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RESUMO

O Estado do Rio Grande do Sul esta localizado na regiao subtropical do sul do Brasil e possui
caracteristicas ambientais Unicas. O estado possui clima de amplitude térmica e radiagdo
ultravioleta com elevada variacdo, bem como uma diversidade de biomas. Os aspectos
ambientais singulares do Rio Grande do Sul permitem a exploragdo de microrganismos com
potencial biotecnologico, incluindo fungos entomopatogénicos. Este trabalho, portanto,
visou isolar e caracterizar fungos entomopatogénicos do Rio Grande do Sul, com foco na
prospecgdo de agentes de controle bioldgico de amplo-espectro de agdo. Quatrocentos e
oitenta e quatro isolados fungicos foram obtidos a partir de 89 amostras de solo, dos quais
470 foram isolados por métodos empregando meio semi-seletivo e 14 por técnicas de insect-
bait. Com base nas caracteristicas morfologicas e analise de sequéncias de DNA, foram
identificados 13 diferentes géneros: Beauveria, Blackwellomyces, Clonostachys, Fusarium,
Isaria, Lecanicillium,  Metapochonia,  Metarhizium, Paecilomyces, Pochonia,
Purpureocillium, Tolypocladium e Verticillium. A técnica de insect-bait, no entanto, revelou
isolados pertencentes, exclusivamente, ao género Metarhizium. A anélise da distribui¢ao dos
géneros mais abundantes indicou que os isolados do género Metarhizium ocorreram em areas
mais frias (< 17,8 °C), enquanto os isolados do género Purpureocillium foram
majoritariamente isolados em regides de temperaturas médias (17,8 - 19,8 °C) a quentes (>
19,8 °C). Os isolados dos géneros Beauveria ¢ Fusarium nao apresentaram tendéncia de
distribuicdo. Isolados pertencentes ao género Beauveria e Metarhizium foram avaliados sob
diferentes condi¢des de temperatura (12, 22, 28 e 37 °C). Dois padrdes de crescimento foram
observados, padrao I: crescimento a 12 °C e equivaléncia entre 22 e 28 °C, e padrao II:
crescimento a 37 °C. Notavelmente, os isolados do género Beauveria apresentaram apenas
o padrao I, enquanto os do género Metarhizium apresentaram ambos. Bioensaios
empregando larvas de Tenebrio molitor revelaram isolados com potencial aplicagdo em
estratégias de controle biologico em diferentes temperaturas, sendo AS218 (Metarhizium
brunneum) e AS272 (Beauveria bassiana) os mais promissores. Os resultados obtidos neste
estudo elucidam e contribuem para o conhecimento da distribuig¢ao e diversidade de fungos
entomopatogénicos em areas subtropicais e de elevada variagdo climatica, bem como

exploram o potencial biotecnoldgico dos fungos derivados destes ambientes.
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ABSTRACT

The Rio Grande do Sul State is in the subtropical region of southern Brazil and has unique
environmental characteristics. The state has a highly variable temperature range and
ultraviolet radiation, as well as a diversity of biomes. The unique environmental aspects of
Rio Grande do Sul allow the exploration of microorganisms with biotechnological potential,
including entomopathogenic fungi. This work, therefore, aimed to isolate and characterize
entomopathogenic fungi from the Rio Grande do Sul, focusing on the prospection of
biological control agents with broad-spectrum action. Four hundred and eighty-four fungal
isolates were obtained from 89 soil samples, of which 470 were isolated by methods using
semi-selective medium and 14 by insect-bait techniques. Based on morphological
characteristics and DNA sequence analysis, 13 different genera were identified: Beauveria,
Blackwellomyces, Clonostachys, Fusarium, Isaria, Lecanicillium, Metapochonia,
Metarhizium, Paecilomyces, Pochonia, Purpureocillium, Tolypocladium, and Verticillium.
The insect-bait technique, however, revealed isolates belonging exclusively to the genus
Metarhizium. Distribution analysis of the most abundant genera indicated that Metarhizium
isolates occurred in colder areas (< 17.8 °C), whereas Purpureocillium isolates were mostly
isolated in regions of medium (17.8 - 19.8 °C) to warm (> 19.8 °C) temperatures. Isolates of
the genera Beauveria and Fusarium showed no distribution tendency. Isolates belonging to
the genera Beauveria and Metarhizium were evaluated under different temperature
conditions (12, 22, 28, and 37 °C). Two growth patterns were observed, the pattern I: growth
at 12 °C and equivalence between 22 and 28 °C, and pattern II: growth at 37 °C. Notably,
isolates of the Beauveria genus showed only pattern I, while isolates belonging to the
Metarhizium genus showed both. Bioassays employing Tenebrio molitor larvae revealed
isolates with potential application in biological control strategies at different temperatures,
being AS218 (Metarhizium brunneum) and AS272 (Beauveria bassiana) the most
promising. The results obtained in this study elucidate and contribute to the knowledge of
the distribution and diversity of entomopathogenic fungi in subtropical areas with high
climatic variation, as well as explore the biotechnological potential of fungi derived from

these environments.
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1 INTRODUCAO

1.1 Controle bioldgico de pragas

O controle biologico ¢ definido por Eilenberg e colaboradores (2001) como: “O uso
de organismos vivos para suprimir a densidade populacional ou impacto causado de um
organismo-peste especifico, tornando este menos abundante ou menos danoso do que
poderia ser”. Dentre os organismos passiveis de aplicagdo como agentes de controle
biologico, estdo bactérias, fungos, virus, acaros, insetos, nematoides e alguns vertebrados
(LACEY etal., 2015).

Os fungos filamentosos foram os primeiros patdogenos utilizados no controle de
populagdes de artropodes (DAVIDSON, 2012). Dentre eles, os géneros Isaria, Trichoderma,
Metarhizium e Beauveria sao os mais aplicados no controle de acaros e insetos, liderando a
composicdo de produtos comerciais biologicamente ativos para estes fins (CHANDLER,
2017). Os fungos entomopatogénicos (FEPs) apresentam vasta distribuicdo geografica,
ocorrendo em regides proximas a linha do equador (SANJUAN et al., 2015), nos tropicos
(SOSA-GOMEZ; LOPEZ LASTRA; HUMBER, 2010) e em regides subarticas e
subantarticas (MEYLING; SCHMIDT; EILENBERG, 2012; SEID et al., 2019). Além disso,
os FEPs ainda apresentam carater de multipla disponibilidade ambiental, podendo ser
encontrados infectando um vasto numero de hospedeiros, colonizando rizosferas e folhas,
como endofiticos, ou mesmo atuando na decomposicao de material organico no solo, como

saprofiticos (IWANICKI et al., 2019).

