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OCORRÊNCIA, DISTRIBUIÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE FUNGOS  

ENTOMOPATOGÊNICOS EM SOLOS NATURAL E CULTIVADO 

 

 

RESUMO - Esse estudo objetivou avaliar a ocorrência e diversidade de fungos 

entomopatogênicos em Sergipe, considerando os fatores que afetam a sua 

distribuição. A análise foi realizada através de amostras de solos obtidas nas três 

mesorregiões que dividem o estado, em dois períodos de coleta, compreendendo uma 

estação seca e uma úmida, e em dois diferentes habitats (agrícola e natural). 

Parâmetros como pH, matéria orgânica e argila do solo foram considerados nas 

análises. Para o isolamento do fungo do solo foram utilizados dois métodos, solução 

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 presença de fungos entomopatogênicos. 

Os fungos isolados foram pertencentes aos gêneros Beauveria, Metarhizium e Isaria, 

da ordem Hypocreales. Verificou-se que os fatores referentes ao local de amostragem 

do solo (região, período e habitat) não mostraram diferenças significantes quanto as 

suas variáveis em relação à presença de fungos entomopatogênicos, diferente dos 

fatores do solo (pH, quantidade de matéria orgânica e argila) que mostraram 

significância. Os isolados foram submetidos a uma análise 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 construídas 

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 gêneros. 

Nesse trabalho, isolou-se fungos entomopatogênicos que podem ser úteis para o 

controle biológico na agricultura por tratar-se de isolados que apresentam certa 

persistência em condições adversas de temperatura, umidade e radiação UV. 

 

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

 

O controle biológico natural de insetos-pragas é considerado um valoroso serviço 

ambiental (Losey e Vaughan, 2006), no entanto, a intensificação das práticas agrícolas nos 

agroecossistemas vem afetando a ocorrência e, consequentemente, a ação de inimigos 

naturais (Crowder et al., 2010). Segundo Jabbour et al. (2011), a riqueza de espécies de 

entomopatógenos e a conservação da sua biodiversidade podem fornecer benefícios 

adicionais ao controle microbiano de pragas. 

O ambiente natural desses microrganismos é o solo já 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 ocorrência em 

agroecossistemas (Medo e Cagán, 2011). Os entomopatógenos estão distribuídos 

geralmente de maneira heterogênea no solo, nos cadáveres de insetos ou próximo deles, 

assim quanto mais amostras de solo forem reunidas, maior é a frequência do isolamento e 

sugere-se que as amostras sejam limitadas da superfície até uma profundidade 10-15 cm da 

zona de matéria orgânica e/ou horizonte A (Inglis et al, 2012). 

Fungos entomopatogênicos isolados do inseto-hospedeiro ou do solo e que 

apresentem potencial no controle de pragas muitas vezes são usados em formulações 

comerciais. No entanto, o sucesso dos bioinseticidas depende da sua habilidade de infectar 

e matar seu hospedeiro, persistir no ambiente e fornecer proteção em longo prazo (Medo e 

Cagán, 2011). Para utilização dos fungos como agentes entomopatogênicos deve-se 

considerar a disponibilidade e o custo da aquisição de cepas em bancos de germoplasmas, 

além de verificar a regulação para introduzir espécies exóticas no ambiente, portanto é 

importante explorar o ambiente local para detectar cepas fúngicas promissoras e virulentas 

in situ (Sánchez-Peña et al., 2011). 

A ocorrência natural e a distribuição de fungos entomopatogênicos, assim como os 

fatores que podem afetar sua persistência no ambiente, como localização geográfica, tipo de 

habitat, condições climáticas e fatores referentes ao solo (pH, umidade, classe textural) tem 

sido objetivo de estudos em diversos países (Chandler et al., 1997; Meyling e Elienberg, 

2006; Galán-Franco et al., 2011).  

Com base no exposto, o objetivo desse estudo foi investigar a ocorrência e distribuição 

de fungos entomopatogênicos em solos do estado de Sergipe, em diferentes regiões 

(sertão, agreste e litoral), períodos (seco e úmido) e habitats (agrícola e natural). 

Adicionalmente avaliou-se o efeito dos fatores relativos ao solo (pH, quantidade de matéria 

orgânica e argila) sobre esses microrganismos. Os isolados foram submetidos à análise de 

variabilidade genética através da técnica molecular RAPD. Pretende-se com esse trabalho 
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formar um banco de fungos entomopatogênicos, fornecendo possibilidades para um futuro 

programa de seleção de isolados.  

 

2. Referencial Teórico 

 

2.1. Biodiversidade de fungos entomopatogênicos 

 

Biodiversidade ou diversidade ecológica pode ser definida como a variabilidade entre 

os seres vivos, incluindo a variação genética dentro e entre populações e o número de 

espécies e as diferenças entre os ecossistemas que as abrigam (Saccaro, 2011). Jabbour et 

al., (2011) observaram, em outros estudos, que o incremento da biodiversidade ajuda em 

muitos processos ecossistêmicos de importância ecológica e sócio-econômica, tais como 

controle biológico, resistência à invasão e resiliência a distúrbios. Contudo são relativamente 

poucos os trabalhos que tratam da diversidade dos patógenos (Crowder et al., 2010). Kirk et 

al. (2004) afirmaram que o conhecimento da diversidade microbiana é limitado pela pouca 

capacidade de se estudar os microrganismos presentes no solo.  

Para conhecer a ecologia das populações dos fungos, os estudos devem ser feitos 

com coletas em escala local mas considerando as diferenças espaciais dento do 

ecossistema. Os isolados serão representantes genotípicos que potencialmente interagem 

com a população de hospedeiros, uns com os outros e com o ambiente dentro das 

condições de campo (Meyling e Eilenberg, 2007) 

O solo constitui um importante reservatório para diversidade de fungos 

entomopatogênicos, inclusive muitas espécies pertencentes à ordem Hypocreales 

(Ascomycota) habitam o solo por um período significante do seu ciclo de vida, quando não 

estão parasitando o seu artrópode-hospedeiro (Keller e Zimmerman, 1989). Portanto, 

diversos fatores como a localização geográfica, clima, habitat, altitude, pH do solo, 

quantidade de matéria orgânica impactam a presença das espécies fúngicas e a resposta de 

cada espécie a estas condições (Medo e Cagán, 2011). 

Segundo Queseda-Moraga et al., (2007), o isolamento de fungos entomopatogênicos 

do solo é essencial para avaliar a biodiversidade desses microrganismos de ocorrência 

natural em determinada região e para fornecer agentes com potencial para serem usados 

em programas de controle biológico de pragas. Ainda afirmam que o conhecimento dos 

parâmetros que determinam a diversidade e a distribuição dessas espécies no solo ajudaria 

a identificar quais delas melhor se adequam a um determinado ambiente, tornando mais 

eficaz o controle biológico. 
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Estudos da biodiversidade de fungos entomopatogênicos são 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 Cagán, 2011). Meios de cultura seletivos, que impedem ou reduzem o 

crescimento de contaminantes, também são frequentemente usados para isolar fungos 

entomopatogênicos do solo (Doberski e Tribe, 1980; Liu et al., 1993; Freed et al., 2011). 

