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RESUMO 

As culturas da soja e do algodão são alvos das lagartas Chrysodeixis includens e 
Helicoverpa armigera, além dessas espécies essas culturas também podem sofrer danos 
ocasionado por outras lagartas. Portanto, o desenvolvimento de bioinseticidas, à base de 
fungos entomopatogênicos, pode propiciar o controle dessas pragas com sustentabilidade.  
Entre os fungos causadores de doenças em lepidópteros, o fungo Metarhizium rileyi se 
destaca por apresentar alto potencial de controle, uma vez que suas epizootias dizimam 
as populações de lagartas. O presente trabalho foi fundamentado em três aspectos: 
identificação adequada de isolados (para esta finalidade foram utilizados marcadores 
moleculares microssatélites, até   o   presente, inéditos   para a espécie), verificar a 
ocorrência de limitações impostas pelos exsudatos foliares, efeito da microtopografia das 
plantas alvo sobre o agente de controle e a seleção de isolados promissores considerado 
o substrato alimentar da praga. O desconhecimento sobre a contribuição e o 
comportamento de diferentes isolados durante essas epizootias levanta questões 
essenciais, como a diversidade genética durante as epizootias e a identificação dos 
genótipos predominantes. Primers SSR foram desenhados por meio de prospecção in 
silico para discriminar genótipos e inferir a diversidade genética de isolados de M. rileyi 
provenientes da coleção mantida na Embrapa Soja. Foram testados 13 marcadores SSR 
em 136 isolados, identificando 43 clones e 12 clusters genéticos diferentes, com 
diversidade genética variando de Hs = 0,15 a Hs = 0,41 e uma diversidade média de 0,24. 
Nenhum cluster foi distinguido categoricamente com base no hospedeiro ou origem 
geográfica, no entanto, os isolados analisados mostraram evidências de estrutura clonal. 
Além disso, a investigação das interações entre dez isolados de M. rileyi e folhas de 
algodão e soja, revelou a existência de variações na fixação dos conídios e nas taxas de 
germinação, influenciadas pela polaridade dos solventes utilizados na obtenção dos 
extratos epicuticulares das espécies vegetais. Os extratos das folhas de algodão e soja 
obtidos com solventes apolares apresentaram maior aderência de conídios em 
comparação os extratos obtidos com os solventes polares. A microtopografia das folhas, 
examinada por microscopia eletrônica de varredura, revelou uma distribuição mais 
uniforme de conídios na superfície de folhas de algodão, enquanto nas folhas de soja os 
conídios tendiam a formar agregados. Após a análise química dos extratos obtidos das 
folhas de algodão e soja, foi possível identificar substâncias como o β-Amyrin e o D-
Mannitol, que são compostos presentes com maior intensidade no algodão e quase 
inexistentes na soja. Outras substâncias são encontradas no algodão como Lanosta-8,24-
Dien-3-one, assim como, o D-Pinitol, β-Fructofuranose, Ribitol e ácido Butanóico. Essas 
diferenças de substâncias encontradas nos extratos aparentemente influenciaram o 
comportamento de M. rileyi na fixação e germinação. Empregando a estimativa de 
Kaplan-Meier para analisar a sobrevivência das lagartas expostas aos isolados de M. rileyi 
nos diferentes substratos alimentares, resultou que o isolado Mr27 se destacou na redução 
da sobrevivência das lagartas em diversos substratos, sendo mais eficaz em folhas de 
algodão. A análise comparativa entre as espécies de lagartas e os substratos, ressalta a 
influência significativa que pode apresentar a cultura sobre a qual se aplica controle 
microbiano com M. rileyi. Este estudo contribui para uma compreensão mais aprofundada 
das interações tritróficas, sugerindo que é crucial considerar todas as três premissas na 
seleção de isolados para o desenvolvimento de bioinseticidas mais eficazes no MIP em 
diferentes contextos agrícolas. 
 
Palavras-chave: SSR, Genética de população, Superfície foliar, Cromatografia, 

Lepidoptera. 