1.1.1 O género Metarhizium
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O género Metarhizium pertence a ordem Hypocreales e a familia Clavicipitaceae
(BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009). O género foi, inicialmente, definido com base
nas caracteristicas morfologicas microscopicas, tais como: conidiéforos ramificados de
forma variada, ocasionalmente simples em algumas espécies, Apices de ramos portadores
de uma a varias fidlides variaveis, de truncada para alongada, e; Conidios hialinos a
castanhos ou verde, formando cadeias secas ou, entdo, hialinas a lilas, como na espécie
Metarhizium marquandii (KEPLER, R. M. et al, 2014). Dentre as diversas espécies
compreendidas no género, Metarhizium anisopliae destaca-se como sendo uma das mais
comumente isoladas, estudadas e amplamente aplicadas (IWANICKI et al., 2019; TIAGO;
OLIVEIRA; LIMA, 2014). M. anisopliae foi originalmente descrita por Metschnikoff
(1879) como Entomophthora anisopliae e mais tarde transferido para o novo género
Metarhizium por Sorokin em 1883 (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009; DRIVER;
MILNER; TRUEMAN, 2000). Essa espécie ja foi isolada de mais de 200 espécies de
artropodes e compreende 33,9% dos pesticidas microbianos baseados em fungos
entomopatogénicos (ZIMMERMANN, 2007b). Linhagens de M. anisopliae sao eficazes
contra uma ampla gama de artrépodes-praga pertencentes as ordens Lepidoptera, Hemiptera,

Coleoptera e Diptera (ZIMMERMANN, 2007b).

1.1.2 O género Beauveria

Beauveria ¢ um género fungico entomopatogénico anamorfico e cosmopolita capaz
de infectar uma ampla gama de artropodes, incluindo aqueles de importancia agricola
(ZIMMERMANN, 2007a). O género Beauveria pertence a ordem Hypocreales e a familia
Cordycipitaceae (REHNER et al., 2011). A doenga denominada “muscardina branca”,

descrita inicialmente por Agostino Bassi, em 1835, foi observada em lagartas do bicho-da-
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seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) e, posterior a descri¢do, deu-se inicio aos
primeiros testes de infeccdao utilizando o fungo (REHNER et al, 2011). A proposicado
taxonomica ocorreu em diferentes momentos, primeiro, por Giuseppe Gabriel Balsamo-
Crivelli em 1835, que nomeou como Botrytis bassiana, em homenagem a Bassi e,
posteriormente, por Beauverie, em 1911, que realizou uma nova descri¢do taxonomica do
grupo. Vuillemin, em 1912, formalizou o novo género Beauveria em homenagem a
Beauverie, sendo Beauveria bassiana a espécie-tipo (LIMA, 1989; REHNER et al., 2011).
B. bassiana é um parasita facultativo, podendo tanto completar o ciclo de reprodugao na
forma de patégeno quanto na forma livre, como saprofito ou endofitico (Figura 1)
(BOOMSMA et al., 2014). O amplo espectro de hospedeiros evidencia o potencial de B.
bassiana como um agente de controle de diversas pragas-alvo (ROHRLICH et al., 2018). B.
bassiana apresenta 707 espécies de hospedeiros insetos, os quais compreendem 521 géneros
e 149 familias de 15 ordens. Além disso, 13 espécies hospedeiras da sub-classe Acarina,
distribuidas em sete géneros e seis familias, também sdo suscetiveis a infecgdo por este fungo
(ZIMMERMANN, 2007a). Em relagdo a pragas de cultivos, B. bassiana é usualmente
relatada infectando insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera (ZIMMERMANN, 2007a).
Filogeneticamente, B. bassiana forma um complexo de varias espécies cripticas que se
posicionam dentro da familia Cordycipitaceae (REHNER et al., 2011). As caracteristicas
morfologicas do género, guiadas pela espécie-tipo B. bassiana, sdo definidas por hifas
septadas, hialinas e de parede lisa, apresentando conidios aglomerados (cinco ou mais por
grupo), com formato ovéide e base variando de subesférica a ampuliforme (REHNER ef al.,

2011).
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Patogénese de
artropodes

Saprofitismo Endofitismo

Figura 1. Diferentes ciclos de vida de fungos dos géneros Metarhizium e Beauveria no ambiente.
Ambos os fungos podem persistir no ambiente como saprofitos, atuando na decomposigio de matéria
organica e se desenvolvendo no solo. Porém, neste mesmo ambiente, podem interagir de diferentes
formas com insetos e plantas: como entomopatogénicos, rizosféricos e/ou endofiticos,
respectivamente. Uma troca de trés componentes ainda pode ser descrita: FEPs adquirem nitrogénio
(N) a partir de insetos e, subsequentemente, transferem N para rizosferas a qual estdo associados de
forma endofitica. Em contrapartida, o fungo pode receber carbono fixado (C) na forma de

fotossintatos (Adaptado de Stone and Bidochka, 2020).

1.2 Aplicagoes biotecnoldgicas de fungos entomopatogénicos

O potencial biotecnolédgico destes fungos tem sido explorado em diferentes esferas:
(i) cientifica, na elucidacdo dos mecanismos de infec¢do do fungo e a agdo sobre seus
hospedeiros (SBARAINI et al., 2016); (i1) agropecuaria, na compreensao dos beneficios do
uso e eficacia quando comparados aos defensivos quimicos (HUSSAIN ez al., 2014; SINGH;
RAINA; SINGH, 2017); (iii) econdmica, na proposi¢cao de novas estratégias para a producao

de controladores biologicos de baixo custo (ZHAO; LOVETT; FANG, 2016); e (iv)
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sanitario-ambiental, no desenvolvimento de técnicas ambientalmente corretas, auxiliando no
controle de vetores de doencas emergentes, como populacoes de mosquitos transmissores de
doengas (EVANS; ELLIOT; BARRETO, 2018; PAULA et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2021).

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos ¢ realizada, majoritariamente, pela
aplicagao direta de esporos no controle de artropodes-praga, em um processo conhecido
como controle microbioldégico de pragas (CMP), onde ¢ considerada a atividade do
complexo fungo-hospedeiro (SANDHU et al., 2012). Todavia, proteinas, metabolitos
secundarios e demais moléculas derivadas de FEPs tém ganhado destaque devido as suas
propriedades inseticidas. Alguns estudos ja mostraram o potencial de aplicagdo de FEPs
modificados, principalmente em fun¢do da viruléncia, quando estes passam a expressar

novas moléculas ou proteinas inseticidas (WANG, C.; ST LEGER, 2007).