Diversos estudos vêm sendo conduzidos buscando isolar e caracterizar linhagens mais 

eficientes ao controle de pragas com o objetivo de explorar a biodiversid ade dos principais 

gêneros da ordem Hypocreales de fungos entomopatogênicos: 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 gêneros em um 

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

  

2.2. Fatores que afetam os fungos entomopatogênicos  no solo 

 

O conhecimento dos fatores que controlam a ocorrência e abundância de fungos 

entomopatogênicos, a partir de uma perspectiva ecológica, fornece uma visão do que ocorre 

quando cepas de controle microbiano são liberadas no meio ambiente e pode ajudar a 

promover novas estratégias de exploração das populações naturais para conservação do 

controle biológico (Inglis et al., 2008). 

Para a elucidação desses fatores, o solo se torna útil pois é considerado um excelente 

ambiente para os fungos entomopatogênicos pela proteção contra radiação UV e outros 

fatores adversos (Keller e Zimmerman, 1989). As altas temperaturas podem alterar as 

funções metabólicas e fisiológicas dos fungos, ocasionando mudanças na estrutura das 

moléculas e na ação enzimática (McCaig et al., 2001). Portanto, a radiação UV com 

irradiação direta da luz solar reduz a viabilidade dos conídios no campo e, 

consequentemente, o sucesso no controle microbiano de insetos (Santos et al., 2011). 

A temperatura pode ser limitante para a maioria dos entomopatógenos já que os 

microrganismos não possuem mecanismos biológicos para se defender de grandes 

variações de temperatura, afetando o seu metabolismo em geral (Alves e Lecuona, 1998). 

Fernandes et al. (2008) observaram que fungos entomopatogênicos isolados em regiões 

mais distante da região equatorial apresentam uma maior germinação em condições frias 

quando comparada aos fungos isolados em regiões equatoriais. Adicionalmente, isolados 

encontrados próximo a linha do Equador são mais tolerantes a radiação UV (Braga et al., 

2001). 
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Em ambientes tropicais e subtropicais, a matéria orgânica presente no solo tem 

importância como fonte de nutrientes, na retenção de cátions, complexação de elementos 

tóxicos e de micronutrientes, infiltração ou retenção de água, aeração e estabilidade da 

estrutura do solo, além de atuar como fonte de carbono, nitrogênio, enxofre e outros para 

organismos heterotróficos presentes no solo (Bayer e Mielniczuk, 2008). A água que é um 

importante fator na migração ou movimentação do patógeno e seu hospedeiro, na forma de 

chuva auxilia na movimentação nos diferentes tipos de solo e na distribuição dos conídios, 

influenciando a eficiência do fungo entomopatogênico como agente de controle microbiano 

(McCoy et al., 1992).  

Segundo Meyling et al. (2011), o conhecimento da ocorrência espaço-temporal de 

fungos entomopatogênicos presentes abaixo e acima do solo de campos agrícolas é 

importante para identificar os nichos ecológicos dos fungos dentro do agroecossistema e 

para avaliar táxons com potencial para controle de pragas. Esses autores não observaram 

diferença entre as comunidades de fungos entomopatogênicos presentes no solo, entre os 

sistemas convencional e orgânico, no entanto, no sistema convencional foram observados 

mais artrópodes infectados em comparação ao orgânico. No entanto, Klingen et al. (2002) 

observaram uma ocorrência maior de fungos patogênicos a insetos em solos de cultivo 

orgânico.  

Keller e Zimmermann (1989) sugeriram que a movimentação dos conídios de fungos 

entomopatogênicos difere de acordo com a composição de cada tipo de solo. A composição 

do solo e a água afetam a persistência e a ocorrência dos fungos patogênicos a insetos, 

solos arenosos favorecem a perda de conídios pela lixiviação (Quesada-Moraga et al., 

2007), enquanto que solos com maiores teores de silte e argila favorecem a manutenção 

desse entomopatógenos devido à adsorbância dos conídios nas partículas de argila (Inglis 

et al., 2001). 

A maioria dos fungos são tolerantes às variações de pH do solo e podem se 

desenvolver em uma ampla faixa, no entanto, a acidez do solo pode favorecer o 

desenvolvimento de alguns táxons (Standing e Killham, 2007). Inclusive, Medo e Cagán 

(2011) encontraram significante correlação entre o pH do solo e a presença dos fungos 

entomopatogênicos Metarhizium anisopliae, isolados predominantemente em solo alcalinos, 

Beauveria bassiana e Isaria farinosa, em solos ácidos. Valores de pH maiores de 8,5 

desfavorecem o isolamento de espécies fúngicas em geral, propondo que os fungos 

apresentam maior tolerância à acidez do que à alcalinidade do solo (Foth, 1984). 

 

2.3. Caracterização de fungos entomopatogênicos 
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A identificação da maioria dos fungos entomopatogênicos depende da observação das 

características morfológicas sendo facilmente identificados, com relativa experiência, os 

gêneros dos entomopatógenos mais comuns e em alguns casos chega-se até a espécie, 

mas para isso é fundamental a confirmação de características microscópicas essenciais 

(Humber, 2012). 

 Nesse contexto, os métodos moleculares são uma poderosa ferramenta que facilitam 

a detecção, a identificação/caracterização, e/ou quantificação dos fungos, além de 

permitirem uma identificação direta, detecção e análise das características genéticas que 

não são possíveis diretamente quando usados os métodos morfológico, fisiológico e 

bioquímico (Inglis et al., 2012). 

Em 1983, Hary Mullis desenvolveu uma técnica, conhecida por PCR (reação em 

cadeia de polimerase), que possibilitou amplificar regiões do DNA e comparar o tamanho 

dos fragmentos amplificados entre diferentes linhagens e espécies de fungos. Essa técnica 

envolve uma síntese enzimática in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de 

DNA, na presença da enzima DNA polimerase, e a reação se baseia no anelamento e 

extensão enzimática de um par de oligonucleotídeos utilizados como primers que delimitam 

a sequência de DNA de fita dupla alvo na amplificação (Ferreira e Grattapaglia, 1995). 

Dentre as técnicas baseadas no PCR, diversos trabalhos utilizam RAPD para 

diferenciação de espécies ou linhagens de fungos patogênicos para invertebrados (Driver et 

al., 2000; Dalzoto et al, 2003; Velásquez et al., 2007). Essa técnica não necessita do 

conhecimento prévio das sequências de nucleotídeos que compõe as extremidades do 

fragmento de DNA de interesse, sendo assim, fragmentos de DNA são amplificados no 

genoma através do uso de oligonucleotídeos simples, de sequencias arbitrárias, que são 

utilizados como primers (Sosa-Gómes et al., 1998).  Portanto, RAPD é considerado uma 

excelente ferramenta para identificação de espécies e isolados, ajudando na estimativa da 

variabilidade genética entre eles e na construção de dendogramas (Osborník et al., 2000), 

além de ser mais simples e barata quando comparada com outras técnicas moleculares. 

