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“O homem que nao atravessa o inferno
de suas paixdes também nédo as supera.”
(Carl G. Jung)
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1. RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) possui grande importancia no cenario
econdmico mundial, sendo o Brasil o maior produtor, o qual visa sempre trazer
melhorias e inovacdes a esse setor. Contudo, devido a expansdo continua, varios
fatores tém afetado a producdo de cana-de-acUcar no Brasil, destacando-se, 0s
insetos-praga. Dentre eles, um dos mais prejudiciais nos canaviais do Centro-Sul € o
Sphenophorus levis. Suas larvas sao as principais responsaveis pelos danos, pois
constroem galerias que levam a morte da planta e ocasionam falhas na brotagéo de
soqueiras. Para reduzir os prejuizos causados por insetos-pragas € importante a
implementacédo de um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP). Uma das
medidas de controle mais eficazes presente no MIP é o controle bioldgico de insetos
com a utlizacdo de fungos entomopatogénicos. Dentre esses, destaca-se a
Beauveria bassiana, a qual ja foi testada no controle de S. levis em cana-de-acucar e
foi observado alta eficacia. Diante disso, esse projeto teve como objetivo a
prospeccéo de B. bassiana, com a finalidade de encontrar isolados com alto potencial
de controle para S. levis. O ensaio foi conduzido no Laboratério de Controle
Microbiano de Artrépodes Pragas (LCMAP) na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (Unesp/FCAV) em Jaboticabal, SP. O isolamento desses fungos
entomopatogénicos foi realizado utilizando o método com meio seletivo, método
Insect bait e coleta de insetos mortos em campo. Foram utilizados 23 tipos de solos,
provenientes de estados das cinco regides geograficas do Brasil (Norte, Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul). Cada género de fungo encontrado foi transferido para
0 meio de cultura BDA até obter a colonia pura. O teste de mortalidade foi realizado
através da imersdo dos insetos em uma suspensdo com concentracdo de 1x102
conidios/mL. Cada repeticdo continha 8 insetos para cada isolado do género
Beauveria identificado. Para a testemunha, os insetos foram imersos em agua estéril.
Foram realizadas 4 repeticdes. A avaliacdo de mortalidade foi realizada por 15 dias
consecutivos. Dentre os isolados obtidos, 9 foram identificados sendo do género
Beauveria, em que 4 foram patogénicos aos adultos de S. levis. O isolado LCMAP
078 apresentou o melhor resultado com uma mortalidade de 75% em 21 dias. A
concentracgéo letal média (CLso) do isolado LCMAP 078 para adultos de S. levis foi de
2,67.107 conidios/mL e o tempo letal médio (TLso) na concentracdo 1.108 conidios/mL
foi de 8,791 dias, na concentracdo 1.10° conidios/mL foi de 6,329 dias e na
concentracdo 1.10'° conidios/mL foi de 5,398. Apds a identificacdo molecular foi
constatado que o isolado pertence a espécie B. bassiana.
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2. ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum officinarum) holds great importance in the global economic
landscape, and its largest producer is Brazil, which continually seeks to bring
improvements and innovations to this sector. However, due to ongoing expansion,
several factors have impacted sugarcane production in Brazil, including pest insects.
Among them, one of the most detailed in the sugarcane fields of the Center-South is
Sphenophorus levis. Its larvae are primarily responsible for the damage, as they create
tunnels that lead to plant death and cause failures in sprouting of ratoons. To reduce
the damage caused by pest insects, it is important to implement an Integrated Pest
Management (IPM) program. One of the most effective control measures within IPM
is the biological control of insects using entomopathogenic fungi. Among these, one
of the most important is Beauveria bassiana, which has already been tested for
controlling S. levis in sugarcane, showing high efficacy. The objective of this project
was to prospect for B. bassiana, with the aim of finding isolates with high potential for
controlling S. levis and performing molecular identification of these promising isolates.
The trial was conducted at the Laboratério de Controle Microbiano de Artrépodes
Pragas (LCMAP) at the Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (Unesp/FCAV)
in Jaboticabal, SP. The isolation of these entomopathogenic fungi was performed
using the selective medium method, the Insect Bait method, and collection of dead
insects in the field. Twenty-three types of soil were used, from states in the five
geographic regions of Brazil (North, Northeast, Central-West, Southeast, and South).
Each genus of fungus found was transferred to PDA culture medium until a pure colony
was obtained. The mortality test was conducted by immersing the insects in a
suspension with a concentration of 1x10® conidia/mL. Each repetition contained 8
insects for each isolate of the Beauveria spp. identified. For the control, the insects
were immersed in sterile water. Four repetitions were performed. Mortality evaluation
was carried out for 15 consecutive days. Of the isolates obtained, 9 were identified as
belonging to the Beauveria spp., 4 of which were pathogenic to S. levis adults. The
LCMAP 078 isolate achieved the best result, showing 75% mortality in 21 days. The
lethal concentration median (LCso) of the LCMAP 078 isolate for S. levis adults was
2,67.107 conidia/mL, and the lethal time median (LTso) at a concentration of 1.102
conidia/mL was 8,791 days, at 1.10° conidia/mL it was 6,329 days, and at 1.10%°
conidia/mL it was 5,398 days. After molecular identification, it was found that the
isolate belonged to the species B. bassiana.
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3. INTRODUCAO

O Brasil possui destaque mundial no setor sucroenergético, sendo um mercado
em constante expansao, tanto na producéo de aclUcar quanto na producéo de alcool
e subprodutos (BARBOSA et al.,, 2020). Na safra 2023/24, o pais produziu 713,2
milhdes de toneladas, atingindo um novo recorde (CONAB, 2024). Apesar dessa alta
producdo e crescimento, varios fatores afetam seu rendimento, com destaque para
0s insetos-praga, dos quais estima-se que existam aproximadamente 85 espécies
causando danos a cultura no Brasil (MACEDO et al., 2010).

Com o decreto da Lei Estadual 11.241 (SAO PAULO, 2002), que determinou
a eliminacao gradual do uso do fogo para despalha da cana-de-acucar nos canaviais
paulistas, juntamente com a adoc¢ao da técnica de cobertura do solo utilizando a palha
remanescente, observou-se um aumento na populacao de certas pragas, como, por
exemplo, a de Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae)
(DINARDO-MIRANDA & FRACASSO, 2013; GABRIEL FILHO et al., 2024). Esse
inseto é uma praga de solo, sendo uma das mais prejudiciais a cultura da cana-de-
acucar nos estados do Centro-Sul (VINHA et al., 2020), podendo gerar perdas de 20
a 30 toneladas de cana-de-acucar por hectare ao ano, resultando em um prejuizo de
até 5 mil reais por hectare (GARCIA & BOTELHO, 2016).

Sua fase larval é responsavel pelos principais danos a cultura, alimentando-se
da parte basal dos colmos, construindo galerias que danificam o interior da planta. Os
adultos dessa praga permanecem geralmente no solo, sob 0s restos vegetais ou entre
os perfilhos na base da touceira (DINARDO-MIRANDA, 2000). Os danos causados
podem ocasionar amarelecimento de folhas, morte precoce de perfilhos, morte de

plantas e falhas na brotacdo de soqueiras (PRECETTI & ARRIGONI, 1990), podendo
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resultar em uma grande diminuicdo na produtividade e longevidade dos canaviais
(DINARDO-MIRANDA et al., 2006).

A principal forma de controle dessa praga é a destruicdo mecanica da soqueira,
promovendo o ressecamento dos rizomas e expondo as larvas aos seus predadores
e as altas temperaturas (DINARDO-MIRANDA, 2018). Esse método geralmente é
associado com a aplicacdo de produtos fitossanitarios via drench ou jato dirigido
(DINARDO-MIRANDA, 2018). Porém, muitos individuos conseguem sobreviver por
conta da técnica de controle ndo os atingir e assim permanecem no campo
alimentando-se de restos culturais (ALMEIDA, 2005).

