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RESUMO

Os fungos entomopatogénicos (FEs) e nematofagos sao organismos de grande interesse para o
controle biologico de pragas e patogenos que afetam plantas e animais. A diversidade desses
fungos ¢ extensa, especialmente em solos tropicais, e tem grande potencial para a formulagao
de defensivos biologicos. O presente estudo teve como objetivo a bioprospeccao de fungos
entomopatogénicos ¢ nematofagos, utilizando diversos métodos de isolamento. Protocolos
disponiveis na literatura foram avaliados e adaptados. Foram realizadas coletas de solo e
cadaveres de artropodes em fragmentos de vegetagdo nativa e areas agricolas, seguido do
isolamento por meio da técnica do inseto-isca e do plaqueamento de suspensodes de solo em
meio Agar-Agua. Foram obtidos 23 isolados de fungos, que foram caracterizados e agrupados
em morfotipos dos géneros Arthrobotrys, Beauveria, Clonostachys, Monacrosporium,
Metarhizium, Sesquicillium e Purpureocillium. Uma parte das espécies foram identificadas
por analise de filogenia molecular de regides génicas barcode. Os isolados sdo preservados
por criopreservacao e depositados na Cole¢cdo Micologica de Lavras (CML), garantindo sua
disponibilidade para estudos futuros. Podem ser avaliados quanto a sua eficicia de controlar
insetos praga e fungos fitopatogénicos, com a finalidade de sele¢@o de isolados fungicos para
o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis de controle bioldgico. Foi possivel validar
métodos para o isolamento de fungos, que ocorrem no solo como patégenos ou parasitas de

artropodes e nematoides.

Palavras-chave: biodiversidade, controle bioldgico, inova¢ao, manejo integrado de doencas e

pragas.



ABSTRACT

Entomopathogenic (EPF) and nematophagous fungi are organisms of significant interest for
the biological control of pests and pathogens affecting plants and animals. The diversity of
these fungi is extensive, particularly in tropical soils, and holds great potential for the
development of biological control products. The present study aimed to bioprospect
entomopathogenic and nematophagous fungi using different isolation methods. Protocols
available in the literature were evaluated and adapted. Soil samples and arthropod cadavers
were collected from fragments of native vegetation and agricultural areas, followed by
isolation using the insect-bait technique and soil suspension plating on Water Agar medium.
A total of 23 fungal isolates were obtained, characterized, and grouped into morphotypes
belonging to the genera Arthrobotrys, Beauveria, Clonostachys, Monacrosporium,
Metarhizium, Sesqucillium, and Purpureocillium. Some of the isolates were identfiied by
molecular phylogenetic analysis of barcode gene regions. The isolates are preserved by
cryopreservation and deposited in the Mycological Collection of Lavras (CML), ensuring
their availability for future studies. These isolates may be evaluated for their effectiveness in
controlling insect pests and plant pathogenic fungi, aiming at the selection of fungal strains
for the development of sustainable biological control technologies. We could validate
methods for the isolation of fungi, which occur in soil as parasites or pathogens of arthropods

or nematoides.

Keywords: biodiversity, biological control, innovation, integrated pest and disease

management.



INDICADORES DE IMPACTO

Os principais indicadores de impacto dessa pesquisa estdo relacionados ao potencial de
aplicacdo pratica dos fungos isolados. Entre eles, destacam-se o numero de isolados obtidos e
identificados, a diversidade de géneros recuperados e a formagdo de uma cole¢do de fungos
com potencial para controle bioldgico. Destacam-se a aplicagdo de diferentes metodologias
para o isolamento de fungos com diferentes caracteristicas. Outro indicador importante é a
possibilidade de desenvolvimento de bioinsumos mais eficientes e adaptados as condigdes
locais, o que pode melhorar o manejo de pragas e nematoides e aumentar a produtividade das

culturas de forma mais segura e ecologica.



IMPACT INDICATORS

The main impact indicators of this research are related to the potential practical application of
the isolated fungi. Among them, the number of isolates obtained and identified, the diversity
of recovered genera, and the establishment of a fungal collection with potential for biological
control stand out. The use of different methodologies for isolating fungi with distinct
characteristics is also noteworthy. Another important indicator is the possibility of developing
more efficient bioinputs adapted to local conditions, which may improve the management of
pests and nematodes and increase crop productivity in a safer and more environmentally

friendly way.
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1 INTRODUCAO E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A intensificacdo dos sistemas agricolas nas ultimas décadas ¢ acompanhada pelo
aumento da incidéncia de pragas e nematoides, bem como pela crescente dependéncia de
defensivos quimicos para o seu controle. Embora eficazes a curto prazo, esses insumos
provocam impactos ambientais significativos, incluindo contamina¢do do solo e da agua,
efeitos adversos sobre organismos ndo alvo e selecdo de populagdes resistentes,
comprometendo a sustentabilidade dos agroecosistemas (Alteri & Nicholls 2004; Tabashnik
& Carriere 2017). Nesse contexto, o controle alternativo com o uso de insumos bioldgicos
emerge como uma estratégia fundamental no manejo integrado de pragas, ao promover
alternativas baseadas em processos ecologicos naturais e na utilizagdo de fungos benéficos
associados ao solo (Pfenning & Abreu 2010; Mascarin et al. 2018).

Entre os agentes de controle biologico, os fungos entomopatogénicos (FEs) e os
fungos nematdfagos (FNs) destacam-se por sua ampla distribui¢do, mecanismo de agdo e
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Esses fungos atuam como inimigos naturais
de insetos e nematoides, desempenhando papel relevante na regulacdo populacional desses
organismos em ecossistemas naturais e agricolas. Diferentemente de outros agentes
microbianos, como bactérias e virus, os fungos entomopatogénicos infectam seus hospedeiros
por contato direto com a cuticula, caracteristica que amplia seu espectro de acdo e potencial
de aplicagao em campo (Moino Junior & Cavalcanti 2010; Kryukova et al. 2021).

Os FNss, por sua vez, apresentam estratégias especializadas de parasitismo e predagao,
incluindo a formacdo de armadilhas e o parasitismo de ovos. O Brasil, com sua imensa
biodiversidade impulsionada pela variedade de dominios fitogeograficos, revela um potencial
ainda subexplorado de géneros como Clonostachys. Este género engloba espécies com
atividades nematdfaga, parasita de outros fungos e endofitos. A bioprospeccdo em biomas
como o Cerrado tem revelado novas espécies, a exemplo de Clonostachys chloroleuca.
Espécies desse género exibem forte tolerancia a estresses osmoticos e compatibilidade com
inseticidas quimicos, além de promoverem o crescimento vegetal (Moreira et al. 2016; Ren et
al. 2025).

A prospecgdo de isolados nativos ¢ considerada uma estratégia promissora para a
selecdo de agentes biologicos mais eficientes, uma vez que esses organismos se encontram
adaptados as condigdes ambientais regionais, apresentando maior persisténcia no ambiente e
maior eficiéncia de infeccdo quando comparados a isolados exoticos. O solo representa o
principal reservatdrio desses fungos, abrigando elevada diversidade taxonomica e funcional,

especialmente em ambientes com diferentes coberturas vegetais (Silva et al. 2018).
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Entre as metodologias empregadas para o isolamento de fungos entomopatogénicos a
partir do solo, destaca-se a técnica do inseto-isca, desenvolvida por Zimmerman (1986),
amplamente utilizada por sua eficiéncia e seletividade. Esse método permite o isolamento de
fungos efetivamente patogénicos por meio da infeccdo natural de larvas expostas as amostras
de solo, favorecendo a obtencao de isolados biologicamente ativos e reduzindo o isolamento
de fungos saprobios sem interesse para o controle biologico.

De forma complementar, o isolamento de fungos nematofagos por meio de técnica de
plaqueamento de amostras de solo em meio de cultura com baixa disponibilidade nutricional,
como o agar-dgua, constitui uma estratégia consolidada para induzir a transicdo do estado
saprofitico para o predatorio, favorecendo a formagao de estruturas especializadas de captura,
como redes adesivas, anéis constritores e botdes adesivos (Barron 1977). A limitacao
nutricional, associada a presen¢a de nematoides vivos, atua como estimulo- chave para a
expressdo dessas estruturas, permitindo a detec¢do funcional da atividade nematofaga e a
selecdo de isolados com elevado potencial para o manejo bioldgico de nematoides
fitopatogénicos (Nordbring-Hertz et al. 2006; Nordring-Hertz et al. 1995).