As técnicas moleculares estão mais modernas e precisas, o sequenciamento de genes 

do DNA ribossomal (rDNA) ou do DNA mitocondrial (mDNA) oferecem resultados seguros 

sobre aspectos taxonômicos e filogenéticos para fungos entomopatogênicos (Rehner e 

Bluckey, 2005; Rehner et al., 2011; Bischoff et al., 2006), sendo as regiões do rDNA 

bastante utilizadas para identificação e diferenciação dos isolados (Galán-Franco et al., 

2011; Garrido-Jurado et al., 2011). As regiões 18S e 28S são mais conservadas e podem 

ser usadas na diferenciação de gênero e espécies, enquanto que as regiões ITS (Internal 

Transcribed Spacer) e IGS (Intergenic Spacer) acumularam maior variabilidade e são 
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usadas na diferenciação de espécies ou isolados dentro de uma mesma espécie (Esteve-

Zarzoso et al., 1999). 
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CAPÍTULO I 

 

FATORES QUE AFETAM A OCORRÊNCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGÊNICOS EM 

SOLOS NATURAL E CULTIVADO 

 

RESUMO - Os fatores que afetam a ocorrência de fungos entomopatogênicos, nas três 

mesorregiões de Sergipe em função da sazonalidade e do habitat, foram avaliados a partir 

de amostras de solo coletadas. Fatores relativos ao solo, como pH, matéria orgânica e 

argila, foram considerados. Para o isolamento dos entomopatógenos, foram utilizados dois 

métodos, inseto-isca e meio de cultura seletivo. Do total de amostras, 41,7% foram 

consideradas positivas quanto à presença de fungos entomopatogênicos, com a 

predominância dos gêneros Beauveria, Metarhizium e Isaria. O pH do solo afetou a 

ocorrência dos fungos entomopatogênicos, predominantemente na faixa de 5,1 a 7 de pH. A 

matéria orgânica também influenciou a presença de fungos entomopatogênicos, com menor 

ocorrência em solos com menos de 0,7% de matéria orgânica. O solo das amostras foi 

predominantemente arenoso, influenciando na ocorrência dos entomopatógenos, que foram 

isolados em sua maioria de solos com baixos índices de argila. Os microrganismos foram 

observados nas três mesorregiões, não influenciando a ocorrência deles no solo. Os 

isolados do gênero Metarhizium foram predominantes no período seco, entretanto o período 

de coleta não influenciou a ocorrência de fungos entomopatogênicos mesmo que os 

entomopatógenos tenham ocorrido com maior frequência no período seco. O tipo de habitat 

(natural ou agrícola) não influenciou na ocorrência dos entomopatógenos, entretanto os 

isolados do gênero Beauveria foram mais frequentes em habitat natural. Os resultados 

demonstraram a ocorrência natural de fungos entomopatogênicos em solo no estado de 

Sergipe. 

Palavras-chaves: Controle biológico, 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 
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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. 

 

Introdução 

 

O conhecimento da composição e distribuição das espécies de fungos presentes no 

solo é importante para que a população 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 populações de herbívoros, que também podem ser 

afetadas pela abundância 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 entomopatogênicos, onde 

depositam seus esporos infectivos e permanecem durante determinadas fases do seu ciclo 

de vida (Medo e Cagán, 2011). Muitas atividades antropogênicas, como desenvolvimento 

das cidades, agricultura, uso de pesticidas e poluição, podem afetar potencialmente a 

atividade microbiana do solo, no entanto, é desconhecido como as mudanças na 

diversidade microbiana afetam os ecossistemas presentes no solo, havendo, portanto, a 

necessidade de mecanismos confiáveis e precisos para estudar os microrganismos nesse 

ambiente (Kirk et al., 2004). 
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Diversos fatores afetam a persistência dos fungos entomopatogênicos no ambiente, 

tais como, localização geográfica, clima, habitat, altitude e pH do solo, além da presença de 

matéria orgânica  e a resposta de cada espécie a esta variedade de condições (Medo e 

Cagán, 2011). Além disso determinados fatores ambientais, como temperatura, umidade e 

chuva, radiação e fotoperíodo, regulam a presença dos entomopatógenos no 

agroecossistema (Alves, 1998).  

Os patógenos naturalmente disponíveis constituem-se numa alternativa eficiente, 

econômica e duradoura para o controle das pragas agrícolas e domésticas (Alves, 1998). 

Segundo Gulsar Banu et al. (2004) os isolados fúngicos do próprio ambiente teriam 

compatibilidade ecológica com as pragas e o risco de impacto é reduzido nos organismos 

não alvo quando comparados com isolados exóticos. Isolamento, identificação e seleção 

são etapas importantes no desenvolvimento de um programa de controle microbiano de 

pragas. O isolamento de fungos entomopatogênicos em determinado ambiente é essencial 

para informar sobre a biodiversidade local  e fornecer um conjunto de agentes de controle 

biológico para ser conservado e utilizado dentro do agroecossistema para controle de 

pragas (Sevim et al., 2010). 

 O estado de Sergipe está subdividido em três mesorregiões, propícias ao estudo da 

diversidade de fungos entomopatogênicos. O sertão sergipano é caracterizado pela 

deficiência hídrica, em que a evapotranspiração é maior que a precipitação pluviomética, a 

vegetação predominante é a caatinga e o solo é bastante pedregoso. A precipitação declina 

de leste para oeste e a aridez é crescente também nesse sentido. A região agreste 

representa a faixa de transição entre o litoral e o sertão, sendo bastante caracterizada pela 

produção agrícola, além da presença da Mata Atlântica. O leste sergipano, representado 

pela região litorânea, é caracterizado por ser a mais úmida das três mesorregiões, 

apresenta a maior pluviosidade e em geral possui solo bastante arenoso, em alguns pontos 

com presença das várzeas. Em geral os solos são ácidos, havendo um declínio da acidez à 

medida que se aproxima das regiões áridas (Franco, 1983). 

Esse trabalho consistiu em avaliar o efeito dos fatores relativos ao solo (pH, matéria 

orgânica e argila) e da sazonalidade na ocorrência natural e na distribuição de fungos 

entomopatogênicos nas três mesorregiões do estado de Sergipe. E, consequentemente, 

isolar agentes de controle microbiano favorecendo posteriores trabalhos de seleção dos 

isolados potencialmente promissores.  
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Material e Métodos 

 

1. Caracterização das áreas de coleta e amostragem do solo  

 As amostras de solo foram coletadas nas três mesorregiões do estado de Sergipe, 

sertão, agreste e leste, sendo assim determinado pelo interesse nas peculiaridades dos 

parâmetros endafoclimáticos de cada uma delas. A amostragem foi realizada em duas 

diferentes estações, uma seca (meses de Fevereiro e Março) e uma úmida (meses de Julho 

e Agosto) (tabela 1), e em dois habitats, considerando o uso do solo, cultivado (área com 

produção agrícola) e natural (área conservada, sem histórico de agricultura). 

Tabela 1. Média da precipitação observada nas três mesorregiões de Sergipe relativa ao 

período seco e úmido de 2012. 

Região  Precipitação (mm)*  Precipitação (mm)**  

Sertão  32,75 78,5 

Agreste  51,1 73,9 

Leste  60,8 141,45 

Fonte: Secretaria de Estado do Meio Ambiente e dos Recursos Hídricos – SEMARH. 