1.3 Interagdo fungos entomopatogénicos-hospedeiros

Tomando como base o fungo entomopatogénico M. anisopliae, € possivel descrever
e compreender como FEPs podem ser aplicados para o controle de artropodes-praga, de
acordo com o processo de infec¢do (Figura 2). O entendimento das etapas de forma detalhada
¢ crucial para a compreensao dos fatores envolvidos, bem como para a proposicao de
alteragdes capazes de propiciar maior interacdo entre as partes. Tais alteragdes visam

aumentar a eficiéncia e, por consequéncia, a morte do hospedeiro.
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Figura 2. Ciclo de infeccdo de M. anisopliae em hospedeiro artropode (carrapato). (1) adesdo
de conidios a superficie da cuticula do hospedeiro artrépode; (2) germinagdo do conidio p6s adesao;
(3) estrutura de tubo germinativo com formacdo (na extremidade) do apressorio (4) processo de
penetracdo exercido pelo apressorio; (5) diferenciagdo das hifas de penetragdo em blastosporos; (6)
completa colonizagdo do hospedeiro por hifas de M. anisopliae; (7) extrusdo de hifas para o meio
externo posterior a completa infecgdo (8) formagdo de esporos na superficie do hospedeiro dispersao
e reinicio do ciclo. Blocos (1), (2), (3), (4), (6) e (7) gerados por microscopia eletronica de varredura,
campo (5) gerado por microscopia dtica, imagem (8) gerada por cdmera convencional. CO — conidio;
GT - tubo germinativo; AP — apressoério; H — hifa; h — horas; d — dias. Fonte: (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). * (as escalas de tempo sdo relativas ao hospedeiro em questio e as condi¢des

de infecgdo, podendo ser diferentes quando em outros artropodes ou fatores ambientais divergentes).

O inicio do ciclo de infeccdo ocorre mediante a interagdo de esporos do fungo a
cuticula/superficie externa do hospedeiro (Figura 2). A adesdo do conidio a superficie do
hospedeiro, a sua germinagdo e posterior penetracdo sdo etapas criticas no processo de

infeccdo (STONE; BIDOCHKA, 2020). Portanto, a presenca de proteinas de adesdao, como
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hidrofobinas e adesinas, sdo essenciais nesta etapa (WANG, C.; ST. LEGER, 2007; ZHOU
et al.,2021).

A germinacdo do conidio e posterior formacdo do apressorio para a penetragdo sao
etapas metabolicamente ativas, onde o fungo deve utilizar reservas enddgenas para o
crescimento e desenvolvimento de estruturas especializadas (TSENG; CHUNG; TZEAN,
2014). Fatores ambientais também sdo essenciais nessa etapa, uma vez que o conidio so ird
germinar em condigdes de temperatura e umidade favoraveis (NISHI et al., 2013;
ONSONGO et al., 2019). O apressorio, uma estrutura de penetracao especializada,
evolutivamente conservada em fungos entomopatogénicos e fitopatogénicos (THILINI
CHETHANA et al., 2021), diferencia-se a partir da extremidade do tubo germinativo. Essa
estrutura combina pressdo mecanica ¢ a secrecdo de diversas enzimas hidroliticas para
romper a cuticula do artropode (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; STONE; BIDOCHKA,
2020). Dentre as enzimas secretadas para a degradacao de componentes da cuticula estao,
entre outras, proteases, esterases, lipases, quitinases, aminopeptidases e dipeptidil
peptidinases (JUNGES et al., 2014).

Apds o processo de penetragdo das hifas através da cuticula do hospedeiro (Figura
3), M. anisopliae se diferencia em estruturas unicelulares leveduriformes, conhecidas como
blastosporos (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; STONE; BIDOCHKA, 2020; SYAZWAN
et al.,2021). Essa estrutura unicelular possibilita a rdpida dispersdo do fungo na hemolinfa
do artropode, além de facilitar a evasdo da resposta imune, aquisi¢do de nutrientes,
colonizagdo e os processos que culminardo na morte dos hospedeiros (ALKHAIBARI ef al.,
2016; BERNARDO et al., 2018). Com a morte do hospedeiro, o fungo transitara para um
estado saprofitico, ativando preferencialmente rotas para o consumo dos nutrientes do

artropode (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
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Figura 3. Adesao, penetracio e dispersio na interacio fungo-hospedeiro. Representagdo
simplificada das etapas iniciais do processo de infec¢do. O esporo interage, inicialmente, com a
epicuticula do hospedeiro, camada mais externa do exoesqueleto de artropodes. O processo exercido
pelo apressorio formado na extremidade do tubo germinativo € necessario para transpor as demais
camadas da cuticula do hospedeiro (exocuticula, endocuticua e epiderme) até atingir a hemolinfa. J&
na hemolinfa, as hifas sdo diferenciadas em blastosporos para dispersdo (Adaptado de BEYS-DA-
SILVA et al., 2020).

Quando exauridos os nutrientes do hospedeiro, ocorre a extrusdao do fungo que passa
a se desenvolver na superficie externa do artrépode, com a mumificagdo do cadéaver e a
produgdo de novos conidios que serdo liberados no ambiente (ZIMMERMANN, 2007b).O
reinicio do ciclo ¢ essencial para a permanéncia de fungos entomopatogénicos no ambiente.

Apos a mumificagdo do cadaver e producao de novos conidios, ocorre o transporte passivo
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de esporos para outros nichos, possibilitando assim a permanéncia do patégeno naquele

habitat (ST. LEGER; WANG, 2020).

1.4  Ocorréncia de fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos sdo frequentemente encontrados colonizando plantas
(LACEY et al., 2015), raizes IWANICKI et al., 2019) e insetos (SOSA-GOMEZ; LOPEZ
LASTRA; HUMBER, 2010). Entretanto, o ambiente cujo maior nimero de FEPs ja foram
descritos ¢ o solo (CLIFTON et al., 2015; STEINWENDER et al., 2014). Umidade,
temperatura, sais, micro € macro-nutrientes possibilitam a permanéncia a longo tempo e
viabilidade de propagulos fiingicos neste ambiente. Dentre os fungos da ordem Hypocreales,
constantemente recuperados do solo, estdo: Clavicipitaceae (e.g., Metarhizium e Pochonia),
Cordycipitaceae (e.g., Cordyceps, Beauveria, e Isaria), e Ophiocordycipitaceae (e.g.,
Ophiocordyceps e Tolypocladium) (KEPLER, R. ef al., 2013). O solo fornece um habitat
para uma grande diversidade de microrganismos, que inclui espécies de FEPs (NIU et al.,
2019; QAYYUM et al., 2021). Portanto, a ocorréncia e distribui¢do destes fungos em solos
sdo amplamente investigadas e ja foram relatadas nos mais diversos ecossistemas. O
conhecimento da composicao de espécies autoctones e distribuicdo de fungos patogénicos
de insetos sdo essenciais para avaliar o potencial no controle bioldgico em um ecossistema
especifico (BILGO et al., 2018).

Fatores ambientais, sejam bidticos ou abidticos, sdo determinantes na ocorréncia,
distribuicao e abundancia de FEPs nos mais diversos biomas (HELMBERGER; SHIELDS;
WICKINGS, 2017; PEREZ-GONZALEZ et al.,2014; QUESADA-MORAGA et al., 2007).