Dessa forma, a prospeccdo de isolados nativos representa uma abordagem estratégica
para identificar espécies adaptadas a condigdes ambientais regionais e com alta viruléncia. A
integracao de estudos de biologia, morfologia e filogenia molecular ¢ adotada para a selecao
de candidatos promissores, garantindo que novas formulagdes biotecnoldgicas sejam nao

apenas eficazes, mas resilientes aos desafios climaticos e operacionais do campo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos entomopatogénicos e nematofagos: biologia, ecologia e aplicacao

Os fungos entomopatogénicos constituem um grupo funcional altamente diverso,
capazes de causar infecgOes letais em insetos por meio de um processo patogénico
independente da ingestdo pelo hospedeiro. Pertencem em sua maioria a ordem Hypocreales, a
infeccdo inicia-se com a adesdo dos conidios a cuticula do inseto, etapa mediada por
interagdes hidrofobicas e moléculas adesinas, seguida pela germinacdo e penetracdo ativa.
Essa penetragdo resulta da combinacdo entre pressao mecanica exercida pelo apressorio € a
secre¢ao de um complexo de enzimas hidroliticas, como quitinases, proteases ¢ lipases,
responsaveis pela degradagdo da cuticula. Apos a invasdo da hemocele, o fungo se prolifera
nos tecidos internos, produz metabolitos toxicos e compromete funcgdes fisioldgicas vitais,
culminando na morte do hospedeiro e na posterior esporulacdo externa, que assegura a
dispersdo e perpetuacdo do patdogeno no ambiente (Moino Junior & Cavalcanti 2010;
Kryukova et al. 2021).

Entre os géneros mais estudados e aplicados comercialmente destacam-se Beauveria,
Metarhizium e Purpureocillium, os quais apresentam amplo espectro de hospedeiros. No
Brasil, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae representam a base para a maior parte
dos produtos registrados para uso agricola, resultado de sua comprovada viruléncia, facilidade
de producdo em larga escala e capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes ambientais
(Tabela 1). Esses atributos explicam sua ampla ado¢do em programas de manejo integrado de
pragas, especialmente em culturas de grande importancia econdmica (Noriler et al. 2018;
Mascarin et al. 2018; Brasil 2025).

A maior diversidade de fungos entomopatogénicos esta associada a areas de vegetacao
nativa, que oferecem condi¢des ambientais mais estaveis e maior variedade de hospedeiros.
Estudos de bioprospeccao realizados em fragmentos do Cerrado brasileiro evidenciaram
elevada riqueza de fungos com potencial entomopatogénico, refor¢ando o papel desses
ambientes como reservatorios naturais de biodiversidade. Em contraste, areas agricolas sob
manejo intensivo tendem a apresentar reducdo dessa diversidade; ainda assim, géneros como
Metarhizium e Beauveria permanecem frequentes, indicando adaptacdo ao solo cultivado
(Silva et al. 2018; Mesquita et al. 2020; Domingues et al. 2022).

O género Metarhizium pertence a familia Clavicipitaceae, Ordem Hypocreales e
compreende fungos entomopatogénicos, comuns em solos sob vegetacao natural, mas também

em solos cultivados. Trata-se de um dos géneros mais relevantes no controle bioldgico de
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insetos-praga e acaros devido ao amplo espectro de hospedeiros, incluindo espécies das
ordens Coleoptera, Lepidoptera e Hemiptera (Vega et al. 2012; Liu et al. 2019). Estudos em
solos de diferentes biomas brasileiros indicam elevada frequéncia e diversidade do género,
reforcando seu papel como componente natural da microbiota do solo (Botelho et al. 2019).

A literatura recente destaca melhor desempenho de isolados nativos em relacdo a
cepas exoticas, sobretudo em condigdes de campo. Ensaios conduzidos com isolados
brasileiros de Metarhizium anisopliae demonstraram elevada persisténcia no solo e reducao
significativa de populagdes de carrapatos em ambiente natural controlado, corroborando a
hipotese de que a adaptacdo local confere vantagens competitivas frente a estresses
ambientais e interagdes no solo (Mesquita et al. 2020). De forma semelhante, isolados nativos
de Metarhizium rileyi apresentaram alta viruléncia contra insetos-praga e capacidade de
modular respostas imunoldgicas do hospedeiro, incluindo alteracdes na atividade de enzimas
antioxidantes e de detoxificacdo, evidenciando interacdo fungo—hospedeiro complexas e
altamente especializadas (Yao et al. 2025).

Metarhizium carneum apresenta um perfil funcional distinto entre as espécies do
género Metarhizium, combinando caracteristicas tipicas de fungos entomopatogénicos com
uma marcada adaptacdo ao ambiente. Antes chamado Paecilomyces carneus ¢ comumente
recuperado de solos agricolas e naturais, indicando que o solo atua como principal
reservatorio ecoldgico da espécie e que parece desempenhar um papel relevante na regulacao
de populagdes de invertebrados em microambientes, incluindo ovos e estagios iméveis de
hospedeiros, o que sugere uma estratégia ecolodgica mais associada a persisténcia no solo (Luz
et al. 2007; Botelho et al. 2019). Ensaios em casa de vegetacdo indicaram que M. carneum
apresentou eficacia no controle de nematoides, promovendo reducdo das populagdes de
Meloidogyne enterolobii em tomateiro quando comparado ao tratamento controle (Iwasaki et
al. 2019).

O género Beauveria compreende fungos ascomicetos entomopatogénicos amplamente
distribuidos no solo, sendo Beauveria bassiana a espécie-tipo € a mais estudada. Filogenias
multilocus consolidaram o posicionamento do género na familia Cordycipitaceae (Vega et al.
2012). A relevancia do género ¢ referente a sua ampla gama de hospedeiros, persisténcia no
ambiente e uso consolidado em programas de controle bioldgico.

Além da mortalidade direta, os efeitos subletais promovidos por fungos
entomopatogénicos sdo cada vez mais reconhecidos como componentes relevantes no
controle populacional de pragas. Estudos com isolados nativos de Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae demonstraram impactos expressivos sobre processos reprodutivos de
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insetos, incluindo alteragdes em tecidos ovarianos, atraso no desenvolvimento dos ovarios,
reducdo da fecundidade e comprometimento da fertilidade. Esses efeitos contribuem para a
diminui¢do gradual das populagdes-alvo e reforcam o potencial desses fungos como
ferramentas estratégicas em programas de Manejo Integrado de Pragas, indo além da simples
mortalidade imediata (Fathy et al. 2025).

Os fungos nematéfagos constituem um grupo caracterizado pela capacidade de
capturar, parasitar ou destruir nematoides por meio de diferentes estratégias adaptativas. Esses
fungos podem atuar como predadores ativos, formando armadilhas especializadas — como
redes adesivas e anéis constritores —, ou como parasitas, infectando diretamente ovos,
juvenis ou adultos. Adicionalmente, ha espécies capazes de colonizar ovos e cistos por meio
da secrecdo de enzimas hidroliticas, como quitinases, proteases e lipases, que degradam as
estruturas de prote¢ao dos nematoides, permitindo a penetragdo do micélio e a subsequente
utilizacdo do hospedeiro como fonte de nutrientes (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Apesar do reconhecido potencial desses fungos como agentes de controle bioldgico
ainda permanecem relativamente subexplorados. A maior parte das pesquisas anteriores
concentrou-se em ambientes temperados, enquanto estudos recentes em ecossistemas
brasileiros tém evidenciado a relevancia da biodiversidade local. Trabalhos conduzidos em
areas de Cerrado demonstraram que isolados nativos de fungos nemat6fagos sdo capazes de
reduzir significativamente o fator de reproducdo de fitonematoides economicamente
importantes, como Meloidogyne javanica, além de promover efeitos positivos no crescimento
vegetal (Mendes et al. 2025).

No contexto taxondmico e funcional, destacam-se fungos pertencentes aos géneros
Purpureocillium, Pochonia, Clonostachys, Arthrobotrys € Monacrosporium, que sao
reconhecidos por sua atividade nematofaga. Essas espécies apresentam mecanismos de agao
associados ao parasitismo direto, producdo de metabdlitos secundarios e enzimas hidroliticas
capazes de comprometer ovos e juvenis de nematoides e a formagao de armadilhas. Segundo
Zhang et al. (2020), tais caracteristicas conferem elevado potencial para a incorporagdo desses
microrganismos em programas de manejo integrado de pragas e doengas, especialmente em
estratégias sustentaveis que visam reduzir o uso de nematicidas quimicos.

Clonostachys pertence a familia Bionectriaceae (Hypocreales) e inclui fungos
ascomicetos comuns em serapilheira, matéria organica do solo e na rizosfera. O género segue
multiplos mecanismos de ag¢dao, como micoparasitismo, antibiose, competicdo por espago €
nutrientes e ainda por indugdo de resisténcia em plantas. Esses mecanismos explicam a

eficacia contra fitopatdgenos fungicos (ex.:Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia) e também
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contra nematoides, sobretudo por parasitismo de ovos e juvenis. Clonostachys rosea ¢ a
espécie tipo mais estudada no género, sendo descrita como endofita, saprofita, micoparasita,
mas também parasita de nematoides (Schroers 2001; Anwar et al. 2018).