Dentre os produtos fitossanitarios empregados no controle dessa praga, €
comum a utilizagdo de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 (Hypocreales:
Cordycipitaceae), um fungo entomopatogénico altamente empregado por ser
especifico, seletivo, compativel com outros meétodos e seguro ambientalmente
(ALMEIDA et al., 2007; XAVIER et al., 2024). Essa espécie de fungo esta amplamente
distribuida no mundo e pode ser isolada a partir de insetos e solos (DOMINGUES et
al., 2022).

De acordo com a relacdo dos produtos fitossanitarios com uso aprovado para
a agricultura organica, registrada pelo MAPA (2024), 86,7% dos produtos que contém
B. bassiana como um dos ingredientes ativos utilizam a cepa IBCB 66. No entanto,
em estudos realizados por Simi (2014) e Almeida et al. (2009), este isolado néo
demonstrou diferenca significativa da testemunha no controle de adultos de S. levis e
Cosmopolites sordidus Germar, 1824 (Coleoptera: Curculionidae).

A diversidade de cepas resulta em caracteristicas Unicas que melhoram a
eficacia do controle, uma vez que apresentam resisténcia aprimorada a condi¢des

climaticas adversas, maior especificidade para hospedeiros e diferentes niveis de
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viruléncia (ZHANG et al., 2024). Essas variacdes podem proporcionar uma vantagem
significativa diante dos diferentes cenarios agricolas em nosso pais (ALVARES et al.,
2013). A bioprospeccao tem sido uma das estratégias para a descoberta desses
novos genes, podendo ser feita através da coleta de insetos mortos na natureza e
amostras de solos (ALVES & FARIA, 2010). Cada isolado identificado pode ser
explorado para o desenvolvimento de inovacdes sustentaveis de base microbiana
com potencial para gerar novos produtos (VUONG et al., 2022).

Com base nos danos que S. levis ocasiona a cultura da cana-de-acucar e a
importancia de novas cepas fungicas para o controle dessa praga, torna-se
necessaria a bioprospecgcdo de microrganismos entomopatogénicos, com foco no
controle bioldgico de S. levis. Portanto, o objetivo deste trabalho foi isolar diferentes
cepas do fungo B. bassiana de solos e insetos de diferentes regides do Brasil, com a

finalidade de encontrar isolados com alto potencial no controle de S. levis.

4. REVISAO DE LITERATURA
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4.1 Cana-de-agucar

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) é a cultura agricola mais produzida
no mundo com 1,9 bilhdo de toneladas por safra (FAO, 2024). O desenvolvimento da
cultura ao longo dos séculos se deu gracas ao seu papel crucial na economia, desde
o periodo colonial até os dias atuais, destacando-se como uma das principais fontes
de energia renovavel (FAO, 2020). O cultivo da cana-de-acucar visa a producéo de
acucar e biocombustiveis, como o etanol, consolidando o Brasil como maior produtor
e exportador de aclUcar e segundo maior produtor de etanol (VIDAL, 2023),
mundialmente. Na Ultima safra (2023/24), o Brasil atingiu uma producéo recorde de
713,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2024).

O ciclo produtivo da cana-de-acUcar é caracterizado por uma alta exigéncia
hidrica (AVILEZ et al., 2018) e nutricional (MEENA et al.,, 2015), demandando
condi¢cBes edafoclimaticas especificas (SILVEIRA et al., 2012). A cultura exige solos
férteis e bem drenados com boa distribuicdo pluviométrica durante o seu ciclo
(OLIVEIRA FILHO et al., 2016). Em locais com menos condi¢des favoraveis, o manejo
adequado da fertilizacdo e da irrigacdo pode aumentar significativamente a
produtividade e qualidade dos colmos, com destaque para o0 uso eficiente de
fertilizantes nitrogenados, potassicos e fosfatados (FRANCO et al., 2011).

Nos ultimos anos, o setor sucroalcooleiro tem avancado na mecanizacao
agricola e em técnicas de manejo. A colheita mecanizada aumentou
significativamente apds a proibicdo do uso de fogo na colheita, devido as dificuldades
para a colheita manual. Isso gerou grandes mudancas nos sistemas de cultivo,
incluindo impactos na qualidade do solo e na estrutura dos sistemas radiculares

(SCOPINHO et al., 1999; TORQUATO, 2013).



19

No que diz respeito a fitossanidade, a cana-de-acUcar esta suscetivel a
diversos insetos e doencas que afetam sua produtividade. As principais pragas sao
Diatraea saccharalis Fabr., 1794 (Lepidoptera: Pyralidae), Sphenophorus levis,
Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Hemiptera: Cercopidae), Migdolus fryanus
Westwood, 1863 (Coleoptera: Vesperidae) e Telchin licus Drury, 1773 (Lepidoptera:
Castniidae) (DINARDO-MIRANDA, 2018). Essas pragas estdo amplamente
disseminadas nas lavouras, podendo causar enormes danos as plantas, exigindo

estratégias integradas de controle (CTC, 2018).

4.2 Sphenophorus levis

S. levis, popularmente conhecido como bicudo-da-cana, pertence a familia
Curculionidae, sendo nativo das Ameéricas, com seu primeiro relato registrado em
1978. O ciclo de vida desse inseto esta diretamente ligado a cana-de-acucar, onde
provoca significativos prejuizos econémicos, sendo considerado a praga de solo mais
importante e prejudicial a cultura da cana-de-acucar no estado de Sdo Paulo. As
larvas alimentam-se da parte basal dos colmos, formando galerias, que
comprometem o desenvolvimento das plantas e a rebrota (PRECETTI & ARIGONI,
1990).

O ciclo biologico de S. levis apresenta dois picos populacionais anuais: o
primeiro entre fevereiro e marco, e o segundo entre outubro e novembro. Para as
larvas, os picos ocorrem de maio a julho e novamente em novembro (PRECETTI &
TERAN, 1983). Os maiores danos ocorrem durante a fase seca do ano, de maio a
novembro, especialmente nos trés primeiros meses, periodo em que a planta esta

mais vulneravel a estresses ambientais (ALMEIDA, 2005).
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A oviposicdo ocorre na parte interna dos colmos, onde a fémea usa o rostro
para abrir um orificio e depositar os ovos individualmente (CASTELIANI et al., 2020).
O periodo de incubacdo dos ovos varia de 7 a 12 dias (PINTO, 2009), enquanto o
estagio pupal dura de 5 a 13 dias. Os adultos de S. levis tém coloracdo castanho-
escura com manchas pretas no térax e listras longitudinais nos élitros. Os machos
sdo geralmente menores que as fémeas. Apesar de possuirem asas, nao foi
observado voo nem capturas em armadilhas luminosas préoximas aos locais de
infestacdo. Esse inseto apresenta baixa disperséo, deslocando-se, em média, 9,60
metros por més. Em campo, as fémeas tendem a se deslocar mais que os machos

em busca de locais para oviposicao (DEGASPARI et al., 1987).

As larvas de S. levis sdo as principais responsaveis pelos danos, pois ao
abrirem essas galerias nos rizomas, causam amarelecimento e morte dos perfilhos,
prejudicando o desenvolvimento da cultura e, muitas vezes, levando a morte das
plantas. Essas falhas no crescimento favorecem a infestacdo de plantas invasoras,
aumentando a competicdo por nutrientes e agua no campo, o que reduz o rendimento
das soqueiras (PRECETTI & TERAN, 1983). O ataque de S. levis pode reduzir a
producdo em até 30 toneladas por hectare ao ano, 0 que corresponde
aproximadamente a 40% de uma producédo média da cultura. Além disso, pode causar
perdas de até 60% nos perfilhos, diminuindo a longevidade e qualidade do canavial

(PINTO et al., 2009; GARCIA & BOTELHO, 2016).

