, tornando mais

eficaz o controle biolégico.



Estudos da biodiversidade de fungos entomopatogénicos s&o normalmente
conduzidos com insetos iscas, como as lagartas de Tenebrio molitor (Coleoptera) e/ou
Galleria mellonella (Lepidoptera) (Steenberg, 1995; Goble et al, 2010; Oddsdottir et al.,
2010; Medo e Cagan, 2011). Meios de cultura seletivos, que impedem ou reduzem o
crescimento de contaminantes, também s&o frequentemente usados para isolar fungos
entomopatogénicos do solo (Doberski e Tribe, 1980; Liu et al., 1993; Freed et al., 2011).

Diversos estudos vém sendo conduzidos buscando isolar e caracterizar linhagens mais
eficientes ao controle de pragas com o objetivo de explorar a biodiversid ade dos principais
géneros da ordem Hypocreales de fungos entomopatogénicos: Metarhizium spp. (Enkerli et
al., 2005; Fernandes et al., 2010), Beauveria spp. (Reay et al., 2008; 2010), Isaria spp.
(Fukatsu et al., 1997; Dalleau-Clouet et al., 2005) ou mesmo diversos géneros em um

mesmo estudo (Goble et al., 2010; Galan-Franco et al., 2011).

2.2. Fatores que afetam os fungos entomopatogénicos no solo

O conhecimento dos fatores que controlam a ocorréncia e abundancia de fungos
entomopatogénicos, a partir de uma perspectiva ecoldgica, fornece uma visdo do que ocorre
quando cepas de controle microbiano séo liberadas no meio ambiente e pode ajudar a
promover novas estratégias de exploracdo das popula¢des naturais para conservacao do
controle bioldgico (Inglis et al., 2008).

Para a elucidacao desses fatores, 0 solo se torna Util pois é considerado um excelente
ambiente para os fungos entomopatogénicos pela prote¢do contra radiagdo UV e outros
fatores adversos (Keller e Zimmerman, 1989). As altas temperaturas podem alterar as
fungbes metabdlicas e fisioldgicas dos fungos, ocasionando mudancas na estrutura das
moléculas e na acdo enzimética (McCaig et al., 2001). Portanto, a radiacdo UV com
irradiacdo direta da luz solar reduz a Vviabilidade dos conidios no campo e,
conseguentemente, o sucesso no controle microbiano de insetos (Santos et al., 2011).

A temperatura pode ser limitante para a maioria dos entomopatdégenos jA que os
microrganismos nao possuem mecanismos bioldgicos para se defender de grandes
variacbes de temperatura, afetando o seu metabolismo em geral (Alves e Lecuona, 1998).
Fernandes et al. (2008) observaram que fungos entomopatogénicos isolados em regides
mais distante da regido equatorial apresentam uma maior germinacdo em condicdes frias
gquando comparada aos fungos isolados em regibes equatoriais. Adicionalmente, isolados
encontrados préximo a linha do Equador sdo mais tolerantes a radiacdo UV (Braga et al.,
2001).



Em ambientes tropicais e subtropicais, a matéria organica presente no solo tem
importancia como fonte de nutrientes, na retencdo de cations, complexacdo de elementos
toxicos e de micronutrientes, infiltracdo ou retencdo de agua, aeracdo e estabilidade da
estrutura do solo, além de atuar como fonte de carbono, nitrogénio, enxofre e outros para
organismos heterotréficos presentes no solo (Bayer e Mielniczuk, 2008). A 4gua que é um
importante fator na migragdo ou movimentacdo do patégeno e seu hospedeiro, na forma de
chuva auxilia na movimentag¢ao nos diferentes tipos de solo e na distribuigcdo dos conidios,
influenciando a eficiéncia do fungo entomopatogénico como agente de controle microbiano
(McCoy et al., 1992).

Segundo Meyling et al. (2011), o conhecimento da ocorréncia espaco-temporal de
fungos entomopatogénicos presentes abaixo e acima do solo de campos agricolas é
importante para identificar os nichos ecoldgicos dos fungos dentro do agroecossistema e
para avaliar taxons com potencial para controle de pragas. Esses autores ndo observaram
diferenca entre as comunidades de fungos entomopatogénicos presentes no solo, entre 0s
sistemas convencional e orgénico, no entanto, no sistema convencional foram observados
mais artropodes infectados em compara¢cdo ao organico. No entanto, Klingen et al. (2002)
observaram uma ocorréncia maior de fungos patogénicos a insetos em solos de cultivo
organico.

Keller e Zimmermann (1989) sugeriram que a movimentacdo dos conidios de fungos
entomopatogénicos difere de acordo com a composi¢éo de cada tipo de solo. A composi¢édo
do solo e a 4gua afetam a persisténcia e a ocorréncia dos fungos patogénicos a insetos,
solos arenosos favorecem a perda de conidios pela lixiviagdo (Quesada-Moraga et al.,
2007), enquanto que solos com maiores teores de silte e argila favorecem a manutencéo
desse entomopatégenos devido a adsorbancia dos conidios nas particulas de argila (Inglis
et al., 2001).

A maioria dos fungos sdo tolerantes as variacbes de pH do solo e podem se
desenvolver em uma ampla faixa, no entanto, a acidez do solo pode favorecer o
desenvolvimento de alguns tdxons (Standing e Killham, 2007). Inclusive, Medo e Cagan
(2011) encontraram significante correlacdo entre o pH do solo e a presenca dos fungos
entomopatogénicos Metarhizium anisopliae, isolados predominantemente em solo alcalinos,
Beauveria bassiana e lIsaria farinosa, em solos acidos. Valores de pH maiores de 8,5
desfavorecem o isolamento de espécies fangicas em geral, propondo que os fungos

apresentam maior tolerancia a acidez do que a alcalinidade do solo (Foth, 1984).

2.3. Caracterizacdo de fungos entomopatogénicos



A identificacdo da maioria dos fungos entomopatogénicos depende da observagéo das
caracteristicas morfolégicas sendo facilmente identificados, com relativa experiéncia, os
géneros dos entomopatdégenos mais comuns e em alguns casos chega-se até a espécie,
mas para isso é fundamental a confirmacdo de caracteristicas microscépicas essenciais
(Humber, 2012).

Nesse contexto, os métodos moleculares sdo uma poderosa ferramenta que facilitam
a deteccdo, a identificagdo/caracterizacdo, e/ou quantificacdo dos fungos, além de
permitirem uma identificacdo direta, deteccdo e analise das caracteristicas genéticas que
ndo sdo possiveis diretamente quando usados os métodos morfologico, fisioldégico e
bioguimico (Inglis et al., 2012).