O principal interesse em Purpureocillium lilacinum reside em sua atividade contra
ovos e juvenis de nematoides fitoparasitas. O fungo atua predominantemente por parasitismo
de ovos, aderindo a superficie, penetrando a casca e colonizando o embrido. Esse processo ¢
mediado pela secrecdo de enzimas hidroliticas, como quitinases, proteases e lipases,
responsaveis pela degradacdo da parede do ovo. Estudos demonstram redugdes significativas
na eclosdo e na densidade populacional de nematoides ap6s a aplicagdo de P. lilacinum, com
eficiéncia variavel conforme o isolado, a formulagdo ¢ as condigdes climaticas e de solo
(Kiewnick & Sikora 2006; Moraes et al. 2025). Purpureocillium lilacinum apresenta atividade
entomopatogénica, ainda que menos explorada que sua acdo nematdfaga. Foi demonstrado
ainda que isolados nativos de Clonostachys e Purpureocillium apresentam maior adaptagdo as
condi¢des de ambientais regionais, maior persisténcia no solo e desempenho superior no
controle biologico quando comparados a isolados exdticos ou comerciais (Souza et al. 2014;
Moraes et al. 2025).

Arthrobotrys compreende fungos nematoéfagos pertencentes a familia Orbiliaceae
(Orbiliomycetes, Ascomycota), caracterizados pela capacidade de capturar e predar
nematoides por meio de armadilhas formadas a partir de hifas especializadas. Esses fungos
sao amplamente distribuidos em solos agricolas e ecossistemas naturais, desempenhando
papel ecologico relevante na regulagdo natural das populagdes de nematoides (Aung 2011).
Espécies de Arthrobotrys apresentam fase saprofitica predominante no solo, com a formagao
das armadilhas sendo induzida pela presenca de nematoides ou por condigdes ambientais
especificas. Esse comportamento permite que o fungo atue tanto como decompositor quanto
como predador oportunista (Aung 2011; Nordbring-Hertz et al. 2006).

Outro género importante entre os fungos nematdéfagos que formam armadilhas é
Monacrosporium, que faz predagdo ativa de larvas de nematoides, realizada por meio da
formagdo de redes adesivas tridimensionais. Essas estruturas capturam mecanicamente os
nematoides, que ficam imobilizados, permitindo a penetragcdo de hifas e subsequente digestao
do hospedeiro. Esse processo envolve a acdo combinada de pressdo mecanica e enzimas
hidroliticas, resultando na morte rapida do nematoide (Campos et al. 2007; Nordbring-Hertz
et al. 2006).

Pochonia chlamydosporia consolida-se como um dos principais agentes de controle

bioldgico devido a sua capacidade de parasitar ovos e fémeas de nematoides fitoparasitas.
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Segundo Mota et al. (2024), a eficacia desse fungo ndo se restringe apenas ao parasitismo
direto, mas também a sua habilidade de colonizar o sistema radicular das plantas como um
endofito, o que promove o crescimento vegetal e ativa mecanismos de defesa sist€émica na
cultura hospedeira. Além disso, a revisdo enfatiza que a integracdo de P. chlamydosporia em
estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) ¢ favorecida por sua persisténcia no solo e
compatibilidade com certas praticas agricolas, tornando-o uma alternativa sustentavel ao uso
de nematicidas quimicos convencionais.

A capacidade de adaptagdo dos fungos nematofagos nativos representa um diferencial
estratégico para sua aplicacdo pratica, apresentando maior tolerdncia a variagcdes de
temperatura, umidade e as intera¢cdes com a microbiota do solo. Isolados autdctones tendem a
exibir maior persisténcia e eficiéncia no ambiente natural quando comparados a isolados
exoticos, reforcando a importancia da bioprospecg¢dao local para o desenvolvimento de
estratégias sustentdveis de controle biologico (Nordbring-Hertz et al. 2006; Soares et al.

2017).

2.2 Controle biologico e bioprospeccio de fungos

A bioprospeccao de fungos em ambientes naturais e agricolas tem se mostrado como
uma estratégia para a identificagdo de microrganismos com potencial biotecnoldgico. No
Brasil, estudos conduzidos em biomas diversos e ameagados, como o Cerrado brasileiro, a
bioprospecc¢ao assume um papel central ao aliar conservacao da biodiversidade e exploragao
racional de recursos genéticos e revelaram elevada diversidade de fungos, incluindo espécies
com atividade entomopatogénica, nematofaga, antagonista a fitopatdogenos e produtora de
enzimas de interesse industrial (Silva et al. 2018; Noriler et al. 2018).

O solo constitui importante reservatorio de fungos entomopatogénicos € nematofagos,
os quais desempenham papel fundamental na regulagdo natural de populagdes de insetos e
nematoides, além de contribuirem para a estabilidade ecologica dos agroecossistemas.
Estudos de diversidade em diferentes ambientes evidenciam que géneros como Beauveria,
Metarhizium, Cordyceps, Purpureocillium, e Fusarium sao comuns no solo, apresentando
estratégias de vida que incluem o parasitismo de insetos, a atividade nematdfaga e endofitica e
a persisténcia saprofitica (Domingues et al. 2022). Esses fungos integram naturalmente a biota
do solo, que atua como um reservatorio de estagios infectantes, permitindo sua manutengao
mesmo na auséncia imediata de hospedeiros. A persisténcia e a eficiéncia desses organismos
no ambiente do solo sdo influenciadas por fatores abiodticos e bidticos, como temperatura,

umidade, radiag@o ultravioleta e interagdes com a microbiota do solo, os quais podem afetar
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diretamente a viabilidade dos conidios e o sucesso do processo infeccioso (Pfenning & Abreu
2010; Botelho et al. 2019).

No ambito do controle biologico, a bioprospeccao de fungos entomopatogénicos
nativos recebe crescente atengdo, sobretudo pela maior adaptacdo desses isolados a condi¢des
ambientais regionais e aos hospedeiros-alvo. Estudos realizados na regido dos Pampas
argentinos demonstraram que a prospec¢do sistematica de insetos naturalmente infectados
permitiu o isolamento de numerosas linhagens de Beauveria bassiana e Metarhizium spp.,
com elevados niveis de viruléncia e patogenicidade contra o gafanhoto-praga Dichroplus
maculipennis. Alguns isolados nativos foram capazes de causar mortalidade total das ninfas
em curto intervalo de tempo, evidenciando que a biodiversidade local constitui uma fonte
valiosa de agentes microbianos com potencial para programas de manejo integrado de pragas
(Mancini et al. 2024).

A relevancia dos isolados nativos também ¢ evidenciada em estudos que avaliam sua
persisténcia e desempenho em condi¢des simuladas de campo. Ensaios com isolados nativos
de Metarhizium anisopliae demonstraram elevada capacidade de persisténcia no solo e
reducdo significativa de populagdes de carrapatos em sistemas tratados, refor¢gando a hipdtese
de que linhagens autoctones apresentam maior tolerancia a estresses ambientais, como
variagOes de temperatura e umidade, quando comparadas a isolados exoticos. Esses resultados
fortalecem a bioprospecc¢ao como etapa fundamental para o desenvolvimento de bioinsumos
mais eficazes e ambientalmente compativeis (Mesquita et al. 2020).

De forma complementar, estudos recentes também ampliam o conceito de
bioprospec¢do ao incluir fungos multifuncionais, capazes de atuar simultaneamente como
entomopatogénicos, antagonistas de fitopatdgenos e endofitos benéficos. A prospecgdo de
linhagens nativas de Clonostachys rosea revelou isolados com elevada mortalidade sobre
insetos-modelo, forte antagonismo contra patdgenos agricolas e capacidade de colonizacio
endofitica, promovendo crescimento vegetal e aumento da resisténcia a estresses bioticos.
Essas descobertas reforcam que a bioprospec¢ao contemporanea nao se limita a busca por um
unico efeito bioldgico, mas visa identificar microrganismos com multiplas fungdes integraveis
em sistemas agricolas sustentaveis (Ren et al. 2025).

Ainda existem lacunas significativas no conhecimento sobre a diversidade funcional
de fungos entomopatogénicos e nematofagos, especialmente no que se refere a caracterizacao
de isolados nativos e a padronizacdo de protocolos de coleta e isolamento. A maioria dos
produtos comerciais disponiveis baseiam-se em um nimero restrito de espécies e isolados, o

que limita a adaptabilidade e a eficacia dos bioinsumos em diferentes condi¢cdes ambientais.
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Nesse sentido, a bioprospec¢do sistematica de fungos entomopatogénicos e nematdfagos,

N e

aliada a identificagdo morfoldgica e molecular, constitui uma abordagem promissor para

ampliar o repertério de agentes de controle bioldgico disponiveis e fortalecer a agricultura

sustentavel no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Adaptar e aperfeicoar metodologias existentes na literatura para o isolamento de

fungos entomopatogénicos e nematofagos.