O monitoramento de S. levis é essencial para controlar os danos,
especialmente em regifes com alta infestacdo. Na fase adulta, é realizado por meio
de armadilhas atrativas compostas por toletes de cana imersos em inseticida,

colocados nas bases das touceiras e cobertos com palha (ALMEIDA, 2005).
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4.3 Controle de Sphenophorus Levis

O controle do S. levis € um desafio constante devido a sua habilidade de
sobreviver aos métodos tradicionais de manejo. O método mais comum envolve a
destruicdo mecanica das soqueiras durante a reforma do canavial, 0 que expde as
larvas aos seus predadores e ao ressecamento (PRECETTI & ARIGONI, 1990).
Contudo, essa técnica € mais eficaz apenas no primeiro corte, ja que muitas larvas
sobrevivem alimentando-se da matéria organica residual, limitando o sucesso da

pratica (ALMEIDA, 2005).

O uso de iscas toxicas, a manutencao de areas sem vegetacao hospedeira e
a aplicacao de fipronil (Regent 800 WG) séo estratégias frequentemente adotadas.
No entanto, essas medidas nédo tenham sido suficientes para conter a expansao da
praga em novas areas (LEITE et al., 2006). Isso destaca a necessidade de
alternativas de controle mais eficazes, com foco especial em estratégias bioldgicas,

dado que a praga continua a se expandir (FERREIRA et al., 2024).

Nesse sentido, o controle bioldégico com o uso de fungos entomopatogénicos
tem ganhado destaque, especialmente com espécies como B. bassiana e
Metarhizium anisopliae (Metch.) Sorokin, 1983 (Ascomycota: Hypocreales), que tém
demonstrado grande potencial no manejo integrado, reduzindo a necessidade de
inseticidas quimicos (LOPES et al., 2020). Além de B. bassiana, outras espécies
como B. amorpha, B. caledonica e B. pseudobassiana foram encontradas no Brasil,
sugerindo que podem também ser promissoras para o0 controle desse inseto

(BUSTAMANTE et al., 2019; SOUZA et al., 2020).



22

Além disso, nematoides entomopatogénicos tém demonstrado resultados
promissores no controle de S. levis. Pesquisas mostraram que nematoides como
Heterorhabditis indica (Rhabditida: Heterorhabditidae) e Steinernema sp (Rhabditida:
Steinernematidae), podem alcancar mortalidades superiores a 70% em larvas de S.
levis quando aplicados em condi¢des de laboratorio e casa de vegetacdo (POINAR
etal., 1992; LEITE et al., 2006). A dosagem recomendada foi de 2,4 juvenis infectivos
por cm?, equivalente a 1 x 108 juvenis por hectare, resultando em ganhos de producéo
de até 15 toneladas por hectare em areas tratadas (LEITE et al., 2006). O controle
biologico com nematoides e fungos possui potencial para complementar as praticas
de manejo tradicional e integrar programas de controle de pragas (CASTELIANI et

al., 2020).

Bactérias entomopatogénicas, como Bacillus thuringiensis Berliner, 1915
(Bacillales: Bacillaceae), foram utilizados em estudos no controle dessa praga.
Embora tenha demonstrado resultados promissores em laboratério, ainda necessitam
de mais pesquisas para sua adocdo em larga escala no controle de S. levis (CICERO

et al., 2009).

Um aprimoramento no uso de iscas toxicas foi feito por Giron-Pérez et al.
(2009), que identificaram os entrends de cana-de-acgucar misturados com melaco a
10% como atrativos eficazes para o controle de adultos de S. levis. Esse substrato
superou outros materiais testados, como casca de abacaxi e agua, oferecendo uma

alternativa promissora para 0 monitoramento e controle da praga.

Do ponto de vista de manejo cultural, é essencial manter as areas de cultivo
sem planta hospedeira por um periodo superior a trés meses, evitando a presenca de

condicdes favoraveis para a praga (DINARDO-MIRANDA, 2018). O milho € a Unica
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planta hospedeira conhecida que permite o completo desenvolvimento desse inseto.
Além disso, ha registros de sua presenca em bromelidceas e algumas gramineas, no
entanto, nessas espécies ndo é capaz de completar seu ciclo (PRECETTI;

ARRIGONI, 1990; BARRETO-TRIANA, 2009).

A adocéo de rotacdes de culturas, preferencialmente com amendoim e soja, e
a antecipacéo do preparo de solo também contribuem para a reducao das populacées
de adultos de S. levis (PRECETTI & ARRIGONI, 1990). O plantio de cana-de-agucar
mais tardio, entre marco e abril, pode reduzir a densidade populacional da praga,

ajudando no controle integrado (BARRETO-TRIANA, 2009).

O uso de produtos fitossanitarios quimicos é recomendado em dois momentos
principais, durante o plantio e no corte das soqueiras, aplicando-se o inseticida
diretamente no corte, a uma profundidade de 5 a 10 cm. O efeito do controle quimico
sobre S. levis no canavial geralmente se torna perceptivel entre dois e trés meses
apos a aplicacao. Aplicacbes em area total ndo sdo recomendadas devido a baixa

eficiéncia observada (DINARDO-MIRANDA, 2018).

Embora existam diversas técnicas e produtos, um dos principais desafios para
0 sucesso do controle esta relacionados ao habito da praga, que dificulta o contato
direto dos inseticidas com as larvas e adultos, que ficam protegidos no interior do

rizoma da cana e no solo abaixo da palhada (PRECETTI & ARRIGONI, 1990
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4.4 Beauveria bassiana

B. bassiana é um fungo entomopatogénico amplamente utilizado no controle
biolégico de pragas agricolas devido a sua eficacia contra uma vasta gama de insetos
(BUTT et al., 2016). Primeiramente descrito por Balsamo em 1835 sob o nome de
Botrytis bassiana, o fungo foi posteriormente classificado como Beauveria em 1912

(LIMA, 1989).

Esse fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Hypocreales e familia Cordycipitaceae, sendo classificado inicialmente como um
Deuteromiceto devido a sua reproducdo assexuada. No entanto, com o avanco da
biologia molecular, as espécies do género Beauveria foram reagrupadas como fungos

sexuados (REHNER, 2005).

B. bassiana tem ocorréncia cosmopolita, sendo encontrado em regides
temperadas e tropicais ao redor do mundo, sobrevivendo em solos, plantas e insetos
(REHNER et al.,, 2011; BEHIE et al., 2015). Sua ocorréncia € registrada em
representantes das ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Lepidoptera, Orthoptera,

Hymenoptera, Blatodea, Mantodea e Thysanoptera (ZIMMERMANN, 2007).

O modo de acdo de B. bassiana é baseado na penetracdo do fungo no
tegumento do hospedeiro, realizado por acfes mecanicas e enzimaticas, apos a
adesdo dos conidios a cuticula do inseto. A fase de germinacdo ocorre
aproximadamente 12 horas ap6s a inoculacédo, com penetra¢do no hospedeiro emum
periodo de até 12 horas (BROOME et al., 1976). ApGs a penetragéo, o fungo invade
a hemolinfa do inseto e se prolifera, formando estruturas leveduriformes. A

proliferacdo fungica resulta na morte do inseto por esgotamento de nutrientes e
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liberacdo de toxinas, podendo colonizar completamente o inseto em até 72 horas

(LUNA-ALVES LIMA & TIGANO, 1989; KHAN et al., 2012).