O isolamento, apesar de majoritariamente ocorrer em condi¢des favordveis, como as que
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ocorrem nas florestas umidas de temperatura estavel (proxima a 25 °C) e grande diversidade
de hospedeiros, ja foi descrito em ambientes extremos, como as ilhas antarticas e desertos
(SANCHEZ-PENA; LARA; MEDINA, 2011).

Outros fatores que influenciam no equilibrio ¢ composi¢do da microbiota do solo
ainda sdo importantes e destacaveis. Um exemplo sdo os impactos causados por residuos de
pesticidas e metais potencialmente toxicos em solos naturais ou manejados (FIEDLER;
SOSNOWSKA, 2017; WARI et al., 2020). Em virtude disso, uma série de estudos sobre a
ocorréncia e diversidade de fungos patdgenos de insetos no solo t€ém-se concentrado sobre
as diferengas na composicao de espécies entre as areas definidas pelos tipos de habitat (por
exemplo, solos cultivados, solos naturais etc.) (KOROSI et al., 2019). A composicao de
minerais no solo, como a presenca de silte e argila também foi avaliada como possivel fator
moderador da distribui¢ao de FEPs no solo. Em 2021, Sharma e colaboradores identificaram
que, além do pH, a abundancia de ions de célcio também estava atrelada a ocorréncia de
diferentes géneros de FEPs em diferentes amostras analisadas (SHARMA et al., 2021b).

A significancia dos extensos esforcos para descricdo e prospec¢do de FEPs em
amostras de solo se da, substancialmente, pelo fato de que quase 90% das espécies de
artropodes pragas empenham uma parte do seu ciclo de vida no habitat do solo (KAYA;
GAUGLER, 1993). Sendo assim, o solo ¢ um importante reservatorio de fungos

entomopatogénicos e um ambiente fulcral no controle as populacdes de insetos pragas.
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1.5 Isolamento, identificacio e aplicacdo de fungos entomopatogénicos

Um dos principais métodos para avaliacao da diversidade, bem como prospeccao de
novas espécies e linhagens de FEPs se d4 pelo isolamento destes fungos empregando
diferentes técnicas, podendo estas serem gerais ou especificas. A técnica de “insect-bait”,
outrora usada na obten¢do de nematoides com potencial de controle biologico, tem sido
aplicada com sucesso na captura de FEPs mediante inser¢do de insetos junto a amostra
estudada (MASOUDI et al., 2020). Dentre as vantagens, destaca-se a capacidade de isolar
fungos biologicamente ativos e que possuam atividade entomopatogénica (INGLIS;
ENKERLI; GOETTEL, 2012). Porém, devido a limitacdo do uso de ordens de artrépodes,
ndo ¢ possivel inferir a diversidade de espécies ou mesmo a quantidade de esporos viaveis
no solo (SHARMA et al., 2018).

Por outro lado, de forma generalista, ¢ possivel isolar FEPs mediante dilui¢ao do solo
e plaqueamento em meios que facilitam na identificagdo de determinados géneros (INGLIS;
ENKERLI; GOETTEL, 2012; POSADAS ef al., 2012). Neste método ¢ possivel observar
maior diversidade de fungos, bem como inferir a abundancia relativa na por¢do amostrada.
A técnica, entretanto, pode nao inibir o aparecimento de fungos fitopatogénicos ou
saprofiticos, dificultando a identifica¢do e isolamento de FEPs (SHARMA et al., 2021a).
Neste sentido, ¢ necessaria, portanto, a adicdo de uma etapa extra, baseada nos principios de
Koch, para a confirmagdo do potencial entomopatogénico dos isolados obtidos (BUENO-
PALLERO et al., 2020). Ap6és o isolamento, sio comumente empregadas técnicas de
identificagdo, sejam elas morfolégicas (macro e microscopicas) ou mesmo moleculares,
como o sequenciamento de regides conservadas, como a regiao /7S (MASOUDI et al., 2020;

NIU et al., 2019).
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Tendo em vista que diversos fatores podem influenciar o sucesso da infec¢ao de FEPs
e que estes organismos podem ser isolados dos mais diversos ambientes, a utilizacao de
fungos autdctones para o controle de populagdes de pragas do seu local de isolamento, surge
como uma alternativa em potencial (QAYYUM et al., 2021). Indiferentemente da técnica de
isolamento, a aplicacdo de fungos autdctones garante a previa adaptacdo do microrganismo
ao ambiente amostrado. Sendo assim, ordinariamente, a caracterizacao de FEPs isolados de
determinadas areas, busca, dentre outros fatores usuais (ex. alta viruléncia e esporulagao),
caracteristicas fenotipicas associados ao ambiente de isolamento, como o desenvolvimento
em condigdes estressantes de pH, temperatura, umidade e radiagdo UV (WU et al., 2020).

Considerando-se as interagdes entre fungos, hospedeiro e ambiente, a selecao de
isolados entomopatogénicos por meio da determinacdo da viruléncia, esporulacdo e

resisténcia a diferentes condigdes estressantes ¢ essencial para a proposicdo de novos

bioinseticidas (ZAKI et al., 2020).

1.6 Fatores ambientais associados a ocorréncia e aplicacio de

entomopatogénicos

Dentre as caracteristicas buscadas em FEPs com potencial de aplicagdo em controle
biologico estdo: (I) a viruléncia elevada contra diferentes artropodes de importancia na
agricultura, pecudria e vetores de doengas humanas e animais (WANG, Y. chen; CHI, 2019);
(IT) a adaptacdao a uma ampla faixa de temperaturas, viabilizando sua aplica¢ao em diversos
biomas, climas e eventos sazonais (FERNANDES et al., 2008a); (I1I) a resisténcia a radiagao
ultravioleta, viabilizando maior persisténcia do agente controlador no ambiente quando em
vida livre (RANGEL et al., 2018); (IV) a sua aplicabilidade no ambiente alvo, considerada

a necessidade de sobrevivéncia junto a defensivos agricolas, pesticidas e fungicidas
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(FIEDLER; SOSNOWSKA, 2017), ¢ (V) a sua viabilidade econdmica (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). A utilizagdao de agentes de controle bioldgico autdctones, baseada na
adaptagdo evolutiva as diferentes condi¢des €, portanto, um fator chave e que necessita ser
considerado no sucesso de estratégias de controle bioldgico de pragas.

A temperatura pode ser um fator restritivo para a aplicacdo para grande parte dos
entomopatégenos, uma vez que OS microrganismos ndo possuem, imperativamente,
mecanismos bioldgicos complexos para resistir a grandes variagdes de temperatura (WU et
al., 2020). Fernandes e colaboradores (2008) observaram que fungos entomopatogénicos
isolados em regides tropicais, distantes da regido equatorial, apresentam, em sua maioria,
maiores taxas de desenvolvimento e germinagao em condigdes frias quando comparados aos
fungos isolados em regides equatoriais. Em contrapartida, isolados obtidos nas regides
proximas a linha do Equador, onde hé4 pouca variacdo da incidéncia de radiacdo solar total,
sdo mais tolerantes a radiagdo UV (BRAGA et al., 2001).