3.2 Objetivos especificos
1. Obter, de forma direcionada, isolados flingicos entomopatogénicos e nematofagos;
2. Realizar a caracterizagao morfologica e molecular dos isolados obtidos;
3. Estruturar uma colecao de fungos que podem ser utilizados em programas de controle

bioldgico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem de solo

A prospeccao de fungos entomopatogénicos e nematdfagos foi realizada a partir de
amostras de solo coletadas em diferentes fitofisionomias, incluindo areas sob manejo agricola
e fragmentos de vegetacdo nativa. A amostragem foi conduzida de modo a minimizar a
variabilidade espacial, sendo cada amostra composta pela jungcdo de cinco subamostras
coletadas em pontos espacados aproximadamente dois metros entre si, na profundidade de 0 a
10 cm. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos estéreis, devidamente
identificados com informacdes referentes a localizagdo geogréafica (coordenadas obtidas por
GPS), descricao da cobertura vegetal e data da coleta. As amostras foram entdo transportadas

ao laboratorio para posterior processamento e isolamento dos fungos.

4.2 Isolamento de fungos entomopatégenos com uso de inseto-isca

Esse método baseou-se em uma proposta publicada por Zimmermann (1986), que
recorre ao uso de insetos-isca para isolamento de fungos entomopatogénicos a partir da
matéria organica do solo. Amostras de solo juntamente com a camada organica de 0 a 10 cm,
foram colocadas em bandejas e homogeneizadas, para a remo¢ao de elementos como
fragmentos de galhos, raizes ou folhas. Em seguida, procedeu-se o ajuste da umidade do solo,
foi realizado por meio da adicdo gradual de agua. Aliquotas de aproximadamente 300g de
solo foram transferidas para recipientes plasticos estéreis, de cor escura e capacidade de 500
mL, os quais representaram as unidades experimentais. Em cada unidade, foram colocadas na
superficie do substrato dez larvas que atuaram como insetos-isca. Apds a introducao das iscas,
os recipientes foram vedados e colocados em posicao invertida. Dessa forma as larvas iniciam
a migragdo por meio do solo, maximizando o contato entre os insetos € os propagulos de
fungos presentes no solo, além de prevenir a evasdo das larvas. A incubacao foi feita em
condi¢des controladas, sob temperatura de aproximadamente 27 + 1 °C e auséncia de luz, por
um periodo de dez dias consecutivos, sem perturbacao das unidades experimentais.

Ao final do periodo de incubagdo, o conteudo dos potes foi espalhado em bandeja para
a recuperagdo das larvas, avaliando-se a mortalidade. Os cadaveres foram submetidos a
lavagem superficial em 4gua destilada estéril para remogao de particulas de solo aderidas. Em
seguida, transferidos para camara iimida, constituida por placas de Petri de 150 mm forradas

com papel de filtro estéril umedecido, visando a inducao da esporulagdo externa dos fungos.
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Essas placas foram incubadas a 25 + 1 °C, por um periodo de 2 a 5 dias. Cadaveres
que apresentaram sinais caracteristicos de infec¢ao flingica, como mumificagdo do tegumento
e extrusdo de micélio externo, foram selecionados para o isolamento. Fragmentos de micélio
ou esporos foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Malte a 2% (MA2%), e
incubados a 25 + 1 °C, sob fotoperiodo de 12 h, até a obtengdo de coldnias puras e livres de
contaminantes. Como inseto-isca, foram priorizadas larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera) e
Galleria mellonella (Lepidoptera), pois estudos demonstraram a eficacia desse método para o

isolamento de FEs (Vénninen 1996; Sharma et al. 2018).

4.3 Isolamento de fungos nematéfagos

Para o isolamento de fungos nematofagos, foi utilizada a técnica adaptada de Barron
(1977) que consiste em plaqueamento em meio de cultura com baixa disponibilidade de
nutrientes, visando favorecer a expressao de estruturas predatorias. As amostras de solo foram
individualmente homogeneizadas e submetidas a passagem em peneira com malha de 20 um,
para padronizagdao do material e remoc¢do de macrodetritos organicos.

Uma aliquota de cada amostra processada foi ressuspendida em agua destilada estéril,
obtendo-se uma suspensdao de solo homogénea. O indculo resultante foi aplicado sobre a
superficie do meio Agar-Agua (AA) a 2%, previamente vertido em placas de Petri (2 90 mm),
por meio de uma estria centralizada realizada com espatula de aluminio esterilizada. Para cada
amostra de solo analisada, sdo estabelecidas no minimo dez placas replicatas. Para indugado da
atividade predatéria, quando necessario as placas foram suplementadas com 1 mL de uma
suspensdo aquosa contendo nematoides vivos, como Panagrellus redivivus, aplicada na
periferia da estria de solo. Em seguida, as placas foram vedadas com filme de PVC e
incubadas em estufa a temperatura de 27 = 1 °C.

A inspecao microscopica foi iniciada apds 72 horas de incubagdo, utilizando-se
microscopio de luz invertida. As observacdes foram direcionadas a detec¢do de estruturas
predatorias caracteristicas, tais como anéis constritores, redes adesivas tridimensionais e
botdes adesivos, associadas a captura de nematoides. As placas onde se observou atividade
nematofaga foram selecionadas para o isolamento dos fungos. Sob estereomicroscopio e em
condicdes assépticas, conididforos, conidios ou fragmentos de hifas associados as estruturas
de captura foram transferidos para placas de Petri contendo meios de cultura ricos em
nutrientes, como Agar Malte a 2% (MA 2%) ou Agar Farinha de Milho (CMA). A purificagio
dos isolados foi realizada por meio de repiques sucessivos, com incubacao a 25 = 1 °C, até a

obtengao de culturas puras e livres de contaminacao.
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4.4 Técnica de lavagem de solo (Soil Washing)

O isolamento de fungos presentes em colodides do solo foi realizado com base em uma
adaptacao da metodologia originalmente descrita por Parkinson e Williams (1967) e
Soderstrom e Baath (1978), com adaptacdes. Inicialmente, foram pesados 10 g de solo fresco,
os quais foram transferidos para béquer contendo 200 mL de 4gua destilada estéril. A
suspensdo foi submetida a agitagdo em agitador suspenso a 180 rpm por 10 minutos, visando
a dispersdo dos agregados e liberacdo das fragdes coloidais. Apds a agitacdo, a suspensao
permaneceu em repouso por 2 minutos para decantacdo das particulas mais densas. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Em seguida, adicionaram-se novamente 200 mL
de agua destilada estéril, repetindo-se o processo de agitacdo (10 minutos a 180 rpm) e
decantacdo (2 minutos). Esse procedimento foi realizado por trés ciclos consecutivos, com o
objetivo de promover a lavagem progressiva do solo e concentracdo dos coldides.

Concluidas as etapas de lavagem, adicionou-se 1 L de dgua destilada estéril a amostra,
seguida de agitagdo por 2 minutos para homogeneizagdo. A suspensdo resultante foi vertida
sobre um conjunto de peneiras metéalicas dispostas em série, organizadas da maior para a
menor malha (1 mm, 710 pm, 500 um e 212 pm), promovendo a separacdo granulométrica
das fragdes. Posteriormente, foram adicionados mais 2 L de dgua destilada estéril sobre o
sistema de peneiras, a fim de facilitar a passagem das particulas finas e retencao dos colodides
na peneira de 212 um. O material retido nesta ultima peneira foi cuidadosamente coletado
com auxilio de espatula estéril, transferido para papel filtro estéril e mantido em ambiente
asséptico até completa secagem.

Apobs a secagem, os coldides foram transferidos para placas de Petri estéreis. Com
auxilio de alfinete previamente esterilizado, dez coloides foram selecionados e distribuidos
equidistantemente sobre a superficie de placas contendo meio Agar Malte a 2% (MA 2%). As
placas foram incubadas a 25 + 1 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, até o desenvolvimento das
colonias fuingicas. As colonias emergentes foram monitoradas quanto as caracteristicas
morfologicas e posteriormente repicadas para obtencdo de culturas puras, seguindo os

mesmos procedimentos descritos para isolamento e purificagao dos demais grupos.

4.5 Identificacio dos isolados de fungos e preservacio

Colonias obtidas foram cultivadas em placas de Petri contendo meio MA2% e
incubados em camara tipo BOD a temperatura de 25°C por 10 dias no escuro com fotoperiodo
de 12 horas. Foram usadas para a avaliagdo aspecto do micélio e pigmentagdo das colonias

(superficie e reverso). As caracteristicas micromorfoldgicas, como forma e tamanho dos
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conidios, formagdo de estroma, conidi6foros foram avaliadas em meio MA2% sob
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, no periodo entre 10 a 15 dias em camara
BOD. Apos feita a identificagdo, a manutencdo dos isolados foi realizada em condigdes
controladas, utilizando meio de cultura Malte 2% para preservar a viabilidade e a estabilidade
genética. Os isolados estdo sendo preservados por criopreservacdo em 15% de glicerol a
-80°C, e depositados na Colegdo Micoldgica de Lavras (CML), Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil

(http://www.dfp.ufla.br/cml/).