Em 1983, Hary Mullis desenvolveu uma técnica, conhecida por PCR (reacdo em
cadeia de polimerase), que possibilitou amplificar regides do DNA e comparar o tamanho
dos fragmentos amplificados entre diferentes linhagens e espécies de fungos. Essa técnica
envolve uma sintese enzimatica in vitro de milhdes de cépias de um segmento especifico de
DNA, na presenca da enzima DNA polimerase, e a reacdo se baseia no anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizados como primers que delimitam
a sequéncia de DNA de fita dupla alvo na amplificacéo (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Dentre as técnicas baseadas no PCR, diversos trabalhos utilizam RAPD para
diferenciacéo de espécies ou linhagens de fungos patogénicos para invertebrados (Driver et
al., 2000; Dalzoto et al, 2003; Veladsquez et al., 2007). Essa técnica ndo necessita do
conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos que compde as extremidades do
fragmento de DNA de interesse, sendo assim, fragmentos de DNA s&o amplificados no
genoma através do uso de oligonucleotideos simples, de sequencias arbitrérias, que séo
utilizados como primers (Sosa-Gomes et al., 1998). Portanto, RAPD é considerado uma
excelente ferramenta para identificacdo de espécies e isolados, ajudando na estimativa da
variabilidade genética entre eles e na constru¢do de dendogramas (Osbornik et al., 2000),
além de ser mais simples e barata quando comparada com outras técnicas moleculares.

As técnicas moleculares estdo mais modernas e precisas, o sequenciamento de genes
do DNA ribossomal (rDNA) ou do DNA mitocondrial (MDNA) oferecem resultados seguros
sobre aspectos taxondmicos e filogenéticos para fungos entomopatogénicos (Rehner e
Bluckey, 2005; Rehner et al., 2011; Bischoff et al., 2006), sendo as regides do rDNA
bastante utilizadas para identificacdo e diferenciacdo dos isolados (Galan-Franco et al.,
2011; Garrido-Jurado et al., 2011). As regifes 18S e 28S sdo mais conservadas e podem
ser usadas na diferenciacdo de género e espécies, enquanto que as regides ITS (Internal

Transcribed Spacer) e IGS (Intergenic Spacer) acumularam maior variabilidade e s&o



usadas na diferenciacdo de espécies ou isolados dentro de uma mesma espécie (Esteve-
Zarzoso et al., 1999).
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CAPITULO |

FATORES QUE AFETAM A OCORRENCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS EM
SOLOS NATURAL E CULTIVADO

RESUMO - Os fatores que afetam a ocorréncia de fungos entomopatogénicos, nas trés
mesorregides de Sergipe em funcdo da sazonalidade e do habitat, foram avaliados a partir
de amostras de solo coletadas. Fatores relativos ao solo, como pH, matéria organica e
argila, foram considerados. Para o isolamento dos entomopatégenos, foram utilizados dois
métodos, inseto-isca e meio de cultura seletivo. Do total de amostras, 41,7% foram
consideradas positivas quanto a presenca de fungos entomopatogénicos, com a
predominancia dos géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria. O pH do solo afetou a
ocorréncia dos fungos entomopatogénicos, predominantemente na faixa de 5,1 a 7 de pH. A
matéria organica também influenciou a presenca de fungos entomopatogénicos, com menor
ocorréncia em solos com menos de 0,7% de matéria organica. O solo das amostras foi
predominantemente arenoso, influenciando na ocorréncia dos entomopatdégenos, que foram
isolados em sua maioria de solos com baixos indices de argila. Os microrganismos foram
observados nas trés mesorregides, ndo influenciando a ocorréncia deles no solo. Os
isolados do género Metarhizium foram predominantes no periodo seco, entretanto o periodo
de coleta ndo influenciou a ocorréncia de fungos entomopatogénicos mesmo que 0S
entomopatégenos tenham ocorrido com maior frequéncia no periodo seco. O tipo de habitat
(natural ou agricola) ndo influenciou na ocorréncia dos entomopatdgenos, entretanto 0s
isolados do género Beauveria foram mais frequentes em habitat natural. Os resultados
demonstraram a ocorréncia natural de fungos entomopatogénicos em solo no estado de

Sergipe.
Palavras-chaves: Controle biolégico, Hypocreales, Sergipe, fatores do solo e habitat.

FACTORS AFFECTING THE OCCURRENCE OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN
NATURAL E CULTIVED SOILS

ABSTRACT - The factors affecting the occurrence of entomopathogenic fungi in the three
mesoregions of Sergipe state due to seasonality and habitat were evaluated from collected

soil samples. Factors related to the soil, such as pH, organic matter and argil, were



considered. For the entomopathogenic fungi isolation, two methods were used: insect bait
and selective culture medium. From the total sample, 41.7% were positive for the presence
of entomopathogenic fungi, with the predominance of Beauveria, Metarhizium and Isaria
genera. The soil pH affected the occurrence of entomopathogenic fungi predominantly in the
range of 5.1 to 7. The organic matter also influenced the presence of entomopathogenic
fungi with lower occurrence in soils with less than 0.7% of organic matter. The soil sample
was predominantly sandy, influencing the occurrence of entomopathogenic fungi that were
isolated mostly from soils with low argil index. The microorganisms observed in the three
mesoregions, does not influence their soil occurrence. The isolates from Metarhizium genus
were predominant in the dry season, however the period of collection did not influence the
occurrence of entomopathogenic fungi even though entomopathogens have occurred more
frequently in the dry season. The habitat type (natural or cultivated) did not influence the
entomopathogens occurrence, however the isolates of Beauveria genus were more frequent
in natural habitat. The results demonstrate the natural occurrence of entomopathogenic fungi

in soil at Sergipe state.

Keywords: Biological control, Hypocreales, Sergipe, soil and habitat factors.

Introducao

O conhecimento da composicao e distribuicdo das espécies de fungos presentes no
solo é importante para que a populacdo de entomopatogénos seja manejada de forma a
facilitar o controle de pragas dentro do agroecossistema (Meyling e Eilenberg, 2006). As
comunidades microbianas nesse ambiente podem alterar a disponibilidade dos nutrientes
para as plantas afetando assim as populagbes de herbivoros, que também podem ser
afetadas pela abundancia de inimigos naturais presentes na microbiota do solo (Birkhofer et
al., 2008; van der Putten et al., 2009).

O solo é considerado o ambiente natural dos fungos entomopatogénicos, onde
depositam seus esporos infectivos e permanecem durante determinadas fases do seu ciclo
de vida (Medo e Cagan, 2011). Muitas atividades antropogénicas, como desenvolvimento
das cidades, agricultura, uso de pesticidas e poluicdo, podem afetar potencialmente a
atividade microbiana do solo, no entanto, é desconhecido como as mudancas na
diversidade microbiana afetam os ecossistemas presentes no solo, havendo, portanto, a
necessidade de mecanismos confidveis e precisos para estudar 0s microrganismos nesse
ambiente (Kirk et al., 2004).
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Diversos fatores afetam a persisténcia dos fungos entomopatogénicos no ambiente,
tais como, localizacdo geografica, clima, habitat, altitude e pH do solo, além da presenca de
matéria organica e a resposta de cada espécie a esta variedade de condi¢cdes (Medo e
Cagan, 2011). Além disso determinados fatores ambientais, como temperatura, umidade e
chuva, radiacdo e fotoperiodo, regulam a presenca dos entomopatégenos no
agroecossistema (Alves, 1998).

Os patégenos naturalmente disponiveis constituem-se numa alternativa eficiente,
econbmica e duradoura para o controle das pragas agricolas e domésticas (Alves, 1998).
Segundo Gulsar Banu et al. (2004) os isolados fungicos do préprio ambiente teriam
compatibilidade ecoldgica com as pragas e o risco de impacto é reduzido nos organismos
nao alvo quando comparados com isolados exéticos. Isolamento, identificacdo e selecéo
sdo etapas importantes no desenvolvimento de um programa de controle microbiano de
pragas. O isolamento de fungos entomopatogénicos em determinado ambiente é essencial
para informar sobre a biodiversidade local e fornecer um conjunto de agentes de controle
biolégico para ser conservado e utilizado dentro do agroecossistema para controle de
pragas (Sevim et al., 2010).