Neste mesmo contexto, linhagens de Metarhizium spp. isoladas de regides ao norte
do Canada apresentaram capacidade de desenvolvimento em condigdes de baixa temperatura
(8 °C), enquanto linhagens de Metarhizium obtidas de solos agricolas, de temperaturas mais
elevadas, suportaram até 37 °C (DE CROOS; BIDOCHKA, 2001). Linhagens brasileiras de
Metarhizium, ainda, foram capazes de tolerar temperaturas proximas a 40 °C (RANGEL et
al.,2010).

Além da temperatura, outros fatores ainda podem alterar a viabilidade e atividade
bioldgica dos fungos entomopatogénicos, como a umidade, substrato e radiacdo ultravioleta
(WU et al., 2020). A temperatura atua sobre os fungos entomopatdgenos afetando a
produgdo, estabilidade na estocagem e patogenicidade nas condigdes de campo

(LAZAROVITS; GOETTEL; VINCENT, 2007). A radiacdo solar ¢ um agente causador da
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inativacdo de entomopatogenos. Para B. bassiana, por exemplo, os efeitos deletérios da
exposicao a radiagcdo ultravioleta podem ser extremamente danosos, visto que reduzem a
persisténcia e viabilidade do fungo (KAISER ef al., 2019). J4, a presenca de determinados
substratos, pode possibilitar ou limitar a abundancia de fungos em uma determinada porgao
de solo, por exemplo (QUESADA-MORAGA et al., 2007).

Além da aplicacao de fato, a exposicdo aos fatores ambientais tem se mostrado
determinante para a estabilidade dos entomopatdégenos na forma de formulacdes
(FERNANDES et al., 2015). A temperatura também ¢ um fator de grande importancia além
da permanéncia e ocorréncia ambiental, uma vez que atua sobre os patdogenos afetando sua
produgdo, estabilidade na estocagem e patogenicidade nas condi¢des de campo (LOVETT;

ST. LEGER, 2015).

1.7  Controle microbiologico de pragas e o setor agricola

O setor agricola ¢ um componente importante no produto interno bruto (PIB) de
diversos paises, especialmente aqueles de larga escala territorial (KURESKI; MOREIRA;
DA VEIGA, 2020). No Brasil, o agronegocio representa 21,4% do PIB (CNA, 2018).
Entretanto, um dos fatores que freiam a maior produtividade no campo ¢ a incidéncia de
pragas agricolas, sejam elas sazonais ou continuas (OLIVEIRA et al., 2014). Os danos
gerados pela acdo de pragas agricolas ocasionaram, no ano de 2014, uma perda estimada de
7,7% da produgao agricola total brasileira, valor proximo a US$ 14,7 bilhdes (OLIVEIRA
et al., 2014). Entretanto, o uso indevido e exacerbado de defensivos quimicos somado aos
desequilibrios ambientais e climaticos ocasiona, além do aparecimento de artropodes
resistentes aos pesticidas (KANNO et al., 2020; LIRA et al., 2020), um desequilibrio

ambiental de grandes proporg¢des possibilitando a emergéncia de novas pragas (WANG, R.
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et al., 2020). Neste contexto, a aplicacdo de métodos microbioldgicos para o controle de
artropodes-praga surge como uma alternativa viavel, eficaz e ambientalmente correta

(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

O sucesso da aplicagdao de controladores microbiologicos de pragas ¢ refletido nas
varias formulagdes comerciais disponiveis e empresas dedicadas ao controle de diversas
espécies de artropodes de interesse agricola, sanitario-ambiental e econdmico (FARIA;
WRAIGHT, 2007). No Brasil, M. anisopliae é usado em grande escala para controlar um
complexo de cigarrinhas, incluindo Mahanarva fimbriolata e Mahanarva posticata em
cultivos de cana-de agucar, e Mahanarva fimbriolata, Deois flavopicta ¢ Notozulia
entreriana em pastagens (MASCARIN et al., 2019). B. bassiana, por outro lado, tém sido
amplamente empregada no controle de Bemisia tabaci, Cosmopolites sordidus, Dalbulus
maidis, Tetranychus urticae (MASCARIN et al., 2019; ZIMMERMANN, 2007a). Os mico-
inseticidas, produtos de controle biologico a base de FEPs, representam 60% do total de 82
produtos registrados e comercializados no Brasil no dmbito de controladores bioldgicos.

Destes 82, Metarhizium e Beauveria lideram a lista, com 24 e 13 produtos, respectivamente

(MASCARIN et al., 2019).

Ainda assim, no Brasil e no mundo, formulagdes de fungos entomopatogénicos para
o controle de artropodes, representam um mercado em forte expansdo (MASCARIN et al.,
2019; SKINNER; PARKER; KIM, 2014). Segundo informag¢des da Associagdo Brasileira
de Empresas de Controle Biologico (ABCBio0), de 2019, a expectativa de crescimento para

o mercado destes produtos ¢ de 20-25% a cada ano nos proximos 5 anos.
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1.8 Caracteristicas geogrdficas do Estado do Rio Grande do Sul

O estado do Rio Grande do Sul localiza-se no extremo sul do Brasil, em uma area de
281.730 km?, entre os paralelos 27° S e 33° S e os meridianos 49° O e 57° O, fazendo
fronteira com a Argentina e o Uruguai (“Atlas Solar do Rio Grande do Sul,” 2018). O Estado
divide-se em cinco grandes regides: a planicie costeira, marcada pela umidade oriunda do
oceano atlantico e ocupada pela agricultura e por projetos florestais; a Serra Geral, com
aproveitamentos agricolas sobre elevadas altitudes; o pampa, de relevo ondulado e com
predomindncia de campos naturais, estes majoritariamente ocupados pela atividade pecudria;
a depressao central, coberta por florestas e atividades agricolas; e o planalto das araucarias
e das missdes, cujo perfil econdmico baseia-se na agricultura (“Clima do Rio Grande do
Sul,” 2014; "Atlas Solar do Rio Grande do Sul," 2018).

O clima pode ser dividido em dois tipos climaticos caracteristicos: clima subtropical
umido e o clima oceédnico. O clima oceanico, na por¢cao Nordeste do estado, caracteriza-se
por apresentar chuvas bem distribuidas durante o ano, com verdes amenos. O clima
subtropical imido ocorre na maior parte do Rio Grande do Sul, apresentando chuvas bem
distribuidas durante o ano e verdes quentes (CLIMA DO RIO GRANDE DO SUL, 2014).
Devido a predominancia do clima subtropical imido a temperatura média anual varia entre
18 °C e 19 °C. No entanto, alguns municipios do estado apresentam temperaturas elevadas
durante o verdo, proximo a 40 °C, enquanto outros, durante o inverno, apresentam
temperaturas abaixo de 0 °C (“Instituto Nacional de Meteorologia, INMET”, periodo de
janeiro a dezembro de 2018).