A temperatura e a umidade sao fatores cruciais para a eficacia de B. bassiana,
influenciando diretamente a germinacao e a viabilidade dos conidios, o crescimento
vegetativo, a esporulacdo e a viruléncia, sendo que a temperatura ideal para esses
processos é em torno de 24°C a 26°C (ALEXANDRE et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2016). Fatores ambientais como radiagao ultravioleta e competicdo microbiana
podem limitar a eficacia de B. bassiana em campo, sendo necessario um manejo

cuidadoso em conjunto com outras praticas agricolas (BATISTA FILHO, 2001).

Este fungo € generalista e, embora ndo tenha especificidade de hospedeiro, B.
bassiana é particularmente eficaz em uma ampla gama de pragas agricolas, como
Bemisia tabaci Gennadius, 1889 (Hemiptera: Aleyrodidae), Coccus viridis Green,
1889 (Hemiptera Coccidae), Dalbulus maidis DelLong & Wolcott, 1923 (Hemiptera:
Cicadellidae), Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae), Hypothenemus
hampei Ferrari, 1867 (Coleoptera: Scolytidae), Tetranychus urticae Koch, 1836 (Acari:
Tetranychidae), e diversas espécies de curculionideos como Anthonomus grandis
Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae), C. sordidus, Gonipterus scutellatus

Gyllenhal 1833 (Coleoptera: Curculionidae), S. levis, dentre outros (AGROFIT, 2025).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Microbiano de
Artrépodes Pragas (LCMAP) na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias
(FCAV/Unesp) em Jaboticabal, SP.
5.2 Amostragem do solo

Os solos e insetos (Tabela 1) foram obtidos no ano de 2022 a 2024 em areas
representativas das cinco regides brasileiras (Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul). Os solos foram coletados de 0 a 10 cm de profundidade. Apos a coleta
foram depositados e identificados em sacos plasticos e armazenados em geladeira a

4°C.

Tabela 1 - Localidade, origem e codigo dos solos utilizados no projeto de prospeccao de fungos
entomopatogénicos.

Cidade (estado) Origem do solo Caodigo
Ariqguemes (RO) Cultivo (milho) ROC
Ariqguemes (RO) Mata ROM
Moju (PA) Cultivo (coco) PAC
Moju (PA) Pastagem PAP
Moju (PA) Mata PAM
Cartucho (TO) Mata TOM
Picos (PI) Cultivo (milho) PIC
Goiatuba (GO) Cultivo (soja) GOC
Goiatuba (GO) Mata GOM
Vitéria (ES) Area urbana ESO
(Séo )Sebastiéo do Paraiso | Cultivo (café) MGC
MG
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S&o Sebastido do Paraiso | Mata MGM
(MG)

Itanhaém (SP) Mata ITL
Taquaritinga (SP) Cultivo (cana-de-acgucar) TCC
Jaboticabal (SP) Cultivo (cana-de-acgucar) PCC
Jaboticabal (SP) Cultivo (cana-de-acUcar organica) SJC
Serra Negra (SP) Cultivo (cana-de-acgucar) SNC
Rio de Janeiro (RJ) Area urbana RJO
Araruna (PR) Cultivo (soja) PRC
Araruna (PR) Mata PRM
Braco do Trombudo (SC) Cultivo (mandioca) SCC
Braco do Trombudo (SC) Mata SCM
Passo Fundo (RS) Cultivo (milho) RSC

5.3 Isolamento dos fungos entomopatogénicos

5.3.1 Meio de cultura seletivo

Para a obtencéo de in6culos fungicos de B. bassiana, foi realizado o método

de diluicdo seriada em camara de fluxo laminar, a partir de suspensdes de solos,

seguida de plagueamento em meios seletivos especificos. Inicialmente, um grama de

cada solo homogeneizado foi adicionado em tubos contendo 10 mL de 4gua destilada

estéril, transferindo-se 1 mL dessa suspensdo homogeneizada em vortex para tubos

com 9 mL até atingir a diluicdo desejada. Uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo

(solucgéo original, 10! e 10?) foi inoculada e espalhada com auxilio de uma alca de

Drigalski flambada em placas de Petri contendo meio seletivo para isolamento de

Beauveria spp. e de outros fungos entomopatogénicos do solo de acordo com a

metodologia de Alves & Faria (2010) com adaptacoes.
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Esse meio seletivo adaptado foi composto por “BDA” (batata, dextrose e agar)
suplementado com Dodine (0,1 mL/L) e pentabidtico (0,5 g/L). O plaqueamento de
cada diluicao foi realizado em duplicata. As placas foram mantidas invertidas em
camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma temperatura de
25+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 12L:12E de 3 a 7 dias.

Apo6s o crescimento das coldnias de fungos (Figura 1) estas foram analisadas
macroscopicamente, levando em consideragdo o tipo morfolégico do micélio e a
pigmentacdo, e comparados com outros isolados de Beauveria spp. (RODRIGUES et
al., 2016; BICH et al., 2021). Aguelas que possuiam caracteristicas semelhantes a
Beauveria spp., como micélio pulverulento e coloragdo branca a levemente amarelada
(MCCOQY et al., 1988), foram repicadas em placas com meio de cultura “BDA”
acrescido de pentabiotico 0,5 g/L em camara de fluxo laminar. A repicagem foi feita
utilizando uma alca de platina flambada e foram feitos trés pontos (Figura 2) em cada
extremidade da placa até a obtencdo da colbnia pura. Apdés a obtencédo da colénia
sem a presenca de contaminantes foi realizada a repicagem em camara de fluxo
laminar utilizando alca de platina flambada em placa cheia contendo meio de cultura
“BDA” acrescido de pentabidtico 0,5 g/L (Figura 3). Em uma mesma unidade amostral,
guando encontrados isolados do mesmo género com caracteristicas morfologicas

distintas, ambos foram purificados.



Figura 1 - Crescimento de fungos presentes no solo em placa de Petri com meio de cultura.

Figura 2 - Repicagem em 3 pontos para obtencao de colbnia fingica pura.
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Figura 3 — Repicagem em placa cheia da col6nia fungica purificada.

5.3.2 Método Insect bait

O método Insect bait foi realizado seguindo a metodologia de Inglis et al.
(2012). Foram utilizados 55 g de cada solo homogeneizado em potes plasticos de 100
mL. Em cada pote contendo solo, foram depositados dez insetos da espécie Tenebrio
molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) em fase larval de 2° a 4° instar.
Os potes foram armazenados em camara climatizada (Biological Oxygen Demand —
B.0.D) a uma temperatura de 26+1°C, umidade relativa de 70£10% e fotoperiodo de
24E. Nos primeiros sete dias os potes foram virados diariamente para que houvesse
estimulo @ movimentacdo dos insetos. Os solos foram umedecidos com &agua
deionizada sempre que necessario.

A partir do 4° dia foi realizada a inspecéo das larvas mortas, e a cada trés dias

0s insetos mortos foram contabilizados e desinfetados de contaminantes seguindo a
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metodologia de Donini et al. (2005), com adapta¢cbes na duracdo de imersao dos
insetos em cada solucdo. Foram utilizadas trés solug¢des: na primeira o inseto foi
imerso por 1 minuto em &lcool 70%, em seguida, 30 segundos em hipoclorito de sédio
(20%) e, depois, 1 minuto em agua deionizada. ApoOs essas imersdes, o inseto morto
foi colocado utilizando pinca anatémica de disseccdo em papel toalha até secar e,
posteriormente, passado para a placa de ELISA, a qual dispunha de algoddes
umedecidos para favorecer a esporulagcdo do fungo. As placas de ELISA foram
armazenadas em camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma
temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+£10% e fotoperiodo de 12L:12E. Apés
a colonizacao do fungo (Figura 4), estes foram repicados com auxilio de uma alca de
platina flambada em meios de cultura contendo “BDA” acrescido de pentabidtico 0,5
g/L em camara de fluxo laminar. Apos a obtencédo da colbnia pura, foi realizado o
esgotamento em camara de fluxo laminar utilizando alca de platina flambada em placa

cheia contendo meio de cultura “BDA” acrescido de pentabidtico 0,5 g/L.