*Média da precipitação observada no período seco nos meses de Fevereiro e Março. 

**Média da precipitação observada no período úmido nos meses de Julho e Agosto. 

 

 Em cada mesorregião foram estabelecidos quatro pontos de coleta para cada um 

dos habitats, com uma distância mínima entre eles de 2km. Em cada local de coleta foram 

escolhidos quatro pontos de amostragem, com dimensões de 1mx1m, onde foram coletadas 

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

A amostra foi obtida no horizonte A, após a retirada da vegetação superficial, a uma 

profundidade de 10 cm, utilizando-se de um amostrador cilíndrico com 2,8 cm de diâmetro 

que foi desinfestado todas as vezes que havia a mudança de ponto de coleta para evitar 

contaminação entre eles. Em seguida, foram armazenadas em sacos plásticos estéreis de 1 

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

Os pontos de amostragem foram identificados utilizando GPS (Global Positioning 

System). De cada ponto de coleta obteve-se uma amostra homogênea de todas as parcelas 

para as análises químicas e orgânicas do solo. De acordo com o resultado das análises, os 
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solos de cada ponto de coleta foram classificados de acordo com Ribeiro et al. (1999) e 

Sobral et al. (2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Geotecnologias Aplicadas – Embrapa Tabuleiros Costeiros. 

Figura 2. Localização dos pontos de amostragem de solo em três mesorregiões do estado 

de Sergipe.  

2. Isolamento de fungos entomopatogênicos do solo 

 

 Os experimentos foram desenvolvidos na Embrapa Tabuleiros Costeiros, 

Aracaju/SE, nos Laboratórios de Controle Biológico e Entomologia e na Escola Superior de 

Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq-USP), Piracicaba/SP, no Laboratório de Patologia e 

Controle Microbiano de Pragas.  

 

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

 

 

SERTÃO 

LESTE 

AGRESTE 
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A metodologia de isolamento dos fungos entomopatogênicos diretamente do solo foi 

adaptada de Goettel e Inglis (1997). Em laboratório, as amostras compostas de solo 

provenientes de cada local de coleta foram intensamente homogeneizadas por agitação 

manual durante 30 segundos antes de serem peneiradas com o auxílio 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 

suspensão em erlenmeyer com capacidade de 250mL contendo 90 mL de água destilada 

estéril a 0,01% de espalhaste adesivo (Tween 80®). Cada suspensão foi devidamente 

homogeneizada em agitador do tipo Vortex por um período de 30 segundos. Em seguida, 

foram realizadas três diluições em série (10-1, 10-2 e 10-3), que consistia na retirada de 1 mL 

da suspensão para ser diluída em 9 mL da solução de Tween 80® em tubos de ensaio. De 

cada diluição uma alíquota 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 solução foi 

espalhada de maneira uniforme utilizando-se uma alça de Drigalski estéril.  

Após a inoculação da solução de solo no meio de cultura, as placas permaneceram 

abertas por alguns minutos até a secagem parcial da solução e após este período as placas 

foram incubadas invertidas (com o fundo voltado para cima) em câmara climatizada 

(Biological Oxygen Demand – B.O.D) a uma temperatura de 25±1°C, umidade relativa de 

70±10% e escotofase de 24 horas de 5 a 7 dias.  

Após este período, as placas foram avaliadas quanto à presença e ao crescimento 

das colônias. Posteriormente, as características macroscópicas e microscópicas dos 

microrganismos foram avaliadas e os propágulos 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 ágar) até a obtenção de colônias puras, a exceção dos fungos saprófitos 

ou dos que não fossem de interesse. As amostras foram consideradas positivas quando 

confirmada a presença de ao menos uma colônia de entomopatógeno em alguma diluição 

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 plásticos transparentes 

de 500g, com tampas perfuradas, deixando 2cm livre até o topo.  

Dez larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) de 3º e 4º ínstares 

(aproximadamente quatro semanas após a eclosão), criadas no Laboratório de Entomologia 

da Embrapa Tabuleiros Costeiros, foram selecionadas e transferidas para a superfície do 
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solo presente nos potes plásticos, esses insetos foi utilizado como modelo para extração de 

fungos entomopatogênicos do solo. As amostras foram umedecidas com água destilada 

estéril, quando necessário, para a manutenção da umidade durante o período da avaliação. 

Os potes foram acondicionados em sala climatizada a 25±1ºC.  

A partir do 3º dia, após a inoculação dos insetos no solo, iniciaram-se as inspeções 

de larvas mortas, sendo este procedimento realizado a cada dois dias por um período de 

três semanas ou até que todas as larvas tivessem morrido. As larvas mortas passaram por 

um processo de esterilização superficial para prevenir o crescimento externo de fungos 

saprofíticos contaminantes. Para o processo de esterilização, as larvas foram mergulhadas 

por dois segundos em álcool 70%, posteriormente, em uma solução de hipoclorito de sódio 

a 10% e para remoção do cloro, foram lavadas com água destilada estéril. Posteriormente, 

foram colocadas individualmente em placas de Petri (60 x 15 mm) revestidas com papel filtro 

estéril umedecido em água destilada estéril, formando-se uma câmara úmida e favorecendo 

a esporulação de fungos entomopatogênicos. As placas foram transferidas para câmara 

climatizada (B.O.D.), nas mesmas condições citadas no método anteriormente, a fim de 

proporcionar a esporulação dos fungos entomopatogênicos (Alves, 1998). 

Quando confirmada a morte larval pela infecção do fungo através da visualização das 

estruturas, como micélio e conídios, adotou-se a técnica de transferência de estruturas do 

patógeno. Conforme sugerido por Alves (1998) retirou-se porções das estruturas do fungo 

com uma alça de platina, tocando a superfície do meio seletivo em placa de Petri em quatro 

pontos opostos. Após a transferência, as placas foram identificadas e colocadas nas 

mesmas condições indicadas anteriormente.  

 

3. Identificação, purificação e conservação dos iso lados 

 

 As colônias foram analisadas em relação aos aspectos morfológicos. Ao nível 

macroscópico foram verificados caracteres como o aspecto, a forma e a coloração das 

colônias no meio de cultura. Ao nível microscópico, foram visualizadas as estruturas 

reprodutivas (corpos de frutificação, conídios, esporos, conidióforos, fiálides) em lâminas, 

observadas em microscópio invertido e identificadas de acordo com chave taxonômica 

descrita por Humber (1996) e outras literaturas relevantes. 

 Após a identificação, em nível de gênero, foi feita a purificação do material, para 

obtenção da cultura pura. Em ambos os métodos o princípio utilizado para a purificação do 

material foi através das unidades formadoras de colônia (UFC’s) obtidas através da 

suspensão de conídios. No método de suspensão de solo em meio seletivo houve 
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sucessivas repicagens em meio de cultura B.D.A. da colônia desejada, formada dentre 

tantas outras no meio seletivo, até purificá-la.  

 Para o método inseto-isca, as colônias obtidas diretamente do corpo do inseto foram 

repicadas em meio de cultura B.D.A. e após o desenvolvimento da colônia foram feitas 

diluições seriais a partir de uma solução conseguida com a raspagem das estruturas do 

fungo no meio de cultura e misturada em água destilada estéril a 0,01% de Tween 80®. 