O estado de Sergipe esta subdividido em trés mesorregides, propicias ao estudo da
diversidade de fungos entomopatogénicos. O sertdo sergipano é caracterizado pela
deficiéncia hidrica, em que a evapotranspiracdo € maior que a precipitacdo pluviomética, a
vegetagcdo predominante € a caatinga e o solo é bastante pedregoso. A precipitacdo declina
de leste para oeste e a aridez é crescente também nesse sentido. A regido agreste
representa a faixa de transi¢do entre o litoral e o sertdo, sendo bastante caracterizada pela
producdo agricola, além da presenca da Mata Atlantica. O leste sergipano, representado
pela regido litorAnea, € caracterizado por ser a mais Umida das trés mesorregides,
apresenta a maior pluviosidade e em geral possui solo bastante arenoso, em alguns pontos
com presenca das varzeas. Em geral os solos séo acidos, havendo um declinio da acidez a

medida que se aproxima das regides aridas (Franco, 1983).

Esse trabalho consistiu em avaliar o efeito dos fatores relativos ao solo (pH, matéria
organica e argila) e da sazonalidade na ocorréncia natural e na distribuicdo de fungos
entomopatogénicos nas trés mesorregides do estado de Sergipe. E, consequentemente,
isolar agentes de controle microbiano favorecendo posteriores trabalhos de selecdo dos

isolados potencialmente promissores.
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Material e Métodos

1. Caracterizagdo das areas de coleta e amostragem  do solo

As amostras de solo foram coletadas nas trés mesorregifes do estado de Sergipe,
sertdo, agreste e leste, sendo assim determinado pelo interesse nas peculiaridades dos
parametros endafoclimaticos de cada uma delas. A amostragem foi realizada em duas
diferentes estacdes, uma seca (meses de Fevereiro e Mar¢o) e uma Umida (meses de Julho
e Agosto) (tabela 1), e em dois habitats, considerando o uso do solo, cultivado (&rea com

producdo agricola) e natural (area conservada, sem historico de agricultura).

Tabela 1. Média da precipitacdo observada nas trés mesorregiées de Sergipe relativa ao

periodo seco e umido de 2012.

Regido Precipitacdo (mm)* Precipitacdo (mm)**
Sertdo 32,75 78,5
Agreste 51,1 73,9
Leste 60,8 141,45

Fonte: Secretaria de Estado do Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos — SEMARH.
*Média da precipitacdo observada no periodo seco nos meses de Fevereiro e Marco.

**Média da precipitacao observada no periodo imido nos meses de Julho e Agosto.

Em cada mesorregido foram estabelecidos quatro pontos de coleta para cada um
dos habitats, com uma distancia minima entre eles de 2km. Em cada local de coleta foram
escolhidos quatro pontos de amostragem, com dimensdes de 1mx1m, onde foram coletadas

10 subamostras de solo que formaram uma amostra composta (Figura 1).

A amostra foi obtida no horizonte A, apds a retirada da vegetacdo superficial, a uma
profundidade de 10 cm, utilizando-se de um amostrador cilindrico com 2,8 cm de diametro
que foi desinfestado todas as vezes que havia a mudanca de ponto de coleta para evitar
contaminacgédo entre eles. Em seguida, foram armazenadas em sacos plasticos estéreis de 1

kg e mantidas dentro de uma caixa de isopor durante o transporte até o laboratorio.

Os pontos de amostragem foram identificados utilizando GPS (Global Positioning
System). De cada ponto de coleta obteve-se uma amostra homogénea de todas as parcelas

para as analises quimicas e organicas do solo. De acordo com o resultado das andlises, 0s



12

solos de cada ponto de coleta foram classificados de acordo com Ribeiro et al. (1999) e
Sobral et al. (2007).

0510 20 30 40
O km

Fonte: Laboratério de Geotecnologias Aplicadas — Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Figura 2. Localizagdo dos pontos de amostragem de solo em trés mesorregides do estado

de Sergipe.
2. Isolamento de fungos entomopatogénicos do solo
Os experimentos foram desenvolvidos na Embrapa Tabuleiros Costeiros,
Aracaju/SE, nos Laboratdrios de Controle Biol6gico e Entomologia e na Escola Superior de

Agricultura Luiz de Queiroz (Esalg-USP), Piracicaba/SP, no Laboratério de Patologia e

Controle Microbiano de Pragas.

2.1. Método de suspensédo do solo e meio de cultura  seletivo



13

A metodologia de isolamento dos fungos entomopatogénicos diretamente do solo foi
adaptada de Goettel e Inglis (1997). Em laboratério, as amostras compostas de solo
provenientes de cada local de coleta foram intensamente homogeneizadas por agitacao
manual durante 30 segundos antes de serem peneiradas com o auxilio de uma peneira de
metal com malha de 4 mm.

De cada amostra composta foram retirados 10 g de solo para que fosse feita a
suspensdo em erlenmeyer com capacidade de 250mL contendo 90 mL de agua destilada
estéril a 0,01% de espalhaste adesivo (Tween 80®). Cada suspensdo foi devidamente
homogeneizada em agitador do tipo Vortex por um periodo de 30 segundos. Em seguida,
foram realizadas trés diluicdes em série (10, 10% e 10%), que consistia na retirada de 1 mL
da suspensdo para ser diluida em 9 mL da solucdo de Tween 80® em tubos de ensaio. De
cada diluicdo uma aliquota de 0,1 mL foi inoculada, em duplicata, em placa de Petri (90 x 15
mm) estéril contendo meio seletivo, recomendado por Rangel et al. (2010), a solucéo foi
espalhada de maneira uniforme utilizando-se uma alca de Drigalski estéril.

Apoés a inoculacdo da solucdo de solo no meio de cultura, as placas permaneceram
abertas por alguns minutos até a secagem parcial da solucédo e ap0s este periodo as placas
foram incubadas invertidas (com o fundo voltado para cima) em camara climatizada
(Biological Oxygen Demand — B.0O.D) a uma temperatura de 25+1°C, umidade relativa de
70+£10% e escotofase de 24 horas de 5 a 7 dias.

Apos este periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca e ao crescimento
das colbnias. Posteriormente, as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos
microrganismos foram avaliadas e os propagulos de cada um dos diferentes fungos foram
repicados individualmente e inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura B.D.A.
(batata, dextrose e agar) até a obtencdo de colbnias puras, a excecao dos fungos saprofitos
ou dos que ndo fossem de interesse. As amostras foram consideradas positivas quando
confirmada a presenca de ao menos uma colbénia de entomopatégeno em alguma diluicdo

dos pontos.

2.2. Método inseto-isca

As amostras de solo compostas foram misturadas manualmente por 30 segundos.
Subamostras foram retiradas, peneiradas e transferidas para potes plasticos transparentes
de 500g, com tampas perfuradas, deixando 2cm livre até o topo.