Além da amplitude térmica, devido a latitude de uma zona subtropical, o estado do

Rio Grande do Sul também tem enorme variacao da incidéncia de radiagdo solar total (Figura
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4). Essa variacdo, além de estar atrelada com a amplitude térmica, também influencia na

flutuacao dos niveis de radiagdo ultravioleta (Figura 5), menor nos meses de inverno e

maiores nos meses de verdao, devido a inclinagao terrestre em relacao ao sol.

AMPLITUDE TERMICA ANUAL NO BRASIL

mee
W8

7O

Y

it

RR

LEGENDA

Amplitude Térmica
Média Anual (°C):

00

10,0
[ ] Estados
brasileiros

150

20,0

251

400

BOYY

Embrapa Milho e Sorgo
500 1000 1500 200C km Elaboragéo cartografica: Elena Charlotte Landau
| Fontes: IBGE(2008); Hijmans ef 3/ (2005)

Daturs WGES84

Figura 4. Amplitude térmica média anual no territério brasileiro. Devido aos eventos de

translagdo, o estado do Rio Grande do Sul apresenta a maior amplitude térmica média ao longo de

um ano quando comparado aos demais estados do Brasil. O clima subtropical, definido por estacdes

marcadas, possibilita a existéncia de massas polares nos meses de inverno e massas tropicais, quentes

¢ umidas, nos meses de verdo (Fonte: Landau et al., 2009)
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Figura 5. Radiacio solar global na América do Sul (2018). Em virtude da inclinagao terrestre, nos
meses de outono e inverno, a radiagdo solar total na regido sul do Brasil diminui drasticamente
comparada aos meses de primavera e verdo. Em comparag@o aos demais estados do Brasil, o estado
do Rio Grande do Sul apresenta a maior variagdo da incidéncia de radiag¢@o solar ao longo do ano

(Mapas: INPE, Sistema DAS: Radiacdo Global Solar 2018; coletados em 23/11/2021).

Por estes fatores, o estado do Rio Grande do sul apresenta variagdes importantes de
temperaturas e condi¢des climaticas em seus biomas. Tais condig¢des singulares dificultam a
aplicacdo de fungos entomopatogénicos ou quaisquer outros organismos como controladores
biologicos. Neste cenario, considerada a possibilidade de empregar o isolamento de FEPs
autoctones e adaptados ao ambiente, ¢ extremamente necessario e relevante o estudo das
populacdes de FEPs nesta area, focando na prospeccdo de novas linhagens com amplo

espectro de agdo capazes de suprir as necessidades apresentadas.
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia, a diversidade e a distribui¢ao de fungos entomopatogénicos no
Estado do Rio Grande do Sul com foco na prospeccdo de agentes de controle

biologico de pragas em amplo-espectro de condigdes.

2.2 Objetivos especificos

Isolar, por meio de técnicas de meios de cultivo e insect-bait, fungos
entomopatogénicos presentes em amostras de solo de diferentes regides do Estado
do Rio Grande do Sul;

Identificar os fungos isolados empregando técnicas de microscopia, avaliando as
estruturas de reproducdo, e por técnicas de biologia molecular, como o
sequenciamento de regides conservadas do DNA;

Avaliar o desenvolvimento dos isolados sob diferentes condi¢des de temperatura;
Avaliar a viruléncia dos isolados em bioensaios na forma de screening com a larva-
da-farinha (Tenebrio molitor);

Analisar, por meio de bioensaios, o espectro de acao dos isolados selecionados contra

a larva-da-farinha (7. molitor) em diferentes condigdes de temperatura.
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos estao apresentados na forma de manuscrito. O documento,
formatado conforme as regras do periddico Fungal Ecology, revista cientifica para qual sera
submetido, descreve a ocorréncia, distribui¢do e prospeccao de fungos entomopatogénicos
em solos do Estado do Rio Grande do Sul, priorizando a exploragdo de novos agentes de
controle bioldgico de amplo-espectro de acao sob diferentes condi¢des de temperatura. As
figuras foram dispostas ao longo do texto com suas respectivas legendas a fim de facilitar a
leitura e interpretagdo dos resultados. O material suplementar foi anexado apos as

referéncias.

Titulo: Occurrence and distribution of entomopathogenic fungi in soils of Rio Grande do

Sul State, Brazil

Contribuiciao dos autores:

MSC: delineamento experimental, coleta de material, aquisicdo de dados, andlise e
interpretacao de dados, redagao do manuscrito; FG e NS: delineamento experimental, coleta
de material, aquisicdo dos dados, andlise e interpretacdo dos dados, revisdo critica do
manuscrito; AS: delineamento experimental, andlise e interpretacdo dos dados, suporte

financeiro, revisao critica do manuscrito.
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4 DISCUSSAO GERAL

Fungos entomopatogénicos ocorrem nos mais diversos ecossistemas e regides
climaticas, de tropicais a polares (MEYLING; SCHMIDT; EILENBERG, 2012; NIU et al.,
2019; SEID et al., 2019). Embora estes organismos tenham como principal caracteristica a
infeccdo de artropodes, estes fungos também podem ocorrer como endofiticos (LACEY et
al.,2015), associados a plantas, ou mesmo como saprofiticos (STONE; BIDOCHKA, 2020),
atuando na decomposi¢ao de matéria organica do solo. Dessa forma, ainda que o ciclo de
infeccdo ocorra majoritariamente através da interagdo com o hospedeiro artrépode
(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; STONE; BIDOCHKA, 2020), outros componentes
ambientais sdo cruciais para a propagacdo e permanéncia do fungo no ambiente. O solo,
neste contexto, atua como um reservatorio para FEPs (SANCHEZ-PENA; LARA;
MEDINA, 2011), uma vez que possui as condi¢des necessarias para o desenvolvimento

vegetativo e protecao dos propagulos (STONE; BIDOCHKA, 2020).

O solo, portanto, ¢ comum objeto de estudo para a prospeccao de FEPs de interesse
biotecnologico (KOROSI ez al., 2019; QUESADA-MORAGA et al., 2007; SHARMA et al.,
2021b). Entretanto, diversos fatores podem estar associados a ocorréncia de FEPs, sejam
bioticos ou abidticos. Além da temperatura (LOVETT; ST. LEGER, 2015), pH (BUENO-
PALLERO et al., 2020) e incidéncia de radiagdo UV (WU et al., 2020), outros fatores,
inerentes a composi¢ao do solo, sdo destacaveis: solos arenosos, por exemplo, favorecem a
perda de conidios pela lixiviagdo, ao passo que solos com maiores teores de silte e argila
possibilitam a permanéncia destes fungos devido a adsorbancia dos conidios as particulas de

argila (QUESADA-MORAGA et al., 2007).
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O papel do ambiente como modulador na evolugdo e adaptagdo de microrganismos,
apesar de ja reconhecido e validado (BERNARDO-CRAVO et al., 2020), ainda € pouco
considerado na prospeccdo de FEPs dentro dos interesses biotecnoldgicos. Neste trabalho,
investigamos a ocorréncia e distribui¢ao de FEPs em solos do Estado do Rio Grande do Sul.
Esta regido apresenta elevada variacdo térmica e papel destacado na agricultura brasileira,
sendo este Estado dependente de estratégias de controle de pragas. A partir de 89 amostras
de solo oriundas de 68 diferentes locais, foi possivel isolar 484 fungos filamentosos. Destes,
470 foram obtidos através da técnica de diluicdo e plaqueamento em meio Oatmeal Agar
(OA) e 14 pelo método de insect-bait. A confirmacdo do potencial entomopatogénico dos
470 fungos obtidos por meio OA, através da utilizacao de larvas de 7. molitor, revelou 206

FEPs putativos.