Foram plaqueadas alíquotas de 0,1 mL das diluições 10-4 e 10-5 e incubadas, após três dias 

as colônias desejadas foram repicadas para obtenção da cultura purificada. 

 Os fungos foram conservados para a formação de um banco (micoteca), quatro 

métodos foram escolhidos: a criopreservação, a liofilização, conídios em forma de pó seco e 

o método de Castellani. Os isolados foram armazenados no Banco de Entomopatógenos do 

Laboratório de Controle Biológico da Embrapa Tabuleiros Costeiros e do Laboratório de 

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

 

4. Análise dos dados 

 

 Os dados foram tabelados e submetidos a uma análise estatística descritiva através 

do Programa SPSS v. 15.0, com a aplicação do Teste Qui-quadrado a um nível de 

significância de 5%, com o objetivo de avaliar o efeito dos fatores locais de amostragem do 

solo (local, período e habitat) e dos fatores realtivos ao solo (pH, matéria orgânica e argila), 

sobre a presença ou ausência de fungos entomopatogênicos. 

 

Resultados e Discussão 

 

 De acordo com a caracterização morfológica, 41,7% das amostras de solo foram 

positivas para a presença de fungos entomopatogênicos, confirmando-se a presença dos 

gêneros Beauveria, Metarhizium e Isaria. Do total de amostras, foram consideradas 

positivas 31,2% para o gênero Beauveria spp., 25% para Metarhizium spp. e 4,2% para 

Isaria spp. Os três gêneros foram encontrados simultaneamente apenas no leste sergipano, 

no período úmido. Em outros estudos, que avaliaram a ocorrência de fungos 

entomopatogênicos no solo em determinadas regiões, foram obtidas amostras positivas em 

71,7% do total de amostras na Espanha (Queseda-Moraga et al., 2007), 83% na Eslováquia 

(Medo e Cagán, 2011), 23% no México (Galán-Franco et al., 2011).  

 O efeito dos fatores referentes às características do solo (pH e quantidades de 

matéria orgânica e argila) e dos fatores relacionados às características dos locais de 

amostragem do solo (região, período e habitat) foram avaliados pelo teste do Qui-Quadrado 
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(Tabela 2). Houve diferença significativa para os fatores do solo, pH e matéria orgânica, 

demonstrando a influência desses fatores na presença dos isolados. A diferença foi não 

significativa para argila e para as características dos locais de amostragem do solo, região, 

período e habitat, em relação à ocorrência de fungos entomopatogênicos. 

 

Tabela 2. Teste do Qui-Quadrado para os efeitos dos componentes variáveis do solo e das 

características dos locais de amostragem do solo na ocorrência dos fungos 

entomopatogênicos em Sergipe. 

 

Fatores do solo*  

pH  Matéria Orgânica   Argila  

DF Chi2 P  DF Chi2 P  DF Chi2 P 

3 33,5 <0,0001  2 13,5 0,001  1 4,08 0,43 

Fatores dos locais de amostragem do solo**  

Região   Período   Habitat  

DF Chi2 P  DF Chi2 P  DF Chi2 P 

2 ,000 1,000  1 ,000 1,000  1 ,000 1,000 

* Os valores das variáveis foram agrupados em intervalos: pH: 1:<4,5, 2: 4,5 a 5, 3: 5,1 a 6 e 4: 6,1 a 

7; matéria orgânica: 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 três componentes: região: sertão, agreste e 

litoral; período: seco e úmido; habitat: cultivado e natural. 

 

 Os valores do pH do solo variaram entre 4,3 e 6,6. A presença 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 correlação entre a ocorrência de fungos 

entomopatogênicos 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 Cagán (2011) isolaram M. anisopliae em solo com pH mais alcalino (>6,5) e 

B. bassiana em pH mais ácido (<5,5). O gênero 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 índice de matéria 

orgânica, variando de 0,5 a 3,9%, houve influência na ocorrência dos fungos 

entomopatogênicos. Com isso, solos em que a matéria orgânica superou o índice de 0,71% 
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mostraram maior número de isolados (Figura 2). Esse resultado foi corroborado pelos 

estudos de Quesada-Moraga (2007) que sugerem que a correlação entre matéria orgânica e 

a presença do fungos se dá pela maior capacidade de trocas catiônicas em solos com 

maiores quantidade de matéria orgânica devida a adsorção dos conídios além de influenciar 

na diversidade e densidade de insetos hospedeiros no ambiente. Contudo, Meyling e 

Eilenberg (2006, 2007) observaram que o aumento da atividade biológica no solo, pela 

quantidade de matéria orgânica presente, afeta a persistência de fungos entomopatogênicos 

devido aos efeitos antagonistas, já que Beauveria e Metarhizium são menos competidores 

quando comparados aos microrganismos saprofíticos presentes no solo. 
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Figura 2. Efeito dos fatores de solo (pH, matéria orgânica e argila) e das características do 

local da amostragem do solo (mesorregião, período e habitat) na ocorrência de fungos 

entomopatogênicos 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 áreas, o solo apresentava alto teor de areia dificultando sua coleta com o 

amostrador, pois o mesmo não aderia às paredes deste equipamento, como na região leste 

em habitats naturais, por exemplo. Do total das amostras, 65% foram classificadas com 

baixo teor de argila (<15%), justificando que a maior ocorrência de fungos 

entomopatogênicos (>60%) tenha sido nesses solos (Figura 2).  

 Storey e Gardner (1987), após a aplicação de conídios de B. bassiana formulados 

em campo, observaram que a recuperação dos propágulos do fungo do solo foi 

correlacionada positivamente com a composição arenosa e negativamente com a 

quantidade de argila e silte. Vanninnen et al., (1989) verificaram maior número de isolados 

de M. anisopliae em solos argilosos quando comparados a B. bassiana  e I. farinosus que 

foram mais presente em solos francos. Segundo Queseda-Moraga et al. (2007) espécies 

com conídios pequenos, como Beauveria spp., são mais abundantes em solos argilosos do 

que espécies com conídios maiores, como Metarhizium spp. Em relação ao percentual de 

fungos entomopatogênicos (60%) em solos com baixos teores de argila e considerando as 

condições climáticas durante os períodos das coletas, pode-se concluir que a maior 

ocorrência em solos arenosos se deve ao baixo índice pluviométrico na região de 

amostragem, possivelmente evitando a lixiviação dos conídios.  
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 As diferentes regiões onde os fungos foram isolados não influenciaram em sua 

ocorrência, no entanto observa-se que o gênero Beauveria spp. foi mais frequente no litoral 

(40%), assim como Isaria spp. (100%) e Metarhizium spp. predominatemente na região leste 

(50%) (Figura 2). Esse resultado pode ser justificado verificando os índices pluviométricos 

dessas regiões, observa-se que o leste apresenta os maiores índices tanto no período seco 

quanto no úmido, seguido do agreste. Os períodos de amostragem do solo também não 

influenciaram na ocorrência dos fungos, no entanto 60% dos isolados foram coletados no 

período considerado o mais seco (Figura 2). 