Dez larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) de 3° e 4° instares
(aproximadamente quatro semanas apos a eclosdo), criadas no Laboratério de Entomologia

da Embrapa Tabuleiros Costeiros, foram selecionadas e transferidas para a superficie do
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solo presente nos potes plasticos, esses insetos foi utilizado como modelo para extracéo de
fungos entomopatogénicos do solo. As amostras foram umedecidas com agua destilada
estéril, quando necessario, para a manuten¢do da umidade durante o periodo da avaliagéo.
Os potes foram acondicionados em sala climatizada a 25+1°C.

A partir do 3° dia, ap0s a inoculac¢do dos insetos no solo, iniciaram-se as inspecoes
de larvas mortas, sendo este procedimento realizado a cada dois dias por um periodo de
trés semanas ou até que todas as larvas tivessem morrido. As larvas mortas passaram por
um processo de esterilizacdo superficial para prevenir o crescimento externo de fungos
saprofiticos contaminantes. Para o processo de esterilizacéo, as larvas foram mergulhadas
por dois segundos em &lcool 70%, posteriormente, em uma solucao de hipoclorito de sadio
a 10% e para remocédo do cloro, foram lavadas com agua destilada estéril. Posteriormente,
foram colocadas individualmente em placas de Petri (60 x 15 mm) revestidas com papel filtro
estéril umedecido em agua destilada estéril, formando-se uma camara Umida e favorecendo
a esporulacdo de fungos entomopatogénicos. As placas foram transferidas para camara
climatizada (B.O.D.), nas mesmas condicdes citadas no método anteriormente, a fim de
proporcionar a esporulacdo dos fungos entomopatogénicos (Alves, 1998).

Quando confirmada a morte larval pela infeccdo do fungo através da visualizagédo das
estruturas, como micélio e conidios, adotou-se a técnica de transferéncia de estruturas do
patégeno. Conforme sugerido por Alves (1998) retirou-se por¢8es das estruturas do fungo
com uma alca de platina, tocando a superficie do meio seletivo em placa de Petri em quatro
pontos opostos. ApOs a transferéncia, as placas foram identificadas e colocadas nas

mesmas condi¢des indicadas anteriormente.

3. Identificacdo, purificacdo e conservagdo dosiso  lados

As colbnias foram analisadas em relacdo aos aspectos morfoldgicos. Ao nivel
macroscépico foram verificados caracteres como o0 aspecto, a forma e a coloracdo das
colénias no meio de cultura. Ao nivel microscépico, foram visualizadas as estruturas
reprodutivas (corpos de frutificacdo, conidios, esporos, conidiéforos, fiadlides) em laminas,
observadas em microscopio invertido e identificadas de acordo com chave taxondmica
descrita por Humber (1996) e outras literaturas relevantes.

Apoés a identificacdo, em nivel de género, foi feita a purificacdo do material, para
obtencdo da cultura pura. Em ambos os métodos o principio utilizado para a purificacdo do
material foi através das unidades formadoras de colénia (UFC’'s) obtidas através da

suspensdo de conidios. No método de suspensdo de solo em meio seletivo houve
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sucessivas repicagens em meio de cultura B.D.A. da colbnia desejada, formada dentre
tantas outras no meio seletivo, até purifica-la.

Para o método inseto-isca, as coldnias obtidas diretamente do corpo do inseto foram
repicadas em meio de cultura B.D.A. e ap06s o desenvolvimento da colbénia foram feitas
diluicbes seriais a partir de uma solucdo conseguida com a raspagem das estruturas do
fungo no meio de cultura e misturada em agua destilada estéril a 0,01% de Tween 80°
Foram plaqueadas aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10* e 10™ e incubadas, apds trés dias
as colbnias desejadas foram repicadas para obtenc¢éo da cultura purificada.

Os fungos foram conservados para a formagcdo de um banco (micoteca), quatro
métodos foram escolhidos: a criopreservacao, a liofilizacdo, conidios em forma de p6 seco e
0 método de Castellani. Os isolados foram armazenados no Banco de Entomopatdégenos do
Laboratério de Controle Bioldégico da Embrapa Tabuleiros Costeiros e do Laboratério de

Controle Microbiano da Escola de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq).

4. Analise dos dados

Os dados foram tabelados e submetidos a uma analise estatistica descritiva através
do Programa SPSS v. 15.0, com a aplicacdo do Teste Qui-quadrado a um nivel de
significancia de 5%, com o objetivo de avaliar o efeito dos fatores locais de amostragem do
solo (local, periodo e habitat) e dos fatores realtivos ao solo (pH, matéria organica e argila),

sobre a presenca ou auséncia de fungos entomopatogénicos.

Resultados e Discussao

De acordo com a caracterizagdo morfolégica, 41,7% das amostras de solo foram
positivas para a presenca de fungos entomopatogénicos, confirmando-se a presenca dos
géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria. Do total de amostras, foram consideradas
positivas 31,2% para o género Beauveria spp., 25% para Metarhizium spp. e 4,2% para
Isaria spp. Os trés géneros foram encontrados simultaneamente apenas no leste sergipano,
no periodo Umido. Em outros estudos, que avaliaram a ocorréncia de fungos
entomopatogénicos no solo em determinadas regides, foram obtidas amostras positivas em
71,7% do total de amostras na Espanha (Queseda-Moraga et al., 2007), 83% na Eslovaquia
(Medo e Cagan, 2011), 23% no México (Galan-Franco et al., 2011).

O efeito dos fatores referentes as caracteristicas do solo (pH e quantidades de
matéria organica e argila) e dos fatores relacionados as caracteristicas dos locais de

amostragem do solo (regido, periodo e habitat) foram avaliados pelo teste do Qui-Quadrado
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(Tabela 2). Houve diferenca significativa para os fatores do solo, pH e matéria organica,
demonstrando a influéncia desses fatores na presenca dos isolados. A diferenca foi ndo
significativa para argila e para as caracteristicas dos locais de amostragem do solo, regiéo,

periodo e habitat, em relacéo a ocorréncia de fungos entomopatogénicos.

Tabela 2. Teste do Qui-Quadrado para os efeitos dos componentes variaveis do solo e das
caracteristicas dos locais de amostragem do solo na ocorréncia dos fungos

entomopatogénicos em Sergipe.

Fatores do solo*

pH Matéria Organica Argila
DF Chi® P DF  Chi P DF  Chi P
3 33,5 <0,0001 2 13,5 0,001 1 4,08 0,43

Fatores dos locais de amostragem do solo**

Regido Periodo Habitat
DF Chi? P DF Chi? P DF  Chi’ P
2 ,000 1,000 1 ,000 1,000 1 ,000 1,000

* Os valores das variaveis foram agrupados em intervalos: pH: 1:<4,5,2: 45a5,3:51a6e4:6,1a
7; matéria organica: 1:<0,7%, 2: 0,71 a 2% e 3: 2,1 a 4%,; argila: 1:<15% e 2: 15 a 35%.
** Os locais de amostragem foram caracterizados em trés componentes: regido: sertdo, agreste e

litoral; periodo: seco e imido; habitat: cultivado e natural.