Com base nas caracteristicas morfologicas macro e microscopicas e na analise das
sequéncias de rDNA-ITS, TEF e Bloc, foram identificados 13 diferentes géneros: Beauveria,
Blackwellomyces, Clonostachys, Fusarium, Isaria, Lecanicillium, Metapochonia,
Metarhizium, Paecilomyces, Pochonia, Purpureocillium, Tolypocladium e Verticillium. O
método de insect-bait, entretanto, revelou exclusivamente 14 isolados pertencentes ao

género Metarhizium.

A técnica de isolamento a partir de meios semi-seletivos possibilita a identificagao
de diferentes géneros de FEPs (INGLIS; ENKERLI; GOETTEL, 2012; POSADAS et al.,
2012), entretanto, a técnica pode ser de laboriosa e de dificil interpretacdo imediata, uma vez
que necessita etapas adicionais para a confirma¢do do potencial entomopatogénico dos
fungos isolados (BUENO-PALLERO et al.,, 2020). A técnica de insect-bait, em
contrapartida, quando aplicada com numero reduzido de ordens de insetos pode ser limitada

para o isolamento e analise de diversidade (MASOUDI et al., 2020; VEGA; KAYA, 2012).
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Como observado, FEPs foram isolados em apenas 15,73% das amostras estudadas quando o
método de insect-bait foi aplicado. Bueno-Pallero e colaboradores (2020) analisaram a
ocorréncia de FEPs por diferentes métodos de captura na regido de Algarve, Portugal. Os
autores relataram, da mesma forma, maior recuperacdo de FEPs quando meios seletivos
foram empregados em comparacao a métodos de “baif”. Todavia, Masoudi e colaboradores
(2020) ressaltaram os pontos positivos de métodos baseados na captura empregando insetos,
sendo, o principal, a possibilidade da obtencdo de linhagens com maior bioatividade e

resisténcia em condigdes reais de aplicagao.

Ao analisar a distribuicdo dos FEPs isolados e identificados, constatamos que, ao
dividir o RS em 3 regides climaticas, tomando como base a média anual de temperatura para
o ano de 2018, ha pouca diferenca na variagao espacial da diversidade de FEPs. Os resultados
obtidos pelo indice de Shannon-Wiener, utilizado para mensurar a variabilidade espacial de
diversidade, foram similares na comparagao entre as regioes média (17,8 — 19,8 °C) e fria (<
17,8 °C). Para a regido quente (> 19,8 °C), foi observado o menor indice entre as trés
avaliadas, no entanto, ¢ valido ressaltar o menor nimero amostral desta regido. O mesmo
efeito foi observado por Niu e colaboradores (2019) ao analisar a distribuicdo espacial de

FEPs no sul da China.

Para observar a probabilidade de recuperacdo dos quatro géneros mais abundantes
encontrados (Beauveria, Fusarium, Metarhizium e Purpureocillium), foi calculada a
abundancia relativa em fun¢do do niimero de amostras de cada regido separadamente. Para
o género Metarhizium, foi observada maior abundancia relativa nas regides frias,
exclusivamente. O oposto foi observado para os isolados do género Purpureocillium, mais

abundantes nas regides médias e quentes. Ao passo que, os géneros Beauveria € Fusarium
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ndo apresentaram tendencia de distribuicdo, sendo estes fungos isolados em propor¢des

similares nas diferentes regides analisadas.

Além do levantamento da diversidade e distribuicdo de FEPs no RS, neste trabalho
também foi priorizada a procura por potenciais agentes de controle de pragas com espectro
de acdo ndo-especifico, principalmente aqueles capazes de apresentar atividade
entomopatogénica em diferentes condi¢oes de temperatura. Para isso, isolados dos géneros
Beauveria e Metarhizium foram avaliados quanto a capacidade de desenvolvimento nas
condi¢des de 12, 22, 28 e 37 °C. A partir de 46 isolados testados, dez foram selecionados
para ensaios posteriores. Todos os isolados selecionados do género Beauveria (AS169,
AS220, AS272 e AS461) apresentaram crescimento na menor temperatura avaliada (12 °C).
A resisténcia, capacidade de germinacao e desenvolvimento em baixas temperaturas (até 5
°C) para o género Beauveria ja havia sido descrita por Fernandes e colaboradores (2008a)
ao avaliar a termotolerancia de linhagens do género. Em contrapartida, isolados do género
Metarhizium (AS218, AS230, AS262, AS383, ASMT9 e ASMT10), apresentaram dois
padroes distintos; (I) crescimento a 12 e 22 °C (AS218, AS262 ¢ ASMTI10) e, (II)
crescimento a 37 °C (AS230, ASMT9 e ASMT10). Notavelmente, os isolados do grupo I
pertencem a espécie M. brunneum, enquanto os isolados do grupo II, a espécie M. robertsii.
Estes resultados corroboram os obtidos por Couceiro e colaboradores (2021). O estudo, que
observou a resisténcia a radiacdo UV e temperatura de diferentes isolados de Metarhizium
spp., observou o crescimento de linhagens da espécie M. brunneum em temperaturas
proximas a 25 °C, enquanto linhagens de M. robertsii tiveram maior desenvolvimento a 33
°C. A distribui¢ao geografica de ambas as espécies reflete a capacidade de desenvolvimento
observada in vitro. A espécie M. brunneum apresenta maior abundancia em climas

temperados, sendo isolada em maior frequéncia em regides temperadas, como a Dinamarca
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(STEINWENDER et al., 2014). M. robertsii, em contrapartida, ¢ isolado com maior
frequéncia em regides tropicais, como o Brasil (RIGUETTI ZANARDO BOTELHO et al.,

2019).