 Considerando que alguns locais de coleta apresentam condições climáticas bastante 

adversas, como o sertão no período seco, o levantamento da ocorrência dos 

entomopatógenos pode ter selecionado indivíduos mais tolerantes a essas condições de 

temperatura, umidade, radiação UV, por exemplo. De acordo com Bidochka et al. (2001, 

2002), a fase não patogênica do fungo em que ele se encontra no solo, pode ser a mais 

importante fase do seu ciclo de vida em relação ao seu estabelecimento permanente, já que 

condições abióticas adversas, como a exposição à radiação UV e altas temperaturas, 

selecionam isolados entomopatogênicos mais resistentes e capazes de sobreviver em 

habitats com essas características. 

Não houve diferença significativa entre os habitats, agrícola e natural, em relação a 

presença dos entomopatógenos, entretanto, 60% dos isolados foram coletados em solos 

naturais (Figura 2), o que pode ser justificado pela ausência de práticas agrícolas efetivas 

nesse ambiente, como uso de produtos químicos e a manipulação do solo. Alguns estudos 

que avaliaram a presença de fungos patogênicos a insetos em relação ao tipo de habitat, 

não observaram diferença significativa quanto às amostras de solo oriundas de diferentes 

sistemas agrícolas (Goble et al., 2010; Meyling et al., 2011). Portanto, em geral, solos de 

uso agrícola não influenciam efetivamente a presença dos fungos entomopatogênicos. 

A maior ocorrência dos isolados de Beauveria spp. foi observada em solos naturais 

(73,3%), entretanto, os gêneros Metarhizium e Isaria apresentaram igual distribuição nos 

dois habitats (Figura 2). Queseda-Moraga et al (2007) observaram que isolados de B. 

bassiana foram comuns em habitats agrícola e natural, sendo predominante no último, no 

entanto isolados de M. anisopliae foram mais comuns em solos agrícolas e sugeriram que 

estas espécies são mais tolerantes ao uso de pesticidas. Meyling e Eilerberg (2006) 

observaram maior frequência de B. bassiana em campos agrícolas enquanto I. fumosorosea 

foi mais frequente em áreas não cultivadas. Lavouras que utilizam práticas protetoras do 

solo, como o plantio direto, favorecem as populações de B. bassiana e M. anisopliae no solo 

quando comparadas a práticas que utilizam métodos mais convencionais, como aração e 

gradagem (Hummel et al., 2002). Meyling et al. (2009), para avaliar a diversidade de 
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Beauveria, coletaram solo da área cultivada e da área em volta, seminatural e observaram 

que a diversidade foi maior no habitat seminatural, o que pode ser explicado pela maior 

abundância e diversidade de inseto hospedeiro, o aumento da umidade, a radiação UV mais 

reduzida  e maior estabilidade ambiental em comparação com a área agrícola que é 

estruturalmente mais simples e mais afetada pelas práticas agrícolas. 

 

Conclusões 

 

 Os fungos entomopatogênicos predominantes nas três mesorregiões estudadas, 

sertão, agreste e leste, foram dos gêneros Beauveria spp., Metarhizium spp. e Isaria spp. 

Houveram isolados de fungos entomopatogênicos nos dois períodos avaliados, seco e 

úmido, no entanto não podemos garantir que nessas condições há o desencadeamento de 

um processo de epizootia natural. A ocorrência de fungos patogênicos a insetos foi 

observada em habitats naturais e, também, agrícolas, mesmo que nesses haja uma 

intensificação da utilização e do manejo do solo.  

 Esse estudo forneceu informações sobre a ocorrência natural em solo de fungos 

patogênicos a insetos e quais gêneros foram mais frequentes em Sergipe, contribuindo 

assim para o desenvolvimento do controle biológico regional além de selecionar bioagentes 

persistentes e compatíveis às condições dessa região.  
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Diversidade genética de fungos entomopatogênicos co letados em solos de habitat 

agrícola e natural. 

 

Ana Gorete Campos de Azevedo1; Marcelo da Costa Mendonça2 e Leandro Eugenio 

Cardamone Diniz3 

(1) Universidade Federal de Sergipe, Núcleo de Pós-Graduação em Biotecnologia de 

Recursos Naturais, 49060-100, Aracaju, SE. (2) Universidade Federal de Sergipe, Núcleo de 

Pós-Graduação em Biotecnologia de Recursos Naturais /Unit-ITP/Emdagro, Av. Beira Mar, 
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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 (agrícola e natural), em três mesorregiões do estado 

de Sergipe (sertão, agreste, leste) e em dois períodos (seco e úmido). Foram selecionados 

15 primers RAPD para esta análise, os quais geraram um total de 179 bandas para os 

isolados de Beauveria com 60,8% de bandas polimórficas. Para Metarhizium foi gerado um 

total de 131 bandas das quais 26,7% foram polimórficas. Foram gerados dendrogramas 

para cada gênero, 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 três destes isolados 

apresentaram mais de 50% de similaridade. Embora tenha sido identificada a formação de 

agrupamentos, para ambos os gêneros, e em alguns casos com similaridade superior a 

70%, observou-se alta variabilidade genética entre os isolados de fungos 

entomopatogênicos. 

Termos para indexação: 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. 

 

Introdução 

Os aspectos ecológicos e a biodiversidade das comunidades de organismos 

presentes nos agroecossistemas são importantes para o estudo do controle biológico de 

pragas. Os fungos entomopatogênicos, que formam a microbiota de ecossistemas com 

características espaciais diferentes, fornecem informações sobre os genótipos 

representantes da população e a forma de interação entre eles, com os hospedeiros e com 

o meio ambiente (Meyling e Eilenberg, 2007). Os fungos anamorfos Beauveria bassiana 

(Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin da ordem Hypocreales 

(Ascomycota) são inimigos naturais de um grande número de artrópodes e apresentam 

distribuição cosmopolita (Roberts e St. Leger, 2004; Enkerli et al., 2005). 

A seleção de genótipos de fungos eficazes para programas de controle microbiano e 

a compreensão de fatores que controlam a epizootia é importante para conhecer como as 

populações estão genéticamente representadas (Inglis et al., 2008). Diversos estudos estão 

sendo desenvolvidos com o objetivo de agrupar e identificar isolados de fungos 

entomopatogênicos em relação à 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), entomopatógenos isolados da mesma espécie 
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de artrópode-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 úteis para avaliar a diversidade genética 

entre isolados de fungos entomopatogênicos, 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 não utilizam PCR, como a análise 

isoenzimática (St Leger et al., 1992), ou ainda, combinações desses métodos (Fernandes et 

al., 2009). 

O RAPD é uma técnica baseada na PCR, em que um primer com uma sequência 

arbitrária de nucleotídeos, pode amplificar o DNA genômico sem a necessidade de 

conhecimento prévio da das bases do DNA alvo (Baumann et al., 2003). O polimorfismo em 

RAPD é resultado de mudanças na sequência do DNA que inibem a ligação do primer ou 

pela interferência na amplificação em determinado iniciador para alguns indivíduos, assim 

alguns marcadores podem ser detectados em um indivíduo e em outro não (Semagn et al., 

2006). Desta forma, o polimorfismo genético é de natureza binária, ou seja, o segmento 

amplificado estará presente ou ausente no gel (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Baumann et 

al., 2003). 