Os valores do pH do solo variaram entre 4,3 e 6,6. A presenca dos fungos (45,5%)
se concentrou no solo com pH de 5,1 a 6, considerado solos de acidez média (Figura 2).
Queseda-Moraga et al. (2007) observaram correlacdo entre a ocorréncia de fungos
entomopatogénicos e o pH do solo, isolados de B. bassiana foram mais frequentes em pH
bastante alcalino (8 — 8,5), considerando-se que o solo era predominantemente alcalino. No
entanto, Medo e Cagan (2011) isolaram M. anisopliae em solo com pH mais alcalino (>6,5) e
B. bassiana em pH mais acido (<5,5). O género Beauveria spp. foi encontrado, no presente
estudo, nas quatro faixas de pH enquanto que Isaria spp. esteve presente exclusivamente
em solos com pH >5,1.

Mesmo com as amostras de solo apresentando baixo a médio indice de matéria
organica, variando de 0,5 a 3,9%, houve influéncia na ocorréncia dos fungos

entomopatogénicos. Com isso, solos em que a matéria organica superou o indice de 0,71%
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mostraram maior nimero de isolados (Figura 2). Esse resultado foi corroborado pelos
estudos de Quesada-Moraga (2007) que sugerem que a correlagdo entre matéria organica e
a presenca do fungos se da pela maior capacidade de trocas catidbnicas em solos com
maiores quantidade de matéria organica devida a adsor¢éo dos conidios além de influenciar
na diversidade e densidade de insetos hospedeiros no ambiente. Contudo, Meyling e
Eilenberg (2006, 2007) observaram que o aumento da atividade biologica no solo, pela
guantidade de matéria organica presente, afeta a persisténcia de fungos entomopatogénicos
devido aos efeitos antagonistas, ja que Beauveria e Metarhizium sdo menos competidores

guando comparados aos microrganismos saprofiticos presentes no solo.
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Figura 2. Efeito dos fatores de solo (pH, matéria organica e argila) e das caracteristicas do
local da amostragem do solo (mesorregido, periodo e habitat) na ocorréncia de fungos
entomopatogénicos em Sergipe.

*Fungos = total de fungos de Beauveria, Metarhizium e Isaria isolados.

Os solos foram predominantemente arenosos, com baixo ou médio teor de argila. Em
algumas areas, o solo apresentava alto teor de areia dificultando sua coleta com o
amostrador, pois 0 mesmo nao aderia as paredes deste equipamento, como na regido leste
em habitats naturais, por exemplo. Do total das amostras, 65% foram classificadas com
baixo teor de argila (<15%), justificando que a maior ocorréncia de fungos
entomopatogénicos (>60%) tenha sido nesses solos (Figura 2).

Storey e Gardner (1987), apo6s a aplicacdo de conidios de B. bassiana formulados
em campo, observaram que a recuperacdo dos propagulos do fungo do solo foi
correlacionada positivamente com a composicdo arenosa e negativamente com a
guantidade de argila e silte. Vanninnen et al., (1989) verificaram maior nimero de isolados
de M. anisopliae em solos argilosos quando comparados a B. bassiana e |. farinosus que
foram mais presente em solos francos. Segundo Queseda-Moraga et al. (2007) espécies
com conidios pequenos, como Beauveria spp., sdo mais abundantes em solos argilosos do
que espécies com conidios maiores, como Metarhizium spp. Em relacéo ao percentual de
fungos entomopatogénicos (60%) em solos com baixos teores de argila e considerando as
condi¢des climéaticas durante os periodos das coletas, pode-se concluir que a maior
ocorréncia em solos arenosos se deve ao baixo indice pluviométrico na regido de

amostragem, possivelmente evitando a lixiviagdo dos conidios.
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As diferentes regibes onde os fungos foram isolados néo influenciaram em sua
ocorréncia, no entanto observa-se que o género Beauveria spp. foi mais frequente no litoral
(40%), assim como Isaria spp. (100%) e Metarhizium spp. predominatemente na regido leste
(50%) (Figura 2). Esse resultado pode ser justificado verificando os indices pluviométricos
dessas regides, observa-se que o leste apresenta os maiores indices tanto no periodo seco
guanto no umido, seguido do agreste. Os periodos de amostragem do solo também n&o
influenciaram na ocorréncia dos fungos, no entanto 60% dos isolados foram coletados no
periodo considerado o mais seco (Figura 2).

Considerando que alguns locais de coleta apresentam condi¢des climaticas bastante
adversas, como o0 sertdo no periodo seco, 0 levantamento da ocorréncia dos
entomopatégenos pode ter selecionado individuos mais tolerantes a essas condi¢des de
temperatura, umidade, radiacdo UV, por exemplo. De acordo com Bidochka et al. (2001,
2002), a fase ndo patogénica do fungo em que ele se encontra no solo, pode ser a mais
importante fase do seu ciclo de vida em relacdo ao seu estabelecimento permanente, ja que
condicbes abidticas adversas, como a exposicdo a radiacdo UV e altas temperaturas,
selecionam isolados entomopatogénicos mais resistentes e capazes de sobreviver em
habitats com essas caracteristicas.

Nao houve diferenca significativa entre os habitats, agricola e natural, em relacdo a
presenca dos entomopatdgenos, entretanto, 60% dos isolados foram coletados em solos
naturais (Figura 2), o que pode ser justificado pela auséncia de préaticas agricolas efetivas
nesse ambiente, como uso de produtos quimicos e a manipulacdo do solo. Alguns estudos
gue avaliaram a presenca de fungos patogénicos a insetos em relagdo ao tipo de habitat,
ndo observaram diferencga significativa quanto as amostras de solo oriundas de diferentes
sistemas agricolas (Goble et al., 2010; Meyling et al., 2011). Portanto, em geral, solos de

uso agricola ndo influenciam efetivamente a presenca dos fungos entomopatogénicos.

A maior ocorréncia dos isolados de Beauveria spp. foi observada em solos naturais
(73,3%), entretanto, os géneros Metarhizium e Isaria apresentaram igual distribuicdo nos
dois habitats (Figura 2). Queseda-Moraga et al (2007) observaram que isolados de B.
bassiana foram comuns em habitats agricola e natural, sendo predominante no ultimo, no
entanto isolados de M. anisopliae foram mais comuns em solos agricolas e sugeriram que
estas espécies sdo mais tolerantes ao uso de pesticidas. Meyling e Eilerberg (2006)
observaram maior frequéncia de B. bassiana em campos agricolas enquanto |. fumosorosea
foi mais frequente em areas nao cultivadas. Lavouras que utilizam praticas protetoras do
solo, como o plantio direto, favorecem as populacdes de B. bassiana e M. anisopliae no solo
gquando comparadas a praticas que utilizam métodos mais convencionais, como aragao e

gradagem (Hummel et al., 2002). Meyling et al. (2009), para avaliar a diversidade de
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Beauveria, coletaram solo da area cultivada e da area em volta, seminatural e observaram
que a diversidade foi maior no habitat seminatural, o que pode ser explicado pela maior
abundancia e diversidade de inseto hospedeiro, 0 aumento da umidade, a radiacdo UV mais
reduzida e maior estabilidade ambiental em comparacdo com a area agricola que é

estruturalmente mais simples e mais afetada pelas préticas agricolas.