A relacdo entre a ocorréncia de FEPs e a regido da qual foram isolados pode nao
possuir associagdes claras, uma vez que a diversidade de fungos ¢ de dificil comparacao,
seja quantitativa e/ou qualitativa, principalmente devido as inimeras varidveis associadas a
amostra e ao modelo experimental empregado. Entretanto, condigdes ambientais e/ou fatores
estressantes podem atuar na modulacdo e plasticidade fenotipica de FEPs, além de moldar
evolutivamente tais organismos (GASMI et al, 2021). Estas condigdes, por sua vez,
possuem padrdes definidos ao longo do globo terrestre. McGuire e Northfield (2020)
revisaram diferentes linhagens dos géneros Beauveria e Metarhizium, devido sua
importancia agricola, e propuseram possiveis associacdes entre a regido de ocorréncia e a
adaptacao destes fungos a diferentes condi¢des. De acordo com os autores, tomando como
base a latitude, duas hipdteses podem ser propostas: (i) Fatores abioticos sdo determinantes
primarios da estrutura genética de FEPs em latitudes mais elevadas, devido a necessidade de
adaptagdo destes fungos a sazonalidade e as condigdes ambientais extremas; (ii)
Inversamente, os fatores bidticos (interacdes fungo-hospedeiro e outras interagdes cross-
kingdom) sdo os principais reguladores da estrutura genética da populacao de FEPs em
latitudes mais baixas, devido a auséncia de variagdo climatica extrema e da perenidade de

populagdes artropodes.

Neste contexto, o estado do Rio Grande do Sul, latitude 30° Sul, pode apresentar
ambos os fatores descritos. A predominancia do clima subtropical, possibilita a existéncia
de uma ampla diversidade de artropodes e, a0 mesmo tempo, uma variagao climatica notavel,

principalmente em funcdo da elevada amplitude térmica. Diante disso, este trabalho ainda
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propds avaliar os isolados selecionados quanto ao crescimento vegetativo em diferentes

temperaturas em testes de viruléncia de condigdes abioticas variaveis.

Ao analisar a viruléncia contra 7. molitor de 10 isolados oriundos de solos do estado
do RS, diferentes padroes de sobrevivéncia foram observados. Como esperado, na condigao
de 28 °C, todos os isolados apresentaram elevada viruléncia, sendo ASMT9 (M. robertsii),
AS218 (M. brunneum) e AS230 (M. robertsii) os mais promissores. Tais isolados
apresentaram LT50 de 2,40; 2,43 e 2,43 dias, respectivamente. Na condi¢do de 22 °C,
todavia, foi observada uma rapida diminui¢do na mortalidade dos insetos para alguns
isolados. O efeito diminutivo, no entanto, foi observado em maior grau para as linhagens
controle (CG46 ¢ E6). Ainda assim, na temperatura de 22 °C, os isolados AS218, AS262,
AS272 ¢ ASMTI0 ndo apresentaram diferenca significativa comparado ao LT50 na
temperatura de 28 °C. Este resultado aponta para a possibilidade do emprego destas
linhagens com igual eficacia em diferentes condigdes de temperatura. Por fim, na menor
temperatura avaliada, 16 °C, a alteracdo da viruléncia foi drastica para todos os isolados e
controles testados. Nesta condi¢do, dez dias apos a infec¢do, nao foi possivel determinar o
LT50 para os controles, sendo AS218 e AS272 os isolados com maior viruléncia nesta

temperatura, apresentando LT50 de 6,01 e 6,16 dias, respectivamente.

Notavelmente, os isolados do género Beauveria, cujo crescimento a 12 °C foi
observado, ndo apresentaram destacada viruléncia total e relativa as demais temperaturas na
condi¢do de 16 °C para o modelo de hospedeiro testado. Para os isolados pertencentes ao
género Metarhizium, os mesmos padrdes observados no crescimento vegetativo foram
observados em funcdo da viruléncia. Isolados da espécie M. robertsii, cuja sele¢do ocorreu
pela capacidade de desenvolvimento a 37 °C, apresentaram maior eficacia (menor LT50) na

maior temperatura testada (28 °C). Por outro lado, isolados da espécie M. brunneum,
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selecionados pela capacidade de desenvolvimento a 12 °C e/ou equivaléncia dos

crescimentos a 22 ¢ 28°C, apresentaram maior eficacia em temperaturas menores (16 e 22

°C).

Por fim, € possivel destacar que fatores intrinsecos da evolugao de espécies de FEPs
sdo marcantes na biologia destes fungos, independentemente dos fatores abiodticos dos
ambientes da qual sdo isolados. Entretanto, ¢ fundamentada a contribui¢do e a influéncia do
ambiente como modulador de caracteristicas fenotipicas destas espécies. Os isolados de M.
robertsii, por exemplo, apesar de apresentarem tendencia de crescimento em temperaturas
mais elevadas, de forma similar aos controles (M. anisopliae CG46 ¢ E6), mostraram maior
plasticidade, sendo possivel determinar o LT50 mesmo na condi¢@o mais extrema (16 °C),
diferentemente dos controles. Dessa forma, ainda que existam mecanismos intrinsecos do
género e/ou espécie, o ambiente pode induzir a adaptacao destas, possibilitando a exploragdo

de linhagens com potencial no controle bioldgico de pragas em amplo-espectro.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho contribui para o conhecimento da diversidade de fungos em
regides subtropicais e de alta variabilidade climatica, além de fornecer novos isolados com
potencial biotecnoldgico no controle de pragas. Embora que ainda possam ser necessarios

experimentos futuros, os dados obtidos apontam que:

e Diferentes géneros de fungos entomopatogénicos sao passiveis de isolamento em
amostras de solo;

e A técnica de plaqueamento em meio semi-seletivo mostrou-se mais eficiente para
o isolamento de fungos entomopatogénicos, em relacao a diversidade e abundancia;

e A técnica de insect-bait, apesar de possibilitar o isolamento de fungos ativos em
amostras de solo, pode ser limitada para fins de isolamento em quantidade e
diversidade;

e A distribuicdo de FEPs em ambientes de variaveis condi¢cdes de temperatura nao
necessariamente reflete nos fenotipos observados in vitro e in vivo;

¢ No contexto de fungos entomopatogénicos, o ambiente pode atuar como modulador
da adaptagdao em diferentes caracteristicas da biologia de FEPs, mesmo que estes
possuam fendtipos caracteristicos da espécie;

e A localizagao geografica do Estado do Rio Grande do Sul possibilita a existéncia
de fungos com potencial entomopatogénico de elevada viruléncia, bem como,
passiveis de aplicagdo no controle bioldgico em diferentes condi¢des de

temperatura.
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6 PERSPECTIVAS

Uma vez verificada a existéncia de isolados com desenvolvimento e viruléncia em
diferentes condi¢cdes de temperatura, como AS272 (B. bassiana) e AS218 (M. brunneum),
os proximos passos focam em avaliar demais fatores associados a aplicagao na forma de

controladores bioldgicos, como:

e Avaliar a resisténcia dos isolados a radiacao ultravioleta (UVA-UVB, 280-400 nm);
e Avaliar o potencial de controle biologico de isolados selecionados contra a lagarta-

do-cartucho (Spodoptera frugiperda).
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