A técnica PAPD possibilita o estudo da variabilidade ou polimorfismo genético, 

caracterização dos isolados de fungos de uma mesma espécie, dentre outros. Além do 

menor custo quando comparado a outras técnicas, apresentam menor número de etapas, 

reduzindo o tempo para obtenção dos resultados, além de exigir pouco material genético e 

de serem livres de interferências ambientais (Ferreira e Grattapaglia, 1998). No entanto, 

sugere-se que o 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 agregação 

genética e das características do organismo. 

Portanto, esse estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de isolados 

de Beauveria spp. e Metarhizium spp., provenientes de três mesorregiões de Sergipe, 

através da técnica molecular RAPD, associando aos resultados as informações relativas a 

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

 

Materiais e Métodos 

 

As atividades foram realizadas nos Laboratórios de Controle Biológico e Biologia 

Molecular, da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, SE. Os fungos 

entomopatogênicos foram coletados em três mesorregiões do estado de Sergipe e estão 
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conservados em micoteca. Foram avaliados 19 isolados pertencentes ao gênero Beauveria 

e 13 isolados pertencentes ao gênero Metarhizium, identificados em relação à região onde 

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

 

Tabela 1. Relação de isolados dos gêneros Beauveria spp. e Metarhizium spp. de acordo 

com a região, período e habitat. 

Isolados Região Período Habitat 

Beauveria 1 Sertão Seco Mata 

Beauveria 2 Leste Úmido Mata 

Beauveria 3 Agreste Seco Mata 

Beauveria 4 Leste Úmido Agrícola 

Beauveria 5 Sertão Seco Mata 

Beauveria 6 Leste Seco Mata 

Beauveria 7 Leste Úmido Mata 

Beauveria 8 Sertão Seco Agrícola 

Beauveria 9 Leste Úmido Mata 

Beauveria 10 Sertão Seco Mata 

Beauveria 11 Agreste Úmido Mata 

Beauveria 12 Leste Úmido Agrícola 

Beauveria 13 Sertão Seco Mata 

Beauveria 14 Sertão Seco Mata 

Beauveria 15 Agreste Úmido Mata 

Beauveria 16 Sertão Seco Mata 

Beauveria 17 Agreste Úmido Mata 

Beauveria 18 Agreste Úmido Agrícola 

Beauveria 19 Agreste Seco Mata 

Metarhizium 1 Agreste Úmido Mata 

Metarhizium 2 Agreste Úmido Agrícola 

Metarhizium 3 Agreste Seco Agrícola 

Metarhizium 4 Agreste Úmido Agrícola 

Metarhizium 5 Agreste Seco Mata 

Metarhizium 6 Agreste Seco Agrícola 

Metarhizium 7 Sertão Seco Agrícola 

Metarhizium 8 Leste Úmido Mata 

Metarhizium 9 Agreste Seco Agrícola 
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Metarhizium 10 Leste Úmido Mata 

Metarhizium 11 Agreste Seco Agrícola 

Metarhizium 12 Leste Seco Mata 

Metarhizium 13 Agreste Úmido Mata 

 

Para obtenção do micélio, os fungos entomopatogênicos foram repicados em placas 

de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e ágar). Após a inoculação, as 

placas foram mantidas em câmara 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 

período de dez dias.  

Após o crescimento das colônias e a esporulação de cada fungo, os conídios foram 

transferidos junto com o meio com o auxílio de um vazador (5 mm) para erlenmeyers 

contendo 100 mL de meio líquido (2,5 g.L-1 de extrato de levedura; 10 g.L-1 de dextrose; 2,5 

g.L-1 de peptona e 500 mg.L-1 do antibiótico 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 produção de micélio, constituindo-se no inóculo para extração do DNA. Após o 

crescimento do fungo, o meio líquido foi filtrado em bomba de vácuo para obtenção do micélio 

que foi seco em câmera de fluxo laminar e armazenado em freezer a -20°C. 

Aproximadamente 1 g do micélio foi utilizado para extração do DNA com o DNeasy® 

Plant Mini Kit (Qiagen, Canadá), seguindo o protocolo do fabricante. As amostras de DNA 

obtidas foram quantificadas em espectofotômetro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific) e 

as concentrações de uso foram ajustadas a 20 ng/µL.  

Para amplificação do DNA foram utilizados inicialmente 22 primers RAPD para todas 

as amostras de DNA (Tabela 2). As reações de amplificação foram feitas em um volume 

final de 20 µL contendo: 20ng de DNA, 1 µL do iniciador (0,5 µM) , 12,4 µL de água ultrapura 

esterilizada, 2 µL de tampão 10x, 0,40 µL de dNTP (10 mM), 1U de Taq DNA polimerase 

(Neo Taq). 

 

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

Metarhizium. 

Primers Sequência 5' - 3' Primers Sequência 5' - 3' 

A 01 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 

A 11 CAATCGCCGT C 02 GTGAGGCGTC 

A 12 TCGGCGATAG D 02 GGACCCAACC 

A 15 TTCCGAACCC F 02 GAGGATCCCT 

A 16 AGCCAGCGAA H 01 GGTCGGAGAA 

A 17 GACCGCTTGT I 02 GGAGGAGAGG 

 

O material foi amplificado em um termociclador Axygen programado para uma 

desnaturação inicial a 96°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 

segundos, anelamento a 36°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 45 segundos, seguidos 

por uma extensão final a 72°C por 10 minutos. O material amplificado foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose 1% e TBE 1X, por 50 minutos a 100 V e corados em brometo de 

etídeo. Os géis foram fotodocumentados com o equipamento Loccus L-pix HE (Loccus 

Biotecnologia, Brasil) para posterior análise. 

Os dados obtidos a partir dos géis de RAPD foram analisados e convertidos em 

variáveis binárias, onde o número “1” (um) significa a presença da banda do DNA do fungo e 

o número “0” (zero) a ausência. Esta matriz binária 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 construído um dendograma pelo método de 

agrupamento UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetical averages). 

 

Resultados e Discussão 

 

Utilizando como parâmetro a presença 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 presença de DNA (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Iniciador, número de fragmentos polimóficos (NFPB e NFPM) e o número 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 

A 11 06 06 06 11 

A 12 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 amplificação 

para os isolados de Beauveria spp., os quais forneceram uma média de 12,78 fragmentos 

por primer, destes 109 foram polimórficos. O maior número de fragmentos polimórficos foi 

registrado com o primer B-11 (com 12 bandas polimórficas), enquanto que com o primer B-

02 não foi verificado polimorfismo. Para os isolados de Metarhizium spp. foram obtidos 131 

produtos de amplificação, com uma média de 9,36 fragmentos por primer, o maior número 

de fragmentos polimórficos foi encontrado com o primer A-10 (com 10 bandas polimórficas), 

já com primer A-04 foi detectado apenas bandas monomórficas.  