 
 

 
 

 

ABSTRACT 

The soybean and cotton crops are targets of the caterpillars Chrysodeixis includens and 
Helicoverpa armigera, and besides these species, these crops can also suffer damage 
caused by other caterpillars. Therefore, the development of bioinsecticides based on 
entomopathogenic fungi can provide sustainable control of these pests. Among the fungi 
causing diseases in lepidopterans, the fungus Metarhizium rileyi stands out for its high 
control potential, as its epizootics decimate caterpillar populations. This study was based 
on three aspects: proper identification of isolates (for this purpose, molecular markers 
such as microsatellites, hitherto unpublished in the scientific literature, were used), 
verification of limitations imposed by foliar exudates, the effect of microtopography of 
target plants on the control agent, and the selection of promising isolates considering the 
pest's food substrate. The lack of knowledge about the contribution and behavior of 
different isolates during these epizootics raises essential questions, such as genetic 
diversity during epizootics and the identification of predominant genotypes. SSR primers 
were designed through in silico prospecting to discriminate genotypes and infer the 
genetic diversity of M. rileyi isolates from the collection maintained at Embrapa Soybean. 
Thirteen SSR markers were tested on 136 isolates, identifying 43 clones and 12 different 
genetic clusters, with genetic diversity ranging from Hs = 0.15 to Hs = 0.41 and an 
average diversity of 0.24. No cluster was categorically distinguished based on host or 
geographical origin; however, the analyzed isolates showed evidence of clonal structure. 
Furthermore, the investigation of interactions between ten isolates of M. rileyi, cotton, 
and soybean leaves revealed variations in conidial attachment and germination rates, 
influenced by the polarity of the solvents used in obtaining the epicuticular extracts of the 
plant species. Extracts from cotton and soybean leaves obtained with apolar solvents 
showed greater conidial adhesion compared to extracts obtained with polar solvents. Leaf 
microtopography, examined by scanning electron microscopy, revealed a more uniform 
distribution of conidia on cotton leaves, while on soybean leaves, conidia tended to form 
aggregates. After chemical analysis of the extracts obtained from cotton and soybean 
leaves, substances such as β-Amyrin and D-Mannitol were identified, which are 
compounds present more intensely in cotton and almost nonexistent in soybean. Other 
substances found in cotton include Lanosta-8,24-Dien-3-one, as well as D-Pinitol, β-
Fructofuranose, Ribitol, and Butanoic acid. These differences in substances found in the 
extracts apparently influenced the behavior of M. rileyi in attachment and germination. 
Employing Kaplan-Meier estimation to analyze the survival of caterpillars exposed to M. 
rileyi isolates on different food substrates resulted in the isolate Mr27 standing out in 
reducing caterpillar survival in various substrates, being more effective on cotton leaves. 
The comparative analysis between caterpillar species and substrates highlights the 
significant influence that the crop on which microbial control with M. rileyi is applied 
can present. This study contributes to a deeper understanding of tritrophic interactions, 
suggesting that it is crucial to consider all three premises in the selection of isolates for 
the development of more effective bioinsecticides in IPM in different agricultural 
contexts. 
 

Keywords: SSR, Population genetics, Leaf surface, Chromatography, Lepidoptera. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO GERAL E REVISÃO DE LITERATURA 

  

1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A agricultura no Brasil é uma das principais bases da economia do país. Entre as 

espécies cultivadas em todo território, destacam-se, a soja (Glycine max L.) e o algodão 

(Gossypium hirsutum L.). A expansão das áreas de cultivo dessas culturas tem contribuído 

com a elevação do Brasil no ranking mundial, sendo o maior produtor de soja e o quarto 

maior de algodão (Conab, 2023). Entretanto, a produtividade dessas culturas 

frequentemente é ameaçada por lagartas da família Noctuidae, insetos capazes de causar 

grandes prejuízos desde a germinação à colheita. Dentre as pragas pertencente a essa 

família, duas importantes espécies de lagartas desfolhadoras merecem destaque, como, 

Chrysodeixis includens (Walker) e Helicoverpa armigera (Hübner).  