Figura 4 - Tenebrio molitor colonizado por fungo entomopatogénico.
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5.3.3 Insetos mortos em campo

Os insetos mortos em campo que apresentavam caracteristicas de colonizacao
fungica foram levados ao laboratorio, onde foram desinfetados de contaminantes
(DONINI et al., 2005) utilizando &lcool 70%, hipoclorito de sodio (20%) e agua
deionizada e transferidos para a placa de ELISA utilizando pinca anatbmica de
disseccao. Nos casos em que ocorreram esporulacdo fungica, foram repicados em
camara de fluxo laminar fazendo trés pontos nas extremidades da placa de Petri com
auxilio de uma alga de platina flambada em meios de cultura contendo “BDA”
acrescido de pentabiotico 0,5 g/L. Apés a obtencdo da colbnia pura foi realizado o
esgotamento utilizando alca de platina flambada em placa cheia contendo meio de

cultura “BDA” acrescido de pentabidtico 0,5 g/L em camara de fluxo laminar.

5.4 Identificacdo de género

Todas as coldnias com caracteristicas de fungos entomopatogénicos que
cresceram no meio seletivo e nos insetos foram contabilizadas. Os fungos foram
identificados de acordo com seu género sendo levado em conta suas caracteristicas
microscopicas e macroscopicas. Os isolados que apresentaram aspectos
macroscopicos semelhantes aos de Beauveria spp. foram analisados em microscépio
optico ZIESS. As caracteristicas microscopicas analisadas foram os conidioforos,
conidios e hifas, e, posteriormente, comparadas com as estruturas de chaves
taxondmicas de Beauveria spp. para a confirmacao do género (REHNER et al., 2011;
BICH et al., 2021).

Para a andlise, foi necessario fazer a repicagem do isolado em placa de Petri

com meio de cultura “BDA” acrescido de pentabidtico 0,5 g/L utilizando alga de platina
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flambada. Apés 6 a 8 dias foram feitos pequenos cortes quadrangulares com auxilio
de uma espatula em chapa de aco de 15 cm nas extremidades da col6nia, retirando
entre o final da colénia e o meio de cultura onde houve baixo crescimento fungico.
Foram depositados dois a trés desses quadrados sobre cada uma das extremidades
de uma lamina e cobertos com laminulas (Figura 5). No microscopio foram utilizados

0s aumentos de 20x e 40x para identificagdo das estruturas.

Figura 5 - Cortes na coldnia fungica para visualizacdo em microscépio.

5.5 Armazenamento e preservacao dos isolados fungicos
5.5.1 Criopreservacéao de isolados fungicos a -80°C

Apés a purificacdo dos isolados no esgotamento, eles foram mantidos em
camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma temperatura de
25+1°C, umidade relativa de 70+£10% e fotoperiodo de 12L:12E de 8 a 12 dias para
gue houvesse o crescimento da coldnia. Apds o crescimento, foram realizados cortes
circulares da colbnia fungica juntamente com o meio seletivo com a utilizacao da base

de ponteiras de 1000 pL estéreis em camara de fluxo laminar (Figura 6).
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Em cada criotubo foram depositados 4 discos circulares de colbnia fungica do
mesmo isolado, e dentro de cada um desses foi aplicado 1 mL de uma solugdo com
10% de glicerol e 90% de &gua deionizada estéril (CAMPOS et al., 2004). Esse
armazenamento foi feito em duplicata, e os criotubos foram identificados e
armazenados em caixas (Figura 7), e entdo foram levados a um ultrafreezer com

temperatura de -80°C.

Figura 6 - Corte dos discos circulares de colbnia fungica para o armazenamento do isolado em
ultrafreezer a -80°C.

Figura 7 - Criotubos contendo discos flngicos armazenados em ultrafreezer a -80 °C.
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5.5.2 Armazenamento em 6leo mineral

Os isolados também foram armazenados em duplicata em 6leo mineral,
seguindo a metodologia de BUELL & WESTON (1947). Os tubos de vidro foram
autoclavados contendo meio de cultura BDA e apds estéreis os fungos foram
inoculados com auxilio de uma alca de platina flambada em camara de fluxo laminar.
Posteriormente esses tubos foram levados a uma cémara climatizada (Biological
Oxygen Demand — B.0O.D) a uma temperatura de 25+1°C, umidade relativa de
70+10% e fotoperiodo de 12L:12E e la permaneceram com a tampa semiaberta. Apos
10 dias, com o crescimento da colonia dentro dos tubos de vidro, eles foram levados
a camara de fluxo laminar onde caso estivesse com a col6nia pura era aplicado 3 ml
de 6leo mineral. Posteriormente esses tubos eram fechados e armazenados em

temperatura ambiente (Figura 8).

Figura 8 - Tubos de vidro com crescimento fungico armazenado em éleo mineral.
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5.6 Coleta de Sphenophorus levis

Para coleta de S. levis foi utilizado o método de iscas armadilhas de Precetti &
Terén (1983). Para isso, toletes de cana-de-acucar de aproximadamente 30 cm foram
cortados ao meio e depositados de forma em que a parte interior do colmo ficasse em
contato com o solo, proximos a base da planta e cobertos com palha. Apés 48 a 72
horas as iscas foram analisadas, e os insetos presentes foram retirados (Figura 9).
As mesmas iscas eram utilizadas durante 10 dias. Os insetos coletados foram
acondicionados em caixas plasticas e levados ao laboratério.

No laboratério, esses insetos foram acondicionados em camara climatizada
(Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma temperatura de 26x£1°C, umidade relativa
de 70+10% e fotoperiodo de 24E, dentro de potes plasticos retangulares de 4,5 litros
contendo furos na tampa para circulacao de ar. Em cada caixa foram depositados 100
insetos contendo trés toletes de cana-de-acucar com aproximadamente 30 cm
rachados ao meio, 0s quais eram trocados a cada 3 dias e serviam como fonte de
alimento. Os insetos coletados em campo ficaram em observac¢ao por no minimo 15

dias antes de serem utilizados nos bioensaios.
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Figura 9 - Iscas de cana-de-acUcar para coleta de Sphenophorus levis.