A análise do dendrograma gerado para os 19 isolados de Beauveria spp. (Figura 1) 

evidenciou a formação de três grupos distintos, sendo um grupo formado por um único 

isolado e os dois grupos formados pelos demais isolados. 

Os maiores índices de similaridade foram observados entre os isolados Beauveria 6 

e Beauveria 8, com cerca de 75% de similaridade, ambos coletados em diferentes regiões e 

habitats, porém coletados no mesmo período do ano (seco), já os isolados Beauveria 13 e 

Beauveria 16 apresentaram similaridade de cerca de 68%, sendo ambos isolados em 

condições bastante semelhantes (sertão/seco/mata). Em um dos grupos, formado por 07 

isolados, todos foram provenientes de área de mata, a exceção do isolado Beauveria 18 

(agrícola) e se apresentaram dentro de uma faixa de similaridade de 15 a 68%. Com o grupo 

formado por 11 isolados não foi observada uma correlação 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 não apresentou similaridade a nenhum outro deste trabalho. 

Pela análise do dendrograma foi possível observar que a região e o período não 

determinaram a formação 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%. 

Mendonça et al. (2012), verificando a variabilidade genética através de RAPD entre 

11 isolados de Beauveria bassiana dos quais 8 foram originários de Sergipe, observaram 

uma média de 38,6% de similaridade, mostrando assim diversidade genética entre os 

isolados, sendo que maior índice de similaridade foi de 74%. 

 

 

B01 ●□◊ 

B03 ø□◊ 
B04 ◌■♦ 
B02 ◌■◊ 
B12 ◌■♦ 
B11 ø■◊ 
B05 ●□◊ 

B09 ◌■◊ 
B07 ◌■◊ 
B08 ●□♦ 

B06 ◌□◊ 
B14 ø□◊ 

B13 ●□◊ 

B16 ●□◊ 
B19 ø□◊ 
B17 ø■◊ 
B18 ø■♦ 
B10 ●□◊ 

B15 ø■◊ 

 

Região Período Habitat 

Sertão ● Agreste ø Leste ◌ Seco □ Úmido ■ Cultivado ♦ Natural ◊ 

 

Figura 1. Dendograma de similaridades entre 19 acessos de Beauveria spp., para análise 

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 não houve correlação com a origem geográfica ou do hospedeiro dos 

isolados. Pires (2002) detectou variabilidade genética entre as linhagens de B. bassiana, 

com nível de similaridade em torno de 70%, no entanto não detectou correlação entre 

grupos de similaridade e hospedeiro ou origem geográfica.  

Ferri et al. (2012) avaliaram a variabilidade genética de isolados de B. bassiana 

obtidos em diversas regiões do Brasil e encontraram 92% de bandas polimórficas, 

verificando a formação de dois grupos de isolados mas não verificou-se correlação 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 reprodução assexuada desse fungo e por os 

isolados serem provenientes da mesma região.  

O dendrograma obtido com os 13 isolados de Metarhizium spp. mostrou a formação 

de dois grupos, um deles com dois isolados e no outro grupo a formação de três subgrupos 

(Figura 2).  
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M04 ø■♦ 

M07 ●□♦ 

M13 ø■◊ 

M02 ø■♦ 

M01 ø■◊ 

M05 ø□◊ 

M03 ø□♦ 

M08 ◌■◊ 

M06 ø□♦ 

M10 ◌■◊ 

M09 ø□♦ 

M12 ◌□◊ 

M11 ø□♦ 

 

Região Período Habitat 

Sertão ● Agreste ø Leste ◌ Seco □ Úmido ■ Cultivado ♦ Natural ◊ 

 

Figura 2. Dendograma de similaridades entre 13 acessos de Metarhizium spp., para análise 

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 período (seco), mas de regiões 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 exceção dos isolados de Metarhizium 2 e 13 que foram 

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

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

cinco isolados provenientes da região agreste, no entanto, houveram outros da região 



36 
 

 
 

agreste não agrupados, indicando que podem haver isolados de espécies diferentes dentro 

de uma mesma região. 

Magalhães et al. (2003) caracterizou um isolado de Metarhizium anisopliae var. 

acridum do Peru e o comparou com três 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 nível de 72,5% de similaridade, concluindo que essa 

alta similaridade indicava que os isolados seriam da mesma espécie, mas que não havia um 

padrão-específico de agrupamento entre aqueles oriundos da mesma região ou hospedeiro. 

No entanto, Velásquez et al. (2007) verificaram alta diversidade entre 350 isolados de 

Metarhizium spp. da região centro-sul do Chile, apresentado cerca de 41% de similaridade, 

o que levou a conclusão de que a diversidade não estava associada  a origem geográfica 

dos isolados. 

RAPD demonstrou ser uma ferramenta rápida e segura para detectar diversidade 

genética entre fungos entomopatogênicos, do mesmo gênero, que estejam relacionados. 

 

 

Conclusões 

 

1. O uso de RAPD e a correlação com os dados de origem foram suficientes para verificar 

a diversidade genética dos isolados de fungos entomopatogênicos 

2. Os isolados Beauveria 6 e 8 foram os  que apresentaram maior similaridade genética 

(75%), ambos coletados no período seco.  

3. Não houve correlação entre a região, período de coleta e habitat com a presença dos 

isolados obtidos de Beauveria.  

4. Nove entre treze isolados de Metarhizium foram da região agreste, no entanto houve alta 

variabilidade genética entre eles. 

5. Os isolados Metarhizium sp2 e sp13 foram os que apresentaram maior similaridade 

genética (72%). 
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3. Conclusões Gerais 

 

O número de isolados e gêneros de fungos entomopatogênicos encontrados nas 

diferentes regiões estudadas do estado de Sergipe sugere a ocorrência natural desses 

microrganismos nesse ambiente e uma visão da diversidade de fungos com potencial para 

ser usado no controle biológico de artrópode-praga.Os gêneros predominantes em solos das 

regiões estudadas foram Beauveria, Metarhizium e Isaria.  

Considerando os fatores que influenciam a ocorrência dos entomopatógenos no 

ambiente, houveram isolados de fungos entomopatogênicos nas três regiões, sertão, 

agreste e leste, como nos dois períodos avaliados, seco e úmido. Assim esses isolados 

podem ser úteis em regiões com alta incidência de radiação UV e baixa umidade, 

características típicas do nordeste brasileiro. A ocorrência de fungos patogênicos a insetos 

também foi observada tanto em habitats naturais, quanto em habitats agrícolas. O fatores 

referente às características do solo, pH, quantidade de matéria orgânica e argila influencia 

na presença dos entomopatógenos, favorecendo alguns indivíduos a depender das 

condições. 

Através da técnica molecular RAPD, a diversidade dos fungos dos gêneros 

Beauveria e Metarhizium foi investigada. Os isolados dos dois gêneros apresentaram vasta 

variabilidade genética, entretanto não foi observada uma correlação entre a origem dos 

isolados e a similaridade genética entre eles. 

Torna-se necessário a continuação dos estudos a partir dos isolados obtidos o 

presente trabalho, estendendo o conhecimento sobre eles, a fim de possivelmente 

selecionar indivíduos promissores para o controle biológico de pragas compatíveis com as 

peculiaridades climáticas de Sergipe. 
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