Conclusbes

Os fungos entomopatogénicos predominantes nas trés mesorregides estudadas,
sertdo, agreste e leste, foram dos géneros Beauveria spp., Metarhizium spp. e Isaria spp.
Houveram isolados de fungos entomopatogénicos nos dois periodos avaliados, seco e
umido, no entanto ndo podemos garantir que nessas condigdes ha o desencadeamento de
um processo de epizootia natural. A ocorréncia de fungos patogénicos a insetos foi
observada em habitats naturais e, também, agricolas, mesmo que nesses haja uma
intensificacdo da utilizacdo e do manejo do solo.

Esse estudo forneceu informacdes sobre a ocorréncia natural em solo de fungos
patogénicos a insetos e quais géneros foram mais frequentes em Sergipe, contribuindo
assim para o desenvolvimento do controle biolégico regional além de selecionar bioagentes

persistentes e compativeis as condi¢cdes dessa regido.
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética, através de
marcadores moleculares do tipo RAPD, de 19 isolados de Beauveria e 13 de Metarhizium
coletados em dois habitats diferentes (agricola e natural), em trés mesorregides do estado
de Sergipe (sertdo, agreste, leste) e em dois periodos (seco e umido). Foram selecionados
15 primers RAPD para esta analise, 0s quais geraram um total de 179 bandas para os
isolados de Beauveria com 60,8% de bandas polimorficas. Para Metarhizium foi gerado um
total de 131 bandas das quais 26,7% foram polimoérficas. Foram gerados dendrogramas
para cada género, e pode-se verificar que os isolados de Beauveria apresentaram maior
similaridade entre seus isolados, oito com mais de 50% de similaridade. Os isolados de
Metarhizium apresentaram grande variabilidade genética, somente trés destes isolados
apresentaram mais de 50% de similaridade. Embora tenha sido identificada a formacédo de
agrupamentos, para ambos o0s géneros, e em alguns casos com similaridade superior a
70%, observou-se alta variabilidade genética entre os isolados de fungos

entomopatogénicos.

Termos para indexacao: Beauveria, Metarhizium, similaridade genética, RAPD.
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Genetic variability of entomopathogenic fungi isola tes in soils of agricultural and

natural habitats

Abstract - The aim of this work was to evaluate the genetic variability through RAPD markers
of 19 isolates of Beauveria and 13 of Metarhizium collected in two different habitats
(agricultural and natural), three meso state of Sergipe (semiarid, agreste, east) and two
seasons (dry and wet). Fifteen primers of RAPD were selected for this analysis, which
generated a total of 179 bands for Beauveria isolates with 60.8% of polymorphism. For
Metarhizium was generated a total of 131 bands of which 26.7% were polymorphic.
Dendrograms for each gender was generated, and could be seen that Beauveria isolates
showed greater similarity between their isolates, eight with more than 50% of similarity. The
Metarhizium isolates showed high genetic variability, only three of this isolates showed more
than 50% of similarity. Although groups has been formed, for both genders, and in some
cases with similarity higher than 70%, there was a high genetic variability among isolates of

entomopathogenic fungi.

Index terms: Beauveria, Metarhizium, genetic similarity, RAPD.

Introducéo

Os aspectos ecologicos e a biodiversidade das comunidades de organismos
presentes nos agroecossistemas sdo importantes para o estudo do controle biolégico de
pragas. Os fungos entomopatogénicos, que formam a microbiota de ecossistemas com
caracteristicas espaciais diferentes, fornecem informacBes sobre o0s gendtipos
representantes da populacdo e a forma de interacao entre eles, com os hospedeiros e com
0 meio ambiente (Meyling e Eilenberg, 2007). Os fungos anamorfos Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin da ordem Hypocreales
(Ascomycota) sdo inimigos naturais de um grande numero de artrépodes e apresentam
distribuicdo cosmopolita (Roberts e St. Leger, 2004; Enkerli et al., 2005).

A selecéo de gendtipos de fungos eficazes para programas de controle microbiano e
a compreensao de fatores que controlam a epizootia € importante para conhecer como as
populacdes estdo genéticamente representadas (Inglis et al., 2008). Diversos estudos estédo
sendo desenvolvidos com o0 objetivo de agrupar e identificar isolados de fungos
entomopatogénicos em relagdo a diversidade genética e sua origem: isolados do mesmo
local de origem (Fernandes et al., 2006; Inglis et al., 2008); isolados de locais diversos

(Fernandes et al., 2009; Freed et al., 2011), entomopatdégenos isolados da mesma espécie
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de artropode-hospedeiro (Neuvéglise et al., 1997; Reber e Chapuisat, 2012 ), isolados de
habitats semelhantes (Bidochka et al., 2002; Ouveley et al., 2009).

Técnicas de biologia molecular tem sido Uteis para avaliar a diversidade genética
entre isolados de fungos entomopatogénicos, dentre elas técnicas baseadas em PCR, como
microssatélites ou SSR (Dalleau-Clouet et al.,, 2005) e RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA) (Castrillo et al., 2003), além de AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Devi et al., 2006), e outras técnicas que ndo utilizam PCR, como a analise
isoenzimatica (St Leger et al., 1992), ou ainda, combinacfes desses métodos (Fernandes et
al., 2009).

O RAPD é uma técnica baseada na PCR, em que um primer com uma sequéncia
arbitraria de nucleotideos, pode amplificar o DNA gendmico sem a necessidade de
conhecimento prévio da das bases do DNA alvo (Baumann et al., 2003). O polimorfismo em
RAPD é resultado de mudancas na sequéncia do DNA que inibem a ligacdo do primer ou
pela interferéncia na amplificacdo em determinado iniciador para alguns individuos, assim
alguns marcadores podem ser detectados em um individuo e em outro ndo (Semagn et al.,
2006). Desta forma, o polimorfismo genético € de natureza binaria, ou seja, 0 segmento
amplificado estara presente ou ausente no gel (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Baumann et
al., 2003).

A técnica PAPD possibilita o estudo da variabilidade ou polimorfismo genético,
caracterizacdo dos isolados de fungos de uma mesma espécie, dentre outros. Além do
menor custo quando comparado a outras técnicas, apresentam menor nimero de etapas,
reduzindo o tempo para obtengéo dos resultados, além de exigir pouco material genético e
de serem livres de interferéncias ambientais (Ferreira e Grattapaglia, 1998). No entanto,
sugere-se que 0 RAPD seja associado a outra técnica, que pode ser o estudo da morfologia
do fungo, afim de se obter um resultado mais consistente sob o aspecto da agregacéo
genética e das caracteristicas do organismo.

Portanto, esse estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de isolados
de Beauveria spp. e Metarhizium spp., provenientes de trés mesorregies de Sergipe,
através da técnica molecular RAPD, associando aos resultados as informacdes relativas a

origem, habitat, periodo e método de coleta dos fungos.

Materiais e Métodos

As atividades foram realizadas nos Laboratérios de Controle Biolégico e Biologia
Molecular, da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, SE. Os fungos

entomopatogénicos foram coletados em trés mesorregides do estado de Sergipe e estdo
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conservados em micoteca. Foram avaliados 19 isolados pertencentes ao género Beauveria

e 13 isolados pertencentes ao género Metarhizium, identificados em relagéo a regido onde

foram coletados, ao periodo e o habitat (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo de isolados dos géneros Beauveria spp. e Metarhizium spp. de acordo

com a regido, periodo e habitat.