5.7 Bioensaio

Cada isolado identificado como Beauveria spp. foi inoculado em placas de Petri
com meio de cultura “BDA” acrescido de pentabidtico 0,5 g/L em camara de fluxo
laminar, sendo chamados de placas-mée. Foram utilizados os isolados armazenados
em 6leo mineral e em criopreservacdo. O inoculo do 6leo mineral era retirado em
camara de fluxo laminar por meio da raspagem da col6nia utilizando uma alca de
platina flambada e repicado na placa em todo meio de cultura. Os criotubos
armazenados em ultrafreezer eram mantidos por 10 minutos em geladeira e,
posteriormente, 20 minutos em temperatura ambiente até estarem totalmente
descongelados. Entdo, o disco era retirado em camara de fluxo laminar com auxilio
uma pin¢a anatébmica de disseccao flambada e colocado no centro da placa com meio
de cultura. Essas placas de Petri foram mantidas por 7 dias em camara climatizada
(Biological Oxygen Demand — B.0O.D) a uma temperatura de 25£1°C, umidade relativa

de 70+10% e fotoperiodo de 12L:12E.
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Com o crescimento desses microrganismos na placa-méae foram realizadas 8
placas-filhas em camara de fluxo laminar por meio da raspagem da col6nia da placa-
méae utilizando uma al¢a de platina flambada e sendo espalhadas em toda superficie
de cada uma das placas de Petri com meio de cultura “BDA” acrescido de pentabidtico
0,5 g/L mantidas por 13 dias em camara climatizada (Biological Oxygen Demand —
B.O.D) a uma temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de
12L:12E. ApOs o desenvolvimento das coldnias, cada uma das placas foram raspadas
em camara de fluxo laminar utilizando uma espatula em chapa de aco de 15 cm
flambada. Todo contetdo raspado foi passado para um tubo de ensaio com 10 mL de
agua deionizada autoclavada com Tween 80 a 0,05%, sendo considerada a
concentragao original.

Para obter a concentracdo desejada foi realizada a diluicdo seriada. 1 mL da
concentracdo original homogeneizada em vortex foi diluida em tubo de ensaio
contendo 9 mL de 4gua deionizada autoclavada, com Tween 80 a 0,05%, sendo este
a concentracdo 107, realizando o mesmo procedimento nos demais tubos de forma
progressiva até atingir a diluicdo 10“. O nimero de conidios foi contado em camara
de Neubauer utilizando a concentragdo 103 e 10“. Uma aliquota foi inserida nas
canaletas da camara até que os dois campos quadriculados fossem preenchidos. Foi
aguardado 5 minutos para que os conidios estabilizassem e decantassem. A
contagem foi realizada através de um microscoépio optico ZIESS com objetiva de 40x.
Os conidios foram contados em todos quadrados dos 4 quadrantes maiores da
camara, onde foi realizada uma média de cada quadrante. Foi realizada a contagem
no campo quadriculado superior e inferior e feita uma média. O célculo apés a

contagem foi Conidios/mL = média de conidios x 104 x 1Qfatr de diuicdo - Sahendo o
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namero de conidios da concentracdo original, foi realizada uma suspensao
adicionando 4gua com Tween 80 a 0,05% até atingir a concentracao.

O teste de mortalidade foi realizado utilizando a metodologia descrita por
Agostini et al. (2015), com adaptacao no tempo de imerséo. Cada individuo adulto de
S. levis foi imerso manualmente na suspensdo com concentracdo de 1x108
conidios/mL por 30 segundos, para garantir uma maior uniformidade de contato com
a solucéo (Figura 10). Para a testemunha, os insetos foram imersos em agua estéril
com Tween 80 a 0,05%. Foram realizadas 4 repeti¢cdes para cada isolado do género
Beauveria, com 8 insetos por repeticéo, totalizando 32 insetos por isolado. Apds a
imerséao, os insetos foram acondicionados em potes plasticos com pedacos de cana-
de-acucar e furos na tampa para ventilacdo (Figura 11). Esses potes foram
acondicionados em camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma
temperatura de 26+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 24E. Os
pedacos de cana-de-acucar foram trocados a cada 3 dias. A avaliacdo de mortalidade
foi realizada por 21 dias consecutivos. Os insetos mortos foram desinfetados (DONINI
et al., 2005) com alcool (70%), hipoclorito de sédio (20%) e agua deionizada e
armazenados em camara umida para que os fungos pudessem esporular e assim
confirmar que a mortalidade foi devido a infeccdo fungica.

Foram realizados testes de concentracdo letal média (CLso) e tempo letal
médio (TLso) somente para aqueles isolados que foram promissores no controle de
adultos de S. levis, devido a impossibilidade da producéo desse inseto em laboratério
e a dificuldade de coleta desse inseto em campo. As concentracdes selecionadas
foram estabelecidas a partir de testes preliminares, com o objetivo de identificar uma
gue reduzisse a populagdo em aproximadamente 10% e outra que causasse uma

reducdo acima de 90%. As concentragfes adicionais foram distribuidas entre esses
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valores extremos (ROBERTSON et al., 1984). A metodologia utilizada nestes testes
foi a mesma utilizada no teste de mortalidade.

Os dados obtidos foram transformados em médias e, posteriormente,
submetidos a andlise de variancia por meio do teste F. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significAncia no programa SPEED Stat 3.4.
Para o célculo da CLso (concentracdo letal média) e TLso (tempo letal médio) foi

utilizado o programa GraphPad Prism 10.

Figura 10 - Imersdo de Sphenophorus levis em solugéo fungica.
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Figura 11 - Potes plasticos contendo Sphenophorus levis apés o bioensaio com isolados fungicos do
género Beauveria.

5.8 Analise molecular de Beauveria spp.

Para extracdo de DNA, o isolado foi cultivado em meio de cultura liquido BD
(batata-dextrose). Foi utilizado como indculo um disco circular de colonia fungica da
criopreservacao em ultrafreezer. Foi realizado o processo de descongelamento do
criotubo, descrito em bioensaio (topico 5.7), retirando o disco utilizando uma pinca
anatdémica de disseccao flambada na camara de fluxo laminar e depositado no meio
de cultura. Esse meio foi armazenado em camara climatizada (Biological Oxygen
Demand — B.0.D) a uma temperatura de 26+1°C, umidade relativa de 70+10% e
fotoperiodo de 24E por oito dias. Apés o periodo de incubacéo (Figura 12), o micélio
foi peneirado, lavado com agua esterilizada e secado em temperatura ambiente por
12 horas. A maceracao do micélio seco foi realizada com nitrogénio liquido até a
formacdo de um pd, do qual 0,1 g foi transferido para microtubos de 2,0 mL. A
metodologia de extracdo de DNA seguiu de acordo com o protocolo otimizado por

SOUZA (2015).
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Para identificacdo da espécie de Beauveria, foi realizada a amplificacdo de um
fragmento de 650 pb da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA utlizando-se o0s
oligonucleotideos ITS1/ITS4 (WHITE et al., 1990). A reacédo de PCR foi composta por
tampé&o 1X (20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI), 2 mM de MgClI2; 0,2 mM de dNTP,
0,5 U de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen, Waltham, EUA), 4 pmol de cada
oligonucleotideo, 60 ng de DNA e agua ultrapura para 20 pL.

A amplificagdo foi realizada em um termociclador Nexus (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), programado para realizar um ciclo a 95°C por 3 minutos; 35
ciclos a 94°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 40 segundos, e,
para finalizar, um ciclo a 72°C por 10 minutos. O produto de PCR foi visualizado em
gel de agarose 1% apés eletroforese. O produto de PCR foi purificado utilizando-se o
conjunto enzimatico ExoSAP- IT TM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e
entdo submetido a PCR de sequenciamento utilizando-se o kit do Big Dye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Waltham, EUA), seguindo-se as instru¢des do fabricante,
e 0s mesmos oligonucleotideos utilizados para obtencao dos produtos de PCR.

O sequenciamento foi realizado em um sequenciador ABI3130 (Applied
Biosystems, Waltham, USA). Os eletroferogramas obtidos foram previamente
preparados pelo software DNA Sequencing Analysis Versdo 6.0 e, posteriormente,
analisados pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING & GREEN, 1998;
GORDON et al., 1998), para obtencao da sequéncia consenso composta apenas por
bases com qualidade phred maior que 20. As sequéncias de DNA qualificadas foram
comparadas com demais sequéncias depositadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), empregando-se a ferramenta BLAST (ALTSCHUL
etal., 1997). As sequéncias de DNA do estudo e demais sequéncias obtidas do banco

de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004).
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A arvore filogenética foi obtida pelo software MrBayes 3.2.3 (RONQUIST;
HUELSENBECK, 2003) utilizando-se o algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC),
o0 modelo de substituicao 6 e distribuicdo gamma, segundo o Critério de Informacédo
de Akaike (AIC) (POSADA; BUCKLEY, 2004). Foram realizadas quatro corridas
independentes com 10.000.000 de geracdes, sendo as cadeias amostradas a cada
200 geracdes. Ao final das analises, obtendo-se desvio padrédo inferior a 0,01%, 25%

das arvores geradas inicialmente foram descartadas.