Chrysodeixis includens possui uma ampla gama de hospedeiros, entre eles a soja e 

o algodão, as lagartas dessa espécie se alimentam do parênquima das folhas, dando as 

folhas um aspecto rendilhado (Bueno et al., 2009). No Brasil se tornou uma das principais 

pragas na soja, provavelmente devido ao uso excessivo de fungicidas para controlar a 

ferrugem asiática, o que acabou reduzindo os inimigos naturais que mantinha a densidade 

da população abaixo do nível de dano (Sosa-Gómez; Lastra; Humber, 2010).  

 Helicoverpa armigera, também é citada como uma das mais importantes pragas, 

cujo surto durante a safra 2012/13 no Brasil, acarretou severos danos (Sosa-Gómez et al., 

2016). A principal forma de controle dessas duas espécies é baseada na utilização agentes 

químicos (Ávila; Vivan; Tomqueslki, 2013) e o uso têm acelerado o desenvolvimento de 

resistência de insetos pragas e reduzido a população de inimigos naturais, tornando-se 

uma grande preocupação ambiental (Ahmad et al., 2003; Wu, 2007; Durigan et al., 2017). 

A busca por medidas alternativas que visam diminuir esses impactos adquiriu especial 

relevância. Por essa razão, o uso de agentes de controle biológico aliado com o controle 

microbiano de insetos é considerado uma opção eficiente e segura, especialmente o uso 

de microrganismos entomopatogênicos, como os fungos.   

 Metarhizium rileyi é uma espécie cosmopolita de fungo entomopatogênico da 

família Clavicipitaceae (Hypocreales, Ascomycota), que apresenta um espectro de ação 

limitado a diversas espécies de lepidópteros pragas (Binneck et al., 2019) e têm potencial 

para ser utilizado como agente no biocontrole de pragas chaves como C. includens e H. 
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armigera. Devido a ampla distribuição geográfica e variabilidade genética intraespecífica 

(Goettel et al. 2010), M.  rileyi possibilita o estudo de seleção de isolados que apresentem 

alta virulência e maior persistência, possibilitando assim melhorar a eficiência em campo 

para o controle de determinado inseto-praga. Por exemplo, isolados de M. rileyi 

originários de Spodoptera frugiperda foram mais virulentos para S. frugiperda do que M. 

rileyi isolado de Anticarsia gemmatalis (Tigano-Milani et al., 1995). Da mesma forma, 

foi observada especificidade entre três isolados de M. rileyi obtidos de diferentes espécies 

A. gemmatalis, S. frugiperda e Chrysodeixis includens no sul do Brasil (Moscardi et al., 

1997). 

Os isolados de M. rileyi que apresentam diferentes níveis de virulência possuem 

propriedades morfológicas e de crescimento in vitro semelhantes (Boucias et al., 2000; 

Licona-Juarez et al., 2023). A fim de compreender melhor as relações patógeno-

hospedeiro desta espécie de fungo, vários métodos moleculares foram utilizados para 

diferenciar isolados de M. rileyi. Técnicas como RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA) (Tigano & Aljanabi, 2000) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

(Boucias et al., 2000a, Boucias et al., 2000b) demostraram que os polimorfismos 

genéticos observados entre os isolados de M. rileyi estavam associados à localização 

geográfica. Por exemplo, os isolados sul-americanos foram separados da maioria dos 

isolados norte-americanos através de dados provenientes de marcadores AFLP (Boucias 

et al., 2000b). 