4.6 Amplificacao de regides génicas barcode, sequenciamento e analise filogenética

Para andlise de filogenia molecular foram utilizados os barcodes ITS (Internal
Transcribed Spacer), TEF-la (Translation Elongation Factor 1-alpha) e RPB2 (RNA
Polymerase II subunit), selecionados de acordo com o género fingico.

A amplificacdo da regido ITS foi conduzida sob um unico protocolo de PCR, aplicado
de forma padronizada a todos os isolados, independentemente do género. As reagdes foram
realizadas com os primers [TS4/ITSS, sob as seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94
°C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos, anelamento a
55 °C por 55 segundos e extensdo a 72 °C por 2 minutos, com extensdo final a 72 °C por 5
minutos.

Para TEF-la, utilizando os primers EF1/EF2. As condi¢des consistiram em
desnaturagdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
30 segundos, anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 40 segundos, com
extensao final a 72 °C por 4 minutos.

Para RPB2, empregando-se os primers os SF2/7cR, as reacdes de PCR consistiram em
desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
15 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com
extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Uma parte dos isolados ainda estd em fase de sequenciamento para a elaboragdo das
andlises filogenéticas e a outra parte foi sequenciada nas direcdes senso e antisenso, em um
sequenciador automatico da empresa Psomagen, USA. Os eletroferogramas gerados serdo
montadas e editadas usando SeqAssem (Hepperle. 2004) e depois comparadas usando a base
de dados GenBank, do National Center for Biotechnological Information - NCBI, por meio da
ferramenta BLAST. Os Alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos serdo gerados

utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al. 1994) e implementado no software


http://www.dfp.ufla.br/cml/
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MEGAX (Kumar et al. 2018). Sequéncias de referéncia previamente obtidas do GenBank
serdo incluidas nos alinhamentos. As andlises filogenéticas serdo realizadas usando os
métodos de maxima parcimdénia (MP) e maxima verossimilhanca (ML) com o software

MEGAX.
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5 RESULTADOS

Foram coletadas 19 amostras de solo sob vegetacao natural e trés de solo cultivado
com café. Utilizando o método inseto-isca para fungos entomopatogénicos adaptado foram
obtidos 13 isolados, com o método para fungos nematdfagos foram obtidos seis isolados,
ainda trés isolados através de lavagem de solo e um isolado através da coleta direta de inseto
colonizado, resultando em um total de 23 isolados de fungos, distribuidos entre sete géneros
(Tabela 2).

A recuperacao de isolados por meio da técnica do inseto-isca (13 isolados) evidencia a
eficiéncia do método na deteccdo de fungos entomopatogé€nicos no solo, uma vez que a
infec¢cdo ocorre apenas quando hé interagdo efetiva entre o fungo e o hospedeiro suscetivel. A
metodologia empregada, baseada em Zimmermann (1986) e detalhada nos protocolos
adotados favorece a selecdo de isolados com comprovada capacidade infectiva,
diferentemente de técnicas exclusivamente baseadas em plaqueamento.

De forma complementar, o isolamento de fungos nematofagos por plaqueamento em
Agar-Agua, metodologia adaptada, descrita originalmente por Barron (1977), demonstrou
eficiéncia na expressao de estruturas predatdrias, como redes adesivas e anéis constritores,
permitindo a recuperagdo de seis isolados com atividade nematofaga confirmada. Essa
estratégia estd alinhada aos principios descritos para fungos predadores de nematoides, nos
quais a baixa disponibilidade nutricional atua como estimulo a formacao de armadilhas.

A recuperacdo adicional de isolados por lavagem de solo (3 isolados) permitiu a
detec¢do de propagulos livres no solo. J& o isolamento direto a partir de inseto naturalmente
colonizado reforga a ocorréncia ativa dos entomopatdgenos no ambiente estudado, estratégia
frequentemente utilizada na prospec¢ao de isolados nativos com potencial de controle
biologico. Os isolados foram agrupados em morfotipos, baseado na avaliagdo de marcadores
morfologicos. A identificagdo das espécies ¢ confirmada por andlise filogenética de
sequéncias de regides barcode.

O género Arthrobotrys é representado por quatro isolados. E caracterizado por
conidios septados e formacgdo de armadilhas tipicas para a captura de nematoides, estruturas
que foram observadas em placas durante a aplicagdo da metodologia para isolamento de
fungos nematofagos. O isolado VCF1 foi identificado como Arthrobotrys oligospora, por
possuir conidios com formato obvoides com um septo abaixo da regido mediana e a formagao
de redes adesivas (Figura 2 a-b, k). Os isolados VCF5, VCF6, VCF40 ¢ VCF57 foram
identificados como Arthrobotrys dactyloides, por apresentarem conidios mais alongados, com

septo mediano; conididforos com até oito conidios que sdo formados em denticulos e a



27

formagao de anéis constritores (Figura c-d, 1) (De Hoog 1985). O género Monacrosporium
também ¢ caracterizado como fungo nematofago e também forma armadilhas para a captura
de nematoides e possui conidios septados. O que os diferencia do género Arthrobotrys ¢ o
formato fusiforme dos conidios divididos por quatro septos transversais. O isolado VCF58
identificado como Monacrosporium aphrobrochum ainda possui conidiéforos solitérios,
eretos, que se desenvolvem separados uns dos outros também denominados mononematosos
(Figura 2 e-f, m) (Rubner 1996).

O género Metarhizium ¢ representado por cinco isolados. Os isolados VCF10, VCF25,
VCF38 e VCF48 foram identificados como M robertsii, um membro do complexo de espécies
M. anisopliae, que inclui aproximadamente 20 espécies. Agrupa proximo das espécies M.
anisopliae, M. brunneum (isolado VCF28) e M. humberi, M. pingshaense (Figura 5). Essas
espécies sao morfologicamente indistinguiveis. Sdo consideradas patogenos generalistas de
artropodes. A morfologia conidial de M. robertsii ¢ muito semelhante & de M. anisopliae. Foi
observado em placa contendo MA2% que o padrdo de crescimento e coloragdao da colonia
entre os isolados de M. robertsii € M. brunneum apresentam diferencas pontuais. Em M.
brunneum a tonalidade ¢ predominante verde-claro e toma toda a placa com o envelhecimento
do cultivo. Em M. robertsii o tom verde ¢ escuro e o micélio branco mais presente mesmo
com o envelhecimento da colonia. Por ndo conter mais isolados da espécie para a
comparagdo, ndo se sabe se essas caracteristicas sdo padrdo das espécies ou apenas
ocasionalidade (Mongkolsamrit et al. 2020) (Figura 4 c-d, j-k).

Metarhizium carneum que ja foi inserido no género Paecilomyces, possui
caracteristicas distintas de outras espécies de Metarhizium, tanto na sua morfologia quanto na
biologia. E considerado um fungo nematéfago. Cultivado em MA2%, inicialmente a
coloragdo da colonia € branca e logo tornando-se levemente esverdeada. O reverso da placa,
levemente rosada. Conidios subglobosos/elipsoidais e rugosos (Figura 4 g-h, m-n) (Samson
1974).

Beauveria bassiana é representado por VCF14, VCF21 e VCF26, isolados a partir de
amostras de solo e VCF29 obtido através da coleta de artrépode infectado naturalmente. A
espécie tem como principal caracteristica o aspecto cotonoso das colonias com coloracao
branca, cor que se mantém ao longo do cultivo e o verso da colonia levemente amarelado. Os
conidioforos dispostos de forma irregular ao longo do micélio aéreo. As fidlides com formato
globoso na base, com 4pice afilado, formando estruturas em zigue-zague. Os conidios

predominantemente globosos e que sdo produzidos em pequenos agrupamentos na
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extremidade das fialides, conferindo o aspecto pulverulento tipico as colonias (Figura 4 a-b, 1)
(De Hoog 1972; Soares et al. 2017).

Purpureocillium lilacinum, representado por VCF41, VCF49 e VCF55, ¢ caracterizado
principalmente pela colora¢do lilas/violeta-claro da colonia e textura aveludada, sendo
esbranquigada nas fases iniciais. O reverso varia de incolor a levemente violaceo (Figura g-h,
1) (Samson 1974; Paes 2025).