Figura 12 - Crescimento de isolados fungicos apés incubagéo.
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6. RESULTADOS

Foram isolados 106 fungos com potencial entomopatogénico de diferentes
locais e géneros das amostras de solos e insetos. Apos serem submetidos a analise
macroscopica e microscopica (Figura 13) para a determinacdo do género, foram
identificados 9 isolados que apresentavam caracteristicas semelhantes a Beauveria
spp. Os isolados advindos de local e origem de solo iguais que apresentaram
diferencas macroscoépicas significativas foram contabilizados separadamente (Figura
14).

Os fungos do género Beauveria spp. prospectados neste estudo foram
originarios de diversas regides do Brasil, incluindo a Regido Norte (Rondbnia e Para),
Centro-Oeste (Goias) e Sudeste (Sao Paulo). Esses fungos foram coletados de
ambientes naturais, como matas, e agricolas, especificamente de areas de cultivo de
cana-de-acucar. Os isolados foram obtidos por meio das trés técnicas de isolamento
aplicadas ao longo do trabalho.

No bioensaio houve uma baixa mortalidade no controle, com uma média de
6,25%, sem evidéncia de infeccédo fungica. Dos isolados identificados como Beauveria
spp. 4 deles foram considerados patogénicos aos adultos de S. levis, pois
apresentaram diferenca significativa do controle, causando mortalidade que variou de
28% a 75% (Tabela 2) (Grafico 1).

O LCMAP 078 foi 0 mais promissor, em que foi isolado a partir da técnica Insect
bait de um solo de cultivo de cana-de-acucar em Jaboticabal (SP). Os insetos imersos
nesse isolado apresentaram mortalidade a partir do 4° dia e mortalidade final de 75%.
Quando colocados em placas de ELISA, os insetos mortos apresentaram uma

confirmacdo de mortalidade fungica de 92,3% (Figura 15).
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A concentracgdo letal média (CLso) do isolado LCMAP 078 para S. levis foi de
2,67.107 (Tabela 3) (Gréfico 2). O tempo letal médio (TLso) desse isolado para S. levis
na concentracdo 1.10%foi de 8,791 dias, na concentracéo 1.10° foi de 6,329 dias e na
concentracdo 1.10%° foi de 5,398 (Tabela 4). Na concentracdo 1.10° houve uma
mortalidade de 6,25%, na concentracdo 1.10° de 93,75% e na concentracédo 1.10%°
de 100%.

O isolado LCMAP 078 foi cultivado em meio liquido BD para que fosse possivel
realizar sua andlise molecular. Esse isolado apresentou 100% de identidade com a
espécie B. bassiana quando comparado com as sequéncias do banco de dados do
NCBI. Na arvore filogenética bayesiana (Figura 16), o isolado LCMAP 078 esta
agrupado em um clado que inclui outros isolados de B. bassiana oriundos do Brasil e
de outros paises, indicando que esses isolados compartilham uma alta proximidade
genética. Essa proximidade é evidenciada pelo alto valor de suporte filogenético,

reforcando a robustez das relacdes evolutivas apresentadas.

Figura 13 — Analise microscépica de conidioforos, conidios e hifas dos isolados prospectados.
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Figura 14 - Isolados do género Beauveria, LCMAP 002 (A), LCMAP 018 (B), LCMAP 060 (C), LCMAP
065 (D), LCMAP 070 (E), LCMAP 077 (F), LCMAP 078 (G), LCMAP 079 (H) e LCMAP 106 (I).

Tabela 2 — Teste de mortalidade de isolados fungicos prospectados a partir de solos e insetos contra
adultos de Sphenophorus levis.

Isolado Mortalidftlzizc'el;(.otal (%) & ol\:grrtniggzd& ) Local Origem Isolamento
Testemunha 6,25 + 3,61 de 0 - - -
LCMAP 002 3,13+ 3,13 e 0 Goiatuba (GO) Mata Meio seletivo
LCMAP 060 313+3,13e 0 Moju (PA) Mata Meio seletivo
LCMAP 018 6,25 £ 6,25 de 0 Ariquemes (RO)  Mata Meio seletivo
LCMAP 070 9,38 6,44 de 0 Moju (PA) Mata Meio seletivo
LCMAP 065 12,50 + 5,10 de 0 Moju (PA) Mata Meio seletivo
LCMAP 079 28,13 +5,98 cd 778 Guariba (SP) Cultivo  Inseto morto (S. levis)
LCMAP 106 43,75+4,11 bc 92,8 Jaboticabal (SP)  cultivo  Inseto morto (S. levis)
LCMAP 077 62,50 £ 5,10 ab 90 Jaboticabal (SP)  cultivo  Inseto morto (Hymenoptera)
LCMAP 078 75,00+5,10a 91,7 Jaboticabal (SP)  Cultivo  Insect bait (T. molitor)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

E.P.: Erro padréo;
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Gréfico 1 - Avaliagdo da mortalidade de isolados flngicos prospectados de solos e insetos em
adultos de Sphenophorus levis.
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Figura 15 — Colonizagéo fungica do isolado LCMAP 078 em adultos de Sphenophorus levis.
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Tabela 3 - Concentragéo letal média (CLso) de adultos de Sphenophorus levis imersos no isolado
LCMAP 078 com diferentes concentracoes.

Isolado n CLs, (IC 95%) (x107 esporos/mL) Slope * EP X2 GL

LCMAP 078 32 2,67 (1,94 - 3,68) 0,80 £ 0,01 0,99 3

Gréfico 2 — Concentracgao letal média (CLso) de adultos de Sphenophorus levis imersos no isolado
LCMAP 078 com diferentes concentracdes.
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Tabela 4 — Tempo letal médio (TLso) de adultos de Sphenophorus levis imersos no isolado LCMAP 078
com diferentes concentracdes.

Tratamentos

(LCMAP 078) TLso (IC 95%) (dias) Slope * EP X 2 GL
1.108 32 8,791 (7,610 — 10,140) 1.50 £ 0,06 0,90 9
1.10° 32 6,329 (5,624 — 6,988) 3,56 + 0,07 0,94 9

1.1010 32 5,398 (4,910 - 5,830) 4,29 £ 0,05 0,96 9
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—p.01 r Beauveria bassiana LCMAP 078

- Beauveria bassiana IBCB66

- MZ490941 Beauveria bassiana

- PP204172 Beauveria bassiana
ON9S82446 Beauveria bassiana
KU751860 Beauveria bassiana

O'—BE EF411228 Beauveria amorpha
1

MH185851 Beauveria pseudobassiana

0.8

KY471655 Beauveria caledonica

0.7 MGB893851 Metarhizium rileyi

MN781915 Metarhizium eburneum

MK862364 Metarhizium anisopliae

Figura 16 - Analise bayesiana de sequéncias da regido ITS rDNA de isolados de Beauveria spp.;
Grupo externo: Metarhizium spp.; Nameros nos internédios: valores de suporte do clado.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo contribuiu significativamente ao prospectar mais de cem
fungos com potencial entomopatogénico, provenientes de diversas regioes do Brasil
e de diferentes ecossistemas, como areas de cultivo de cana-de-acUcar e areas de
mata. Dentre os fungos isolados, somente 9 foram identificados como semelhantes a
Beauveria spp., sendo que 4 apresentaram patogenicidade a adultos de S. levis.
Nenhum dos isolados patogénicos foram obtidos pelo método com meio seletivo, o

gue sugere que esse meio especifico néo foi eficaz para isolar B. bassiana.