Em contrapartida, estudos com outras técnicas moleculares (RAPD) demostraram 

que os isolados dessa espécie se agrupavam por semelhança em dois grupos associados a 

hospedeiros diferentes (Tigano & Aljanabi, 2000). Além dos marcadores citados, os 

marcadores microssatélites ou repetição de sequência simples (SSR) têm facilitado a 

compreensão da base genética de muitos organismos, devido à sua reprodutibilidade, 

rapidez da técnica, pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo de utilização e 

grande poder de resolução (Boiko, 2022). Em fungos, os marcadores SSR são 

eficientemente utilizados em estimativas de diversidade genética, confirmação da 

identidade de cepas, identificação da origem geográfica das espécies, compreensão da 

estrutura genética de isolados, e caracterização de espécies e cepas, entre outras 

(Manawasinghe et al., 2018, Alloosh et al., 2019, Saleh et al., 2021, Xiong et al., 2021, 

Boiko, 2022) 

Estudos que utilizaram marcadores do tipo microssatélites para diferenciar isolados 

de Metarhizium spp. (Kepler et al., 2015; Steinwender et al., 2011) demonstraram a 
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eficiência na técnica, podendo assim, ser considerada uma ferramenta eficaz para estudos 

de diferenciação de isolados. Diante da capacidade de M. rileyi em controlar o 

crescimento de populações de alguns lepidópteros praga e do potencial de aplicabilidade 

em técnicas de manejo, estudos moleculares aplicados a esta espécie se fazem 

imprescindíveis para a caracterização genética e compreensão das relações entre os 

diferentes genótipos no processo epizootiológico. 

Além da diferenciação genética ser imprescindível o esclarecimento sobre todo o 

processo de infecção desse agente é de suma importância para maior aplicabilidade do 

patógeno nos programas de controle biológico, pois, a eficácia desses agentes depende 

em grande parte da virulência, da capacidade de germinar e da persistência do inóculo 

sobre à superfície da planta hospedeira do alvo de controle.  

As interações patógeno-hospedeiro incluem adesão conidial, penetração do 

tegumento, proliferação no hemocele, morte e fase reprodutiva (Alves, 1998).  Várias 

espécies de fungos são importantes agentes de controle de insetos-praga por causarem 

doenças epizoóticas (Sosa-Gómez et al. 2010). No entanto, o efeito na planta hospedeira 

na expressão de doenças epizoóticas não é bem conhecido. A influência da planta 

hospedeira no processo de infecção pode estar ligada à fixação e velocidade da 

germinação conidial (Sosa-Gómez, 2012), portanto, o entendimento dos fatores que 

influenciam a eficiência de infecção desse entomopatógenos é de vital importância para 

garantir o sucesso do controle. As lagartas desfolhadoras podem entrar em contato com o 

inoculo do fungo quando movimentam-se sobre o substrato que recebeu a dose do 

patógeno, assim, verificar as interações planta hospedeira/fungo, se torna crucial.   

Como parte dessa interação a composição química e a estrutura física da superfície 

foliar pode influenciar na aquisição do conídio, afetando a germinação ou inibindo a 

virulência do fungo. Compostos epicuticulares, sejam eles presentes na superfície ou 

liberados por extravasamento dos conteúdos celulares podem reduzir a infecção (Inyang, 

1999). A cera epicuticular apresenta um importante papel durante o processo de aderência 

dos fungos nas plantas. Estudos realizados por Marois et al. (1986), Skoropad e Tewari 

(1977) e Roderick e Thomas (1997) mostraram, a importância da cera como barreira física 

na ação dos fungos para com os seus hospedeiros.  

Considerando que há pouco conhecimento sobre o impacto desses elementos nos 

fungos entomopatogênicos e a influência no controle de pragas agrícolas, estudos que 

explorem a diversidade genética do fungo e o efeito dos compostos epicuticulares 

presentes nas folhas da soja e do algodão na germinação e fixação dos conídios de M. 
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rileyi, bem como na virulência contra lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa 

armigera, são relevantes para compreender o processo infeccioso. 

 

1.2 OBJETIVOS  

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a diversidade genética do fungo M. rileyi e a interação da espécie com compostos 

epicuticulares presentes nas folhas da soja e do algodão, bem como sua virulência em 

lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Prospectar in silico, desenhar e validar primers microssatélites para M. rileyi. 

 Avaliar a diversidade genética de isolados coletados em diferentes hospedeiros e 

regiões geográficas. 