O género Clonostachys representado por VCF18, VCF37 e VCF46, apresentarem
conidiéforos verticilados e penicilados e colonias com coloragdo branca nas fases iniciais de
cultivo. Clonostachys compactiuscula, representado por VCF46, a principal caracteristica
distintiva entre outras espécies do género ¢ a presenga de conidios cilindricos (Figura 3 e-f,
m-n) (Schroers 2001). Clonostachys chloroleuca, representado por VCF37, apresenta
colonias com coloragdo variando de branco-esverdeada a verde-oliva palida, tonalidade que se
intensifica com a maturacdo da cultura. Coloragdo caracteristica e que se difere de outras
espécies do género neste estudo (Figura 3 c-d, k-1) (Moreira et al. 2016). Sesquicillium
lasiacidis (sin. Clonostachys lasiacidis) representado por VCF39, apresenta coldnias
inicialmente de coloragdo branca, tornando-se rosadas com o envelhecimento da cultura.
Conidios predominantemente elipsoides. A morfologia ¢ similar a C. rosea e a distingdo entre

as espécies foi possivel com a andlise molecular (Figura 6 e 3 a-b, i-j) (Schroers 2001).
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6 DISCUSSAO

6.1 Diversidade de fungos entomopatogénicos e nematofagos

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciam elevada diversidade de fungos
entomopatogénicos e nematdfagos associados a amostras de solo, reforcando o papel do solo
como principal reservatorio natural desses microrganismos. Essa diversidade ¢ consistente
com estudos que demonstram que solos agricolas e naturais abrigam comunidades fungicas
complexas, compostas por organismos com diferentes estratégias ecologicas e mecanismos de
acdo sobre insetos e nematoides (Soares et al. 2017; Dhar et al. 2019). A coexisténcia de
fungos entomopatogénicos e nematéfagos em um mesmo ambiente indica a ocorréncia de
diferentes niveis de regulagdo biologica, ampliando o potencial de controle natural de pragas

do solo e da superficie.

6.2 Eficiéncia das metodologias de isolamento empregadas

A utilizagdo das metodologias para fungos entomopatogénicos e nematdfagos
mostrou-se adequada para a recuperagdo da diversidade fingica observada. A metodologia
inseto-isca possibilitou o isolamento de fungos como Beauveria, Metarhizium e Clonostachys
confirmando a sua eficacia para a prospec¢ao de fungos patogénicos a insetos a partir do solo
(Dalbon et al. 2024). Por sua vez, a técnica para fungos nematdfagos foi determinante para o
isolamento de fungos nematdfagos, como Arthrobotrys, Monacrosporium e Purpureocillium.
Estudos prévios indicam que meios pobres em nutrientes favorecem a expressdo de estruturas
de captura e o crescimento seletivo desses fungos, permitindo sua detec¢do e isolamento (Liu
et al. 2022; Berhanu et al. 2020).

No entanto, a utiliza¢do de Tenebrio molitor e Galleria mellonella como inseto-isca
predominante pode favorecer o isolamento de espécies generalistas mais comuns, como
Beauveria bassiana ¢ Metarhizium anisopliae. Estudos recentes demonstram que diferentes
espécies de Metarhizium apresentam especificidade ecoldgica e variagdo de viruléncia entre
hospedeiros (Zhao et al. 2023). Assim, a inclusdo de insetos representativos de diferentes
ordens (Hemiptera, Orthoptera, Lepidoptera) pode ampliar a diversidade funcional
recuperada.

As metodologias complementares: lavagem de solo e coleta de artrépode colonizado
ajudaram para ampliar o espectro de isolamento desses fungos. A aplicagdo combinada dessas

metodologias amplia significativamente a eficiéncia da prospec¢do, uma vez que diferentes
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grupos fungicos apresentam estratégias ecoldgicas distintas e respondem de maneira variavel

as condig¢oes de cultivo in vitro.

6.3 Origem dos isolados e adaptacio ecologica

A maioria dos isolados obtidos nesta pesquisa teve origem em amostras de solo,
reforcando a importancia desse ambiente como fonte primaria de fungos com potencial para o
controle biologico. Um isolado de Beauveria bassiana foi obtido a partir de um inseto
naturalmente infectado (Percevejo-marrom), evidenciando a ocorréncia espontianea de
infecgdes fungicas em condigdes naturais, aspecto considerado altamente desejavel na selecao
de agentes biocontroladores (Dalbon et al. 2024). Adicionalmente, um isolado de
Purpureocillium lilacinum foi proveniente de uma amostra do estado de Espirito Santo,
permitindo a comparagdo entre isolados de diferentes origens geograficas. A literatura
demonstra que a adaptacdo ao ambiente local influencia diretamente a eficiéncia do fungo,
especialmente no que se refere a persisténcia no solo, competitividade microbiana e

capacidade de parasitismo (Dhar et al. 2019; Souza et al. 2014).

6.4 Fungos nematofagos: diversidade funcional

Os fungos nematéfagos isolados nesta pesquisa evidenciam elevada diversidade
funcional, refletindo distintos modos de parasitismo e estratégias adaptativas no ambiente de
solo. Para a captura de nematoides, Arthrobotrys dactyloides forma anéis constritores um
mecanismo mecanico de captura distinto das redes adesivas que ¢ caracteristico de A.
oligospora. Esses anéis se contraem rapidamente apdés o contato do nematoide,
imobilizando-o antes da penetracao e digestao Li et al. 2005). Foi observado em placa tanto os
anéis constritores quanto as redes adesivas de ambos isolados. A diferenciagdo morfologica
dessas hifas especializadas ¢ induzida principalmente pela presenca de nematoides e por
condicdes de baixa disponibilidade nutricional, evidenciando a transi¢cdo entre fases
saprofitica e predatoria desses fungos (Nordbring-Hertz et al. 2006;

Metarhizium carneum (Duché & R. Heim) € representado pelo isolado VCF 58. Esse
fungo ¢ conhecido também por outros nomes, como Paecilomyces carneus. P. carneus (Duché
& R. Heim) foi originalmente descrito como um fungo hifomiceto de ocorréncia no solo,
associado principalmente ao parasitismo de nematoides. Analises de marcadores morfologicos
34 indicavam que essa espécie seja distinta de outras espécies do género Paecilomyces segao
Isarioidea (Samson 1974). Posteriormente, andlises de filogenia molecular multilocus

confirmaram seu posicionamento no género Metarhizium, passando a ser reconhecido como
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Metarhizium carneum (Duché & R. Heim) Kepler, Rehner & Humber, em funcdo de sua
proximidade genética com espécies do complexo Metarhizium anisopliae sensu lato (Kepler
et al. 2014; Lima 2023).

Apesar de sua inser¢do filogenética no género Metarhizium, M. carneum apresenta
ecologia funcional distinta das espécies entomopatogénicas epizooticas, sendo classificado
predominantemente como fungo nematdéfago endoparasita. A espécie atua principalmente
sobre ovos, juvenis de segundo estadio (J2) e fémeas de nematoides fitoparasitas dos géneros
Meloidogyne, Globodera e Heterodera. O processo infeccioso envolve a adesdo do fungo a
superficie do hospedeiro, seguida de penetracdo ativa da cuticula e colonizagdo dos tecidos
internos, culminando na destrui¢do do nematoide, mecanismo tipico de fungos nematofagos
especializados (Campos et al. 2007; Lima 2023). Descri¢des indicam ampla distribuicao
geografica, com ocorréncia em solos florestais e agricolas, rizosfera de gramineas, solos ricos
em matéria organica e ambientes imidos, onde apresenta maior incidéncia apds periodos de
elevada precipitacao (Brown & Smith 1957; Samson 1974). A espécie tem sido isolada de
diferentes tipos de solos, incluindo florestas de coniferas e folhosas, solos cultivados, solos
arenosos finos e camadas subsuperficiais menos acidas, o que evidencia sua adaptagdo a
microambientes estaveis.

O género Clonostachys ¢ reconhecido como saprobio de solos, micoparasita e
associado a nematoides, além de possuir atividade entomopatogénica. Clonostachys rosea,
espécie-tipo, € descrita como parasita de fungos fitopatogénicos e frequentemente associada a
cistos de nematoides dos géneros Heterodera e Globodera, evidenciando potencial
nematofago. Como micoparasita, tem sido testada com sucesso no controle bioldgico de
patogenos como Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae e espécies de Botrytis, atuando
por meio da colonizagdo e degradacdao de estruturas fungicas no solo (Sutton et al. 1997;
Toledo et al. 2006). Estudos mais recentes ampliaram seu espectro ecoldgico ao demonstrar
sua capacidade entomopatogé€nica, com registros de infeccdo natural e ensaios de
patogenicidade contra hemipteros como Oncometopia tucumana, Sonesimia grossa € Bemisia
tabaci, nos quais o fungo coloniza o tegumento do hospedeiro e promove mortalidade
significativa em condigdes laboratoriais. Esses dados evidenciam que Clonostachys constitui
um género versatil dentro de Bionectriaceae, combinando estratégias como micoparasitismo,
atividade nematofaga e entomopatogénico, o que reforca seu potencial em programas de
controle biologico integrado (Toledo et al. 2006; Anwar et al. 2018). Isolados de
Clonostachys sp. obtidos neste estudo por meio da metodologia destinada a prospecc¢ao de

fungos entomopatogénicos (técnica do inseto-isca) constitui um resultado interessante,
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evidenciando comportamento multifuncional no solo, atuando como saprobio competitivo e,
em alguns casos, como oportunista de insetos.