Uma possivel explicacdo para isso € que o crescimento das col6nias de
Beauveria tende a ser mais lento do que o de outras espécies de fungos, o que pode
dificultar seu desenvolvimento em ambientes com competi¢do intensa, como no caso
do uso do meio seletivo. Além disso, a baixa obtencdo de B. bassiana por outros
métodos de isolamento pode estar relacionada as condi¢des inadequadas durante a
coleta e armazenamento do solo. Grande parte das amostras foi coletada por
terceiros, o que impediu garantir a correta metodologia de coleta e armazenamento.
Isso pode ter criado condi¢cdes desfavoraveis a sobrevivéncia de B. bassiana,

comprometendo seu isolamento.

Embora alguns isolados fungicos neste estudo ndo tenham demonstrado
patogenicidade ou apresentaram baixa patogenicidade contra adultos de S. levis, isso
nao implica que sejam irrelevantes. Esses isolados podem ter potencial patogénico
para outras espécies de pragas, sendo ainda possivel que alguns desses isolados
pertencam a outros géneros de fungos, como Pochonia, um nematicida biologico
(ZINGER et al., 2021). E possivel, também, que esses isolados tenham capacidades

de promocgéo de crescimento de plantas, atuando como bioestimulantes, melhorando
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a absorcao de nutrientes (RESENDE et al., 2004), ou induzindo respostas de defesa

nas plantas, sendo antagonistas de fitopatdégenos (SANDRI, 2024).

O isolado de B. bassiana LCMAP 078 apresentou uma taxa de mortalidade de
75% contra adultos de S. levis numa concentracdo de 1 x 108 esporos/mL. Além
disso, a concentracdo letal média (CLso) do isolado LCMAP 078 foi de 2,67.107
conidios/mL, indicando que é necesséaria uma concentracao relativamente baixa do
fungo para causar mortalidade significativa em adultos de S. levis. Isso demonstra a

alta viruléncia do isolado, um aspecto positivo para o controle biolégico em campo.

Outro aspecto positivo desse isolado foi o tempo letal médio (TLso), que variou
conforme a concentracéo de esporos, 8,791 dias para 1 x 108 esporos/mL, 6,329 dias
para 1l x 10°, e 5,398 dias para 1 x 10°. Os dados do TLso indicam que a concentragdo
de 108 resulta em um tempo letal mais longo, enquanto 10° e 10%° reduzem mais
rapidamente a populacéo. A taxa de mortalidade na concentragdo 10° foi de 93,75%
e na concentracdo 10'° de 100%. Ademais, houve sobreposicdo nos intervalos de
confianca entre 10° e 10'°, mostrando que nédo ha grande vantagem significativa que

justifique o aumento da concentracdo acima de 10°.

Comparando com estudos anteriores, Badilla & Alves (1991) relataram taxas
de mortalidade de 24,6% numa concentracdo de 8.108 esporos/mL e de 74,6% em
8.10!! esporos/mL para adultos de S. levis imersos em solucéo utilizando B. bassiana
(ALVES, 1992). No trabalho de Simi (2014), foram testados diversos isolados de B.
bassiana em adultos de S. levis, utilizando a concentracdo 1.108. O isolado mais
eficiente no controle apresentou 80% de mortalidade. No entanto, o isolado IBCB 66,

amplamente utilizado em produtos comerciais, apresentou baixa eficiéncia no
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controle de adultos de S. levis, ndo apresentando diferenca significativa em relagéo a

testemunha.

Adicionalmente, alguns isolados de B. bassiana também mostram-se eficazes
contra outras pragas de Curculionidae. No trabalho de Costa et al. (2010) isolados do
fungo demonstraram mortalidade de 89 a 100% e TLso média de 7,5 dias contra o
gorgulho-da-bananeira (C. sordidus) imersos numa solugdo com concentragéo 2.108
esporos/mL, enquanto Giometti et al. (2010), observou mortalidade de 85% contra o
bicudo-do-algodoeiro (A. grandis). Esses estudos com isolados de B. bassiana
demonstraram resultados préximos ao obtido com o LCMAP 078 em adultos de S.
levis, sugerindo que ele possa apresentar desempenhos promissores no controle de
outras espécies de Curculionidae. Além disso, eficacia demonstrada de B. bassiana
em campo contra larvas de S. levis (PAGLIARANI, 2012) e outras pragas da cana-
de-acucar, como D. saccharalis (GIOMETTI et al., 2006; GARCIA et al., 2018) abre a
possibilidade de explorar o isolado LCMAP 078 em laboratorio contra as larvas de S.

levis e outras espécies de pragas.

Para explorar todo o potencial dos isolados prospectados utilizados neste
trabalho, é interessante, em testes futuros, avaliar os isolados que ndo apresentaram
patogenicidade contra adultos de S. levis em contextos de controle de nematoides
fitofagos, antagonistas de fitopatdbgenos e promotores de crescimento de plantas, a
fim de analisar se possuem outras aplicabilidades. Para os isolados que
apresentaram patogenicidade com mortalidade baixa e média, € relevante testa-los
contra outras pragas, a fim de verificar se ha maior especificidade para determinadas
espécies. Ja o LCMAP 078, que demonstrou resultados promissores, necessita de

avaliacdo adicional de sua interacdo com outros organismos em laboratério e em
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campo, além de estudos de longo prazo para testar sua persisténcia e eficacia em

diferentes condi¢des ambientais.

Também é essencial realizar o sequenciamento genémico completo, utilizando
marcadores moleculares mais informativos, para analisar a distancia genética do
LCMAP 078 emrelacéo as outras cepas de Beauveria. Isso € importante, pois embora
o isolado tenha sido obtido do solo, ndo podemos garantir que se trate, de fato, de
uma nova cepa. Existe a possibilidade de que o isolado tenha origem em um produto
previamente aplicado na é&rea, cujos residuos ainda estejam presentes no solo.
Portanto, o sequenciamento genético é fundamental para confirmar se o isolado
representa uma cepa distinta, com diferencas genéticas significativas em relagéo as
cepas utilizadas em produtos comerciais, o que indicaria uma variabilidade genética

gue pode trazer caracteristicas vantajosas.
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8. CONCLUSOES

e Houve uma baixa obteng&o de fungos classificados como Beauveria spp. em
comparacao ao numero de total de isolados;

e Dos 9 isolados considerados como Beauveria spp. somente 4 foram
patogénicos aos adultos de Sphenophorus levis;

e As técnicas de coleta de insetos mortos em campo e Insect bait foram as
formas de isolamento que obtiveram fungos entomopatogénicos;

e Os isolados que nédo apresentaram mortalidade a adultos de S. levis devem
ser analisados em outros contextos;

e Osisolados que apresentaram baixa ou média mortalidade a adultos de S. levis
devem ser utilizados em bioensaio com outras espécies de pragas;

e O isolado LCMAP 078 apresentou a maior mortalidade a adultos de S. levis e
pertence a espécie Beauveria bassiana,

e E necessario realizar o teste de perfil genético para confirmar que o isolado
LCMAP 078 se trata de uma nova cepa;

e Testes em campo e exploracdo de outros alvos de pragas sdo essenciais para

avaliar as caracteristicas do LCMAP 078 e seu potencial de comercializagéo.
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