 Elucidar a composição química dos compostos lixiviados das folhas de algodão e 

soja sobre o efeito na germinação e fixação de M. rileyi. 

 Verificar a influência do substrato alimentar na virulência de M. rileyi em lagartas 

de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera. 
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1.3. REVISÃO DE LITERATURA 

1.3.1. Culturas de soja e algodão  

O cultivo da soja (Glycine max L.) e algodão (Gossypium hirsutum L.) no Brasil 

desempenha um papel de destaque na agricultura, sendo uma das principais commodities 

do país, tamanha relevância dessas culturas de deve à versatilidade dos produtos e 

subprodutos oriundos das mesmas. A soja compõe parte da nutrição humana e de animais 

e servem como base para produção de biocombustíveis (Cepea, 2022). O algodão, 

empregado na indústria têxtil, também se destaca no agronegócio nacional, cuja produção 

coloca ao país como quarto produtor e segundo principal exportador mundial da fibra 

(Abrapa, 2022).  

Apesar da versatilidade e produtividade os agricultores dessas culturas enfrentam 

inúmeros desafios para manter a elevada eficiência que nos confere destaque no panorama 

agrícola internacional. Indubitavelmente, o ataque de pragas representa um desafio 

contínuo. A incidência de lagartas, percevejos, pulgões, entre outros insetos, bem como 

microrganismos fitopatogênicos, podem resultar em substanciais prejuízos à produção 

(Embrapa, 2022). Com o objetivo de minimizar esses ataques de pragas, táticas do manejo 

integrado de pragas vem se destacando, como a utilização de produtos à base de fungos 

entomopatogênicos (Michereff, 2009).  

Um exemplar notável a ser mencionado é a ocorrência de epizootias do fungo M. 

rileyi nessas culturas (Ignoffo et al., 1976; Sosa-Gómez et al., 2003). Os benefícios da 

ação epizoótica desse fungo consiste em promover o controle natural em lagartas como 

Anticarsia gemmatalis,  Trichoplusia ni, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis includens, 

importantes pragas da cultura de soja (Kogan et al., 1977; Ignoffo et al., 1976; Moscardi 

et al. 2012) e Alabama argillacea e Chloridea virescens no algodão (Jin et al., 1978; 

Costa et al., 2015).  

 

1.3.2. Chrysodeixis includens (Walker, 1857) 

Até meados de 2003/2004, a ocorrência de C. includens era considerada limitada, 

sendo naturalmente controlada por parasitoides, predadores e entomopatógenos, 

raramente necessitando de intervenções para evitar prejuízos. A importância dessa praga 

cresceu nos últimos anos devido a surtos populacionais frequentes, provavelmente 

relacionados a mudanças no manejo agrícola para aumentar a produtividade, resultando 
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na redução de seus inimigos naturais (Sosa-Gómez et al., 2003; Sosa-Gómez; Lastra; 

Humber, 2010).  

Essa espécie é considerada uma praga polífaga com relevância econômica em 

diversas culturas, registrada se alimentando de mais de 170 plantas hospedeiras (Specht; 

Paula-Moraes; Sosa-Gómez, 2015). Com distribuição restrita ao continente americano, 

abrangendo do norte dos Estados Unidos até o sul da América do Sul (Alford, Hammond, 

1982; Moscardi et al., 2012). O pico populacional da C. includens está associado à maior 

disponibilidade de plantas hospedeiras e a períodos quentes e úmidos (Santos et al., 2017), 

podendo permanecer em hospedeiros alternativos durante a entressafra. Além disso, 

observou-se que o aumento populacional de C. includens é comum quando o cultivo de 

soja é próximo a áreas de algodão (Burleigh, 1972), possivelmente explicado pelo 

consumo de néctar de flores de algodão pelos adultos, favorecendo a oviposição 

(Burleigh, 1972). A migração dos adultos desta espécie no Brasil pode ser favorecida pelo 

avanço das plantações de soja de Mato Grosso para outros estados (Palma et al., 2015). 