Isolados Regido Periodo Habitat
Beauveria 1 Sertéo Seco Mata
Beauveria 2 Leste Umido Mata
Beauveria 3 Agreste Seco Mata
Beauveria 4 Leste Umido Agricola
Beauveria 5 Sertéo Seco Mata
Beauveria 6 Leste Seco Mata
Beauveria 7 Leste Umido Mata
Beauveria 8 Sertdo Seco Agricola
Beauveria 9 Leste Umido Mata

Beauveria 10 Sertdo Seco Mata

Beauveria 11 Agreste Umido Mata

Beauveria 12 Leste Umido Agricola

Beauveria 13 Sertdo Seco Mata

Beauveria 14 Sertdo Seco Mata

Beauveria 15 Agreste Umido Mata

Beauveria 16 Sertdo Seco Mata

Beauveria 17 Agreste Umido Mata

Beauveria 18 Agreste Umido Agricola

Beauveria 19 Agreste Seco Mata

Metarhizium 1 Agreste Umido Mata

Metarhizium 2 Agreste Umido Agricola

Metarhizium 3 Agreste Seco Agricola

Metarhizium 4 Agreste Umido Agricola

Metarhizium 5 Agreste Seco Mata

Metarhizium 6 Agreste Seco Agricola

Metarhizium 7 Sertdo Seco Agricola

Metarhizium 8 Leste Umido Mata

Metarhizium 9 Agreste Seco Agricola
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Metarhizium 10 Leste Umido Mata
Metarhizium 11 Agreste Seco Agricola
Metarhizium 12 Leste Seco Mata
Metarhizium 13 Agreste Umido Mata

Para obtencdo do micélio, os fungos entomopatogénicos foram repicados em placas
de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar). ApGs a inoculacdo, as
placas foram mantidas em camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma
temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e escotofase de 24 horas por um
periodo de dez dias.

ApOs o crescimento das colbnias e a esporulagdo de cada fungo, os conidios foram
transferidos junto com o meio com o auxilio de um vazador (5 mm) para erlenmeyers
contendo 100 mL de meio liquido (2,5 g.L'l de extrato de levedura; 10 g.L'l de dextrose; 2,5
g.L™ de peptona e 500 mg.L™ do antibiético cloranfenicol). Os erlenmeyers foram colocados
em uma mesa agitadora a 150 rpm, a uma temperatura de 25+1°C no escuro, durante cinco
dias para producdo de micélio, constituindo-se no inéculo para extracdo do DNA. Apds o
crescimento do fungo, o meio liquido foi filtrado em bomba de vacuo para obtencéo do micélio
gue foi seco em camera de fluxo laminar e armazenado em freezer a -20°C.

Aproximadamente 1 g do micélio foi utilizado para extracdo do DNA com o DNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen, Canada), seguindo o protocolo do fabricante. As amostras de DNA
obtidas foram quantificadas em espectofotdbmetro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific) e
as concentracfes de uso foram ajustadas a 20 ng/uL.

Para amplificacdo do DNA foram utilizados inicialmente 22 primers RAPD para todas
as amostras de DNA (Tabela 2). As reacBes de amplificacdo foram feitas em um volume
final de 20 uL contendo: 20ng de DNA, 1 pL do iniciador (0,5 uM) , 12,4 uL de agua ultrapura
esterilizada, 2 pL de tampao 10x, 0,40 puL de dNTP (10 mM), 1U de Tag DNA polimerase
(Neo Taq).

Tabela 2. Relacdo dos primers utilizados no RAPD e avaliados para Beauveria e

Metarhizium.
Primers Sequéncia 5' - 3' Primers Sequéncia 5' - 3'
A0l CAGGCCCTTC A 19 CAAACGTCGG
A 02 TGCCGAGCTG B 01 GTTTCGCTCC
A 03 AGTCAGCCAC B 02 TGATCCCTGG

A 04 AATCGGGCTG B 03 CATCCCCCTG
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A 05 AGGGGTCTTG B 09 TGGGGGACTC
A 10 GTGATCGCAG B 11 GTAGACCCGT
All CAATCGCCGT Cc 02 GTGAGGCGTC
A12 TCGGCGATAG D 02 GGACCCAACC
A 15 TTCCGAACCC F 02 GAGGATCCCT
A 16 AGCCAGCGAA HO01 GGTCGGAGAA
A1l7 GACCGCTTGT I 02 GGAGGAGAGG

O material foi amplificado em um termociclador AxygendJ programado para uma
desnaturacgéo inicial a 96°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 36°C por 45 segundos e extenséo a 72°C por 45 segundos, seguidos
por uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. O material amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% e TBE 1X, por 50 minutos a 100 V e corados em brometo de
etideo. Os géis foram fotodocumentados com o equipamento Loccus L-pix HE (Loccus
Biotecnologia, Brasil) para posterior analise.

Os dados obtidos a partir dos géis de RAPD foram analisados e convertidos em
variaveis binarias, onde o numero “1” (um) significa a presenca da banda do DNA do fungo e
0 numero “0” (zero) a auséncia. Esta matriz binaria foi analisada pelo software DARwin, que
gerou uma matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de JACCARD (Sneath e Sokal,
1973). A partir dos dados desta matriz foi construido um dendograma pelo método de

agrupamento UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetical averages).
Resultados e Discussao
Utilizando como parametro a presenca de bandas mais fortes e bem definidas, foi
verificado que dos 22 primers inicialmente amplificados 15 registraram bandas que

permitiram a analisar o registro da presenca de DNA (Tabela 3).

Tabela 3. Iniciador, nimero de fragmentos polimoficos (NFPB e NFPM) e o numero total de

fragmentos (NTFB e NTFM),para Beauveria e Metarhizium, respectivamente.

Iniciador NFPB NTFB NFPM NTFM
A 01 05 14 09 19
A 03 05 08 04 05
A 04 08 12 00 03

A 05 10 21 06 12
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A 10 09 16 10 17
All 06 06 06 11
A1l2 09 11 04 04
A 15 06 10 07 07
A 16 07 09 03 06
A 19 11 18 03 06
B 01 05 14 02 05
B 02 00 01 04 06
B 11 12 15 02 04
D 02 10 11 06 16
F 02 06 13 09 10
Total 109 179 75 131

A partir dos 15 primers selecionados, foram obtidos 179 produtos de amplificacdo
para os isolados de Beauveria spp., 0os quais forneceram uma média de 12,78 fragmentos
por primer, destes 109 foram polimérficos. O maior nimero de fragmentos polimérficos foi
registrado com o primer B-11 (com 12 bandas polimérficas), enquanto que com o primer B-
02 néo foi verificado polimorfismo. Para os isolados de Metarhizium spp. foram obtidos 131
produtos de amplificacdo, com uma média de 9,36 fragmentos por primer, 0 maior nimero
de fragmentos polimdrficos foi encontrado com o primer A-10 (com 10 bandas polimérficas),
ja com primer A-04 foi detectado apenas bandas monomoérficas.

A andlise do dendrograma gerado para os 19 isolados de Beauveria spp. (Figura 1)
evidenciou a formacdo de trés grupos distintos, sendo um grupo formado por um Unico
isolado e os dois grupos formados pelos demais isolados.