Assim, esse resultado amplia a compreensdo sobre a diversidade funcional dos
isolados recuperados, indicando que a metodologia de inseto-isca pode capturar ndo apenas
fungos entomopatogénicos, mas também tdxons com potencial nematéfago e oportunistas,
reforcando a importancia do solo como reservatorio estratégico para bioprospec¢ao de agentes
de controle biologico. Considerando que espécies de Clonostachys, especialmente C. rosea,
sdo descritas como micoparasitas e também associadas a nematoides no solo, a proximidade
filogenética de S. lasiacidis com esse grupo pode sugerir potencial funcional semelhante.
Entretanto, até o momento ndo had evidéncias experimentais que confirmem atividade
nematofaga para S. lasiacidis, sendo necessaria a realizacdo de estudos especificos de
interagdo fungo-nematoide, incluindo ensaios de parasitismo e avaliagdo de producdo de
enzimas para verificar se essa espécie compartilha mecanismos ecologicos observados em

linhagens proximas.

6.5 Consideracdes sobre os fungos entomopatogénicos isolados

Os isolados dos géneros Beauveria e Metarhizium obtidos neste estudo integram um
grupo amplamente reconhecido por sua importancia no controle biolégico de insetos-praga.
Esses fungos infectam seus hospedeiros principalmente por contato com a cuticula,
produzindo enzimas hidroliticas e metabolitos secundarios que culminam na morte do inseto.
Além da mortalidade direta, estudos indicam efeitos subletais relevantes, como reducao da
fecundidade e alteragdes fisiologicas, que contribuem para a supressao populacional das
pragas (Fathy et al. 2025).

Os trés isolados de Beauveria bassiana provenientes de amostras de solo por meio da
técnica do inseto-isca evidencia a eficiéncia desse método para recuperacao de B. bassiana
em solo, o que ja ¢ documentado, sendo descrita como estratégia eficaz para isolamento de
fungos entomopatogénicos a partir de larvas de Tenebrio molitor. Além disso, a elevada
frequéncia dessa espécie no solo ¢ atribuida a sua ampla distribuicao e adaptacdo ecologica,
sendo considerada um dos fungos entomopatogénicos mais abundantes na natureza
(Domingues 2022; Soares 2017).

Um isolado de B. bassiana obtido a partir de inseto naturalmente infectado reforca a
ocorréncia espontanea da infeccdo em condigdes de campo, confirmando seu ciclo patogénico
caracterizado por adesdo dos conidios a cuticula, germinacdo, penetracdo e posterior

esporulacdo sobre o hospedeiro (Dalbon 2024). Em conjunto, esses resultados demonstram
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que a combinagdo entre técnica de inseto-isca e coleta direta de insetos infectados amplia a
recuperagao de isolados com potencial para controle bioldgico.

A prospec¢do de Metarhizium anisopliae, Metarhizium brunneum, Metarhizium
carneum e Metarhizium robertsii evidencia diversidade do género Metarhizium nos solos
amostrados. Embora pertencam ao mesmo grupo filogenético, essas espécies apresentam
diferengas ecoldgicas importantes. M. anisopliae e M. robertsii sdo amplamente reconhecidas
como entomopatogénicas generalistas, com ampla distribuicdo em solos agricolas e naturais,
atuando no controle natural de insetos-praga. M. brunneum também apresenta potencial
entomopatogénico, porém estudos demonstram variacdo de viruléncia entre isolados e
especificidade ecoldgica associada ao hospedeiro (Zhao et al. 2023).

Por sua vez, M. carneum distingue-se por sua atuacdo predominante como fungo
nematofago endoparasita, infectando ovos e juvenis de nematoides fitoparasitas, apesar de seu
posicionamento filogenético proximo as espécies entomopatogénicas do complexo M.
anisopliae (Kepler et al. 2014; Lima 2023). A ocorréncia simultanea dessas espécies no solo
reforga o papel desse ambiente como reservatorio estratégico de agentes de controle bioldgico
com diferentes mecanismos de a¢do, ampliando o potencial de aplicagdo em programas de

manejo integrado de pragas e nematoides.

6.6 Integracio dos resultados ao Manejo Integrado de Pragas

A diversidade de fungos entomopatogénicos e nematofagos obtida neste estudo reforga
o potencial de sua utilizagdo em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP). A
coexisténcia de fungos com diferentes mecanismos de agdo possibilita estratégias de controle
mais estdveis e duradouras, reduzindo a dependéncia de insumos quimicos € os impactos
ambientais associados, além disso, fungos como Clonostachys sp. e Purpureocillium
lilacinum apresentam potencial adicional como antagonistas de fitopatogenos, atuando por
micoparasitismo e producao de enzimas hidroliticas, o que amplia seu espectro de atuagdo e
contribui para a saude do solo. A selecao de isolados nativos, adaptados as condi¢des de solo
e clima locais, aumenta a probabilidade de sucesso em aplicagdes futuras e esta alinhada as
demandas atuais por sistemas agricolas sustentaveis (Nordbring-Hertz et al. 2006; Soares et
al. 2017; Moraes et al. 2025;).

Os resultados desta pesquisa demonstram que a prospec¢do em solo, associada ao uso
de metodologias complementares de isolamento, permite recuperar ampla diversidade de
fungos entomopatogénicos e nematofagos. A obten¢do de isolados pertencentes a Beauveria,

Metarhizium, Clonostachys, Arthrobotrys, Purpureocillium e Monacrosporium evidencia o
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solo como fonte de agentes biocontroladores. Isolados autoctones apresentam vantagens
ecologicas e funcionais, refor¢cando sua relevancia para o desenvolvimento de estratégias de

controle bioldgico e manejo integrado de pragas e nematoides em sistemas agricolas tropicais.
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo demonstram que a bioprospeccdo em solos de areas
naturais e agricolas, aliada a aplica¢do integrada de metodologias de isolamento (inseto-isca,
plaqueamento em agar-agua, lavagem de solo e coleta direta de artropodes infectados), ¢ uma
abordagem eficiente para recuperar alta diversidade de fungos com potencial para o controle
biologico. A obten¢do de 23 isolados distribuidos em sete géneros, incluindo fungos
entomopatogénicos e fungos nematdfagos, obtidos principalmente de amostras de solo
evidencia esse ambiente como estratégico para o isolamento de fungos que atuam como
reguladores naturais de populagdes de insetos e nematoides, com relevancia para o Manejo
Integrado de Pragas (MIP) e para a reducdo da dependéncia de defensivos quimicos. A
combinagdo dos protocolos para fungos entomopatogénicos e nematofagos com metodologias
complementares ampliou a representatividade da colecdo obtida. Por fim, ao integrar
caracterizagdo morfologica e estratégias de identificagdo molecular, o estudo consolida uma
base para selecdo de linhagens nativas e para etapas futuros estudos para a selecdo de
isolados, contribuindo para o desenvolvimento de bioinsumos mais adaptados a condigdes

regionais e alinhados as demandas por sistemas agricolas sustentaveis.
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TABELA 1 - Espécies de fungos e produtos formulados. Apenas dois isolados sao

utilizados supostamente em mais de 250 formulagdes (Fonte: Brasil, 2025).

Agente Biologico Isolado N° de Produtos Formulados Categoria
Metarhizium anisopliae IBCB 425 133 Inseticida
Metarhizium anisopliae ASN 054 1 Inseticida
Metarhizium anisopliae BV 12 1 Inseticida
Metarhizium anisopliae CCT 8019 1 Inseticida
Metarhizium anisopliae IBCB 348 1 Inseticida
Metarhizium anisopliae E9 1 Inseticida
Metarhizium anisopliae *k 1 Inseticida
Metarhizium riley CG 1153 1 Inseticida
Metarhizium riley CCT 7771 2 Inseticida
Beauveria bassiana IBCB 66 128 Acaricida/Inseticida
Beauveria bassiana ASN 053 1 Inseticida
Beauveria bassiana BVF 15 1 Inseticida
Beauveria bassiana CCT8006 1 Inseticida
Beauveria bassiana BALL 6-2 2 Inseticida
Beauveria bassiana CBMAI 1306 5 Inseticida
Beauveria bassiana CBMAI 2359 1 Inseticida
Beauveria bassiana CG 1420 1 Inseticida
Beauveria bassiana ESALQ 1432 1 Inseticida
Beauveria bassiana *x 15 Inseticida
Isaria fumosorosea *x 7 Inseticida
Isaria fumosorosea FUNG 14 1 Nematicida
Isaria javanica BV 14 1 Inseticida
Isaria javanica URM 7662 1 Inseticida
Cordyceps javanica CBMAI 2831 1 Inseticida
Cordyceps javanica CCT 5818 1 Inseticida
Cordyceps javanica BRM 27666 1 Inseticida
Cordyceps javanica ESALQ 3428 1 Inseticida
Paecilomyces fumosoroseus *k 2 Inseticida
Paecilomyces lilacinus CCT 8068 1 Nematicida
Paecilomyces lilacinus CPQBA O;&(()) -11 DRM 1 Nematicida
Paecilomyces lilacinus URM 7661 2 Nematicida
Paecilomyces lilacinus UEL Pae 10* 1 Nematicida
Purpureocillium lilacinum *E 3 Nematicida
Purpureocillium lilacinum CCT 8029 1 Nematicida
Purpureocillium lilacinum CBMAI 2833 1 Nematicida
Purpureocillium lilacinum BV 05 1 Nematicida
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Purpureocillium lilacinum PUR 1709 1 Nematicida
Pochonia chlamydosporia CCT 8030 1 Nematicida
Pochonia chlamydosporia Pc 10 1 Nematicida
Pochonia chlamydosporia URM 8121 2 Nematicida
Pochonia chlamydosporia CCT 4077 1 Nematicida
Clonostachys rosea CPQBA 0(4)1;) -11 DRM 1 Fungicida
Trichoderma afroharzianum Th2RI199 2 Fungicida
Trichoderma afroharzianum CEN 287 1 Fungicida
Trichoderma asperelloides ESALQ 1306 1 Fungicida/Nematicida
Trichoderma asperelloides ESALQ 2946 1 Fungicida
Trichoderma asperellum woE 5 Fungicida
Trichoderma asperellum T2 1 Fungicida
Trichoderma asperellum URM 8117 1 Fungicida
Trichoderma asperellum ];};]I\\/[/ligl;;‘ég 1 Fungicida
Trichoderma asperellum BVF24 1 Fungicida
Trichoderma asperellum CBMAI 1622* 4 Fungicida
Total geral 350

Fonte: Da autora (2026)
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Género - espécie Céd. Hospedeiro / Local Barcode
Substrato ITS | TEF | RPB2
Método para fungos nematéfagos
Arthrobotrys cf. oligospora VCF1 Mata Lavras MG , X X
Arthrobotrys cf. dactyloides VCF5 | Mata Lavras MG , X X
VCF6 | Café Trés Pontas MG X X
VCF40 i Mata Conceigdo do Rio X X
Verde MG
VCF57 i Mata Trés Coragdes MG X X
Purpureocillium cf. lilacinum VCF55 { Mata Agua Boa MT X X
Método para fungos entomopatogénicos com uso de inseto-isca
Beauveria cf. bassiana VCF14 { Tenebrio / Mata Lavras MG ; X X
VCF21 { Galleria / Mata Lavras MG 4 X X
VCF26 { Galleria / Mata Lavras MG 5 X X
Clonostachys sp. VCF18 { Tenebrio / Mata Lavras MG
Clonostachys cf. compactiuscula VCF46 i Tenebrio / Mata Agua Boa MT
Clonostachys cf. chloroleuca VCF37 i Tenebrio / Mata Trés Coragdoes MG
Sesquicillium lasiacis VCF39 i Tenebrio / Mata Barbacena MG X X
Metarhizium robertsii VCF10 § Tenebrio / Mata Lavras MG X X
VCF38 i Tenebrio / Mata Barbacena MG X X
VCF25 i Tenebrio / Mata Trés Coragoes MG X X
Metarhizium brunneum VCF28 : Tenebrio / Mata Lavras MG X X
Metarhizium cf. robertsii VCF48 i Tenebrio /| Mata Agua Boa MT
Monacrosporium cf. VCF56 : Mata Agua Boa MT X X
aphrobrochum
Métodos complementares
Beauveria cf. bassiana VCF29, i Percevejo-marrom Buritizal SP X X
(Euschistus heros)
Metarhizium cf. carneum VCF58, i Mata Barbacena MG X X
Purpureocillium cf. lilacinum VCF49, i Solo sob Café Linhares ES
Purpureocillium cf. lilacinum VCF41, i Mata Barbacena MG X X

Legenda: a = Isolamento direto. b = Lavagem de solo. Amostras: 1=21°13"58.2"S 44°59°33.3”W, 2 =
21°13°39.6”S 44°57°50.6”W, 3 = 21°13°51.5”S 44°59°06.1”W, 4 = 21°13°39.9”S 44°59°07.6W, 5 =

21°13°46.6”S 44°59°10.3”W

Fonte: Da autora (2026)
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ANEXO B - FIGURAS

FIGURA 1 - Insetos e nematoides colonizados por fungos

Legenda: Técnica do inseto-isca (A-D), Tenebrio molitor colonizado por Clonostachys sp. (A);
Galleria mellonella colonizada por Beauveria bassiana (B); T. molitor colonizado por Metarhizium
spp. (C-D); Método de isolamento para fungos nematdfagos (E-F), nematoides capturados por hifas
especializadas de Arthrobotrys sp. (D), conidios de Arthrobotrys sp. (F); Coleta direta de inseto
colonizado (G), Percevejo-marrom (Euschistus heros) colonizado por B. bassiana (G).

Fonte: Da autora (2026)
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FIGURA 2 - Fungos nematdofagos

Legenda: Arthrobotrys oligospora (a-b, k), frente e verso da colonia em MA2% apos 10 dias de
incubagdo (a-b), conidios (k). Arthrobotrys dactyloides (c-d, 1), frente e verso da colonia em MA2%
apos 10 dias de incubag@o (c-d), conidios (1); Monacrosporium aphrobrochum (e-f, m), frente e verso
da colonia em MA2% apds 10 dias de incubagao (e-f), conidios (k); Purpureocillium lilacinum (g-h,
n), frente e verso da colonia em MA2% apos 10 dias de incubagdo (g-h), conididforo e conidios (1);
Metarhizium carneum (i-j, o-p), frente € verso da colonia em MA2% apos 10 dias de incubagio (i-j),
conidioforo (0), conidios rugosos (p).

Fonte: Da autora (2026)
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FIGURA 3 - Espécies de Clonostachys/Sesquicillium.

Legenda: S. lasiacidis (a-b, i-j), frente e verso da colonia em MA2% apds 10 dias de incubagao (a-b),
conidioforo verticilado e penicilado (i), conidios (j); C. chloroleuca (b-c, k-1) frente e verso da colonia
em MA2% apos 10 dias de incubagdo (c-b), conididforo (k), conidios (1); C. compactiuscula (e-f,
m-n), frente e verso da colonia em MA2% apds 10 dias de incubacao (e-f), conidiéforo (m), conidios
com formato oblongos, cilindricos (n); Clonostachys sp.(g-h, o-p), frente e verso da colonia em
MA2% ap6s 10 dias de incubagao (g-h), conidiéforo (0), conidios com formato elipsoidal (p).

Fonte: Da autora (2026)
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FIGURA 4 - Fungos entomopatogénicos

g /% DA i ] o4
Legenda: Beauveria bassiana (a-b, g), frente e verso da colonia em MA2% apos 10 dias de incubagio
(a-b), conidioforo e fidlides (g); Metarhizium robertsii (c-d, h-i), frente e verso da colonia em MA2%
apds 10 dias de incubacdo (c-d), conidioforo (h), conidios (i); Metarhizium brunneum (e-f, 1), frente e

verso da colonia em MA2% ap6s 10 dias de incubagéo (e-f), fialides e conidios (j).

Fonte: Da autora (2026)



FIGURA 5 - Filogenia de Metarhizium robertsii e M. brunneum baseada em sequéncias
das regioes TEF e RPB2
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Fonte: Glaucia Mara Moreira (2026)
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FIGURA 6 - Filogenia para Sesquicillium lasiacidis baseada em sequéncias da regidao ITS

S. lasiacidis CBS 504.67
VCF 39

S. lasiacidis CML 2313
70

S. lasiacidis CBS 179.88 T

S. candelabrum CBS 119045 T
S. neerlandicum CBS 148203 T
<‘— S. rossmaniae CBS 211,93 T
S. essexcoheniae BRIP 75170a T
1_00| S. essexcoheniae CML 2316

S. sesquicillii CBS 180.86 T

S. buxi CBS 696.93

S. saulense BRFM 2782 T

S. phyllophilum CBS 921.97 T

893

S. intermediophialidicum CBS 685.96 T

Clonostachys rosea CBS 71086 T

0.050

Fonte: Glaucia Mara Moreira (2026)
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