Os maiores indices de similaridade foram observados entre os isolados Beauveria 6
e Beauveria 8, com cerca de 75% de similaridade, ambos coletados em diferentes regibes e
habitats, porém coletados no mesmo periodo do ano (seco), ja os isolados Beauveria 13 e
Beauveria 16 apresentaram similaridade de cerca de 68%, sendo ambos isolados em
condigbes bastante semelhantes (sertdo/seco/mata). Em um dos grupos, formado por 07
isolados, todos foram provenientes de &rea de mata, a excecdo do isolado Beauveria 18
(agricola) e se apresentaram dentro de uma faixa de similaridade de 15 a 68%. Com o grupo
formado por 11 isolados n&o foi observada uma correlagdo da sua origem com o
agrupamento e se apresentaram dentro de uma faixa de similaridade que variou de 30 a
75%. O isolado Beauveria 15 ndo apresentou similaridade a nenhum outro deste trabalho.

Pela analise do dendrograma foi possivel observar que a regido e o periodo nédo

determinaram a formac&do dos grupos, exceto para os isolados de Beauveria 10, 13, 14, 16,
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17 e 19 que foram coletados no mesmo habitat (mata), estes se agruparam mesmo
apresentando ampla faixa de similaridade genética, entre 18 e 67%.

Mendonca et al. (2012), verificando a variabilidade genética através de RAPD entre
11 isolados de Beauveria bassiana dos quais 8 foram originarios de Sergipe, observaram
uma média de 38,6% de similaridade, mostrando assim diversidade genética entre 0s

isolados, sendo que maior indice de similaridade foi de 74%.
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Figura 1. Dendograma de similaridades entre 19 acessos de Beauveria spp., para analise

de RAPD, baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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Berreta et al. (1998) detectaram alta similaridade genética entre amostras de B.
bassiana da Argentina e do Brasil isoladas de espécies de hospedeiros diferentes e
sugeriram que ndo houve correlacdo com a origem geografica ou do hospedeiro dos
isolados. Pires (2002) detectou variabilidade genética entre as linhagens de B. bassiana,
com nivel de similaridade em torno de 70%, no entanto ndo detectou correlacdo entre
grupos de similaridade e hospedeiro ou origem geogréfica.

Ferri et al. (2012) avaliaram a variabilidade genética de isolados de B. bassiana
obtidos em diversas regides do Brasil e encontraram 92% de bandas polimorficas,
verificando a formacdo de dois grupos de isolados mas nao verificou-se correlacdo entre
eles e os locais de origem. Carneiro et al. (2008) avaliaram isolados de Beauveria spp. e
através de RAPD verificaram que 20 entre 24 isolados de foram agrupados de acordo com o
inseto hospedeiro e com a patogenicidade contra a lagarta-do-cartucho do milho, a alta
similaridade entre eles é justificada devido a reproducdo assexuada desse fungo e por os
isolados serem provenientes da mesma regiao.

O dendrograma obtido com os 13 isolados de Metarhizium spp. mostrou a formacao
de dois grupos, um deles com dois isolados e no outro grupo a formacéo de trés subgrupos
(Figura 2).
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Figura 2. Dendograma de similaridades entre 13 acessos de Metarhizium spp., para analise

de RAPD, baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard.

Os dois isolados que se agruparam com maior afastamento genético foram os

isolados Metarhizium 11 e 12, ambos isolados no mesmo periodo (seco), mas de regibes e

habitats diferentes. Apesar do agrupamento, estes isolados apresentaram baixa similaridade

genética, menos de 20%. Todos os isolados do outro grupo apresentaram uma similaridade

genética entre 20 e 60%, a excecdo dos isolados de Metarhizium 2 e 13 que foram

provenientes do mesmo local e periodo, apresentando cerca de 75% de similaridade

genética. Dentro desse agrupamento foi observado que um dos subgrupos apresentou os

cinco isolados provenientes da regido agreste, no entanto, houveram outros da regido
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agreste ndo agrupados, indicando que podem haver isolados de espécies diferentes dentro
de uma mesma regiéo.

Magalhdes et al. (2003) caracterizou um isolado de Metarhizium anisopliae var.
acridum do Peru e o comparou com trés isolados da mesma espécie, do Brasil, por RAPD e
encontrou similaridade genética entre eles. Macedo (2005) avaliou vinte isolados de
Metarhizium spp que apresentaram um nivel de 72,5% de similaridade, concluindo que essa
alta similaridade indicava que os isolados seriam da mesma espécie, mas que nado havia um
padréo-especifico de agrupamento entre aqueles oriundos da mesma regido ou hospedeiro.
No entanto, Velasquez et al. (2007) verificaram alta diversidade entre 350 isolados de
Metarhizium spp. da regido centro-sul do Chile, apresentado cerca de 41% de similaridade,
0 que levou a conclusdo de que a diversidade ndo estava associada a origem geografica
dos isolados.

RAPD demonstrou ser uma ferramenta rapida e segura para detectar diversidade

genética entre fungos entomopatogénicos, do mesmo género, que estejam relacionados.

Conclusbes

1. O uso de RAPD e a correlagdo com os dados de origem foram suficientes para verificar
a diversidade genética dos isolados de fungos entomopatogénicos

2. Os isolados Beauveria 6 e 8 foram os que apresentaram maior similaridade genética
(75%), ambos coletados no periodo seco.

3. N&o houve correlagédo entre a regido, periodo de coleta e habitat com a presenca dos
isolados obtidos de Beauveria.

4. Nove entre treze isolados de Metarhizium foram da regido agreste, no entanto houve alta
variabilidade genética entre eles.

5. Os isolados Metarhizium sp2 e spl3 foram o0s que apresentaram maior similaridade
genética (72%).
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3. Conclusodes Gerais

O numero de isolados e géneros de fungos entomopatogénicos encontrados nas
diferentes regibes estudadas do estado de Sergipe sugere a ocorréncia natural desses
microrganismos nesse ambiente e uma visdo da diversidade de fungos com potencial para
ser usado no controle bioldgico de artropode-praga.Os géneros predominantes em solos das

regides estudadas foram Beauveria, Metarhizium e Isaria.

Considerando os fatores que influenciam a ocorréncia dos entomopatégenos no
ambiente, houveram isolados de fungos entomopatogénicos nas trés regibes, sertdo,
agreste e leste, como nos dois periodos avaliados, seco e umido. Assim esses isolados
podem ser Uteis em regibes com alta incidéncia de radiacdo UV e baixa umidade,
caracteristicas tipicas do nordeste brasileiro. A ocorréncia de fungos patogénicos a insetos
também foi observada tanto em habitats naturais, quanto em habitats agricolas. O fatores
referente as caracteristicas do solo, pH, quantidade de matéria organica e argila influencia
na presenca dos entomopatdgenos, favorecendo alguns individuos a depender das

condicoes.

Através da técnica molecular RAPD, a diversidade dos fungos dos géneros
Beauveria e Metarhizium foi investigada. Os isolados dos dois géneros apresentaram vasta
variabilidade genética, entretanto ndo foi observada uma correlacdo entre a origem dos

isolados e a similaridade genética entre eles.

Torna-se necessario a continuacdo dos estudos a partir dos isolados obtidos o
presente trabalho, estendendo o conhecimento sobre eles, a fim de possivelmente
selecionar individuos promissores para o controle biolégico de pragas compativeis com as

peculiaridades climaticas de Sergipe.
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