 Chrysodeixis includens tem a distribuição concentrada principalmente no terço 

inferior e área central das plantas de soja e algodão, o que torna desafiador o controle 

(Baldin, 2020). Elas se alimentam do limbo foliar, deixando as nervuras intactas, 

conferindo às folhas uma aparência rendilhada (Bueno et al., 2009; Moscardi et al., 2012). 

Como consequência, a área foliar pode sofrer uma redução significativa, impactando a 

produtividade das culturas, C. includens pode ocorrer tanto na fase vegetativa quanto na 

fase reprodutiva, tanto na cultura da soja quanto na cultura do algodão. 

 

1.3.3. Helicoverpa armigera (Hübner) 

Esta espécie é reconhecida como uma das principais pragas globalmente, devido 

à elevada capacidade de dispersão, taxa de reprodução acentuada, polifagia e capacidade 

de diapausa em latitudes mais altas (Fitt, 1989; Sosa-Gómez et al., 2016). No Brasil, a 

presença dessa praga foi inicialmente relatada em março de 2013, quando os espécimes 

foram coletados nos estados da Bahia, Mato Grosso, Paraná, Goiás e no Distrito Federal, 

causando danos significativos em plantações de soja e algodão (Czepak et al., 2013; 

Specht et al., 2013). Entretanto, estudos subsequentes confirmaram que a introdução da 

praga no país, provavelmente ocorreu em outubro de 2008, e até agosto de 2012, a espécie 

já estava distribuída desde o extremo sul até o norte do país (Sosa-Gómez et al., 2016). 

Helicoverpa armigera demonstra uma notável capacidade de se desenvolver em 

uma variedade de hospedeiros, sendo registrada em mais de 100 espécies, incluindo 
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plantas das famílias Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e Solanaceae (Fitt,1989). 

As lagartas se alimentam de órgãos reprodutivos, resultando em uma perda anual que 

ultrapassa 2 bilhões de dólares apenas na região dos trópicos semiáridos da Europa 

(Sharma et al., 2012).  

A notável capacidade da H. armigera em causar danos em culturas de importância 

econômica resultou em perdas de até 80% na produção da cultura do algodão durante a 

safra de 2011/2012 na região oeste da Bahia. O primeiro surto dessa praga na cultura da 

soja, ocorrido em 2012/2013, resultou em prejuízos superiores a $ 2 bilhões (Sharma et 

al., 2012). Durante a fase larval, a H. armigera demonstra preferência por estruturas 

reprodutivas, como botões florais, vagens e grãos, embora também se alimente de folhas 

e hastes das plantas (Bortolotto et al., 2014). Os danos à soja começam desde a 

emergência da planta, quando as lagartas cortam as plantas abaixo dos cotilédones. A 

partir do estágio V3 da cultura, a lagarta assume um comportamento desfolhador, 

atacando o broto terminal. Estudos sobre o desenvolvimento das lagartas de H. armigera 

em soja concluíram que, ao atingirem o quarto instar, elas preferem folhas mais antigas e 

grãos bem desenvolvidos (Suzana et al., 2018). 

 

1.3.4. Características gerais de Metarhizium rileyi 

Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler, SA Rehner e Humber, é um fungo 

cosmopolita que infecta lepidópteros das famílias Arctiidae, Erebidae e Noctuidae. Os 

lepidópteros de importância agrícola mais comuns infectados são da família Noctuidae 

queincluem Spodoptera frugiperda (Smith, 1797), S. cosmioides (Walker, 1858), 

Helicoverpa armigera (Hübner, 1805), Trichoplusia ni (Hübner, 1803), Rachiplusia nu 

(Guenée, 1852), C. includens (Walker, 1858), Mythimna (Pseudaletia) sequax 

(Franclemont, 1951), da Família Erebidae, Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 e 

Alabama argillacea (Hubner), (Fronza et al., 2017; Barros et al., 2020), e da família 

Arctiidae, Spilosoma virginica (Sosa-Gómez et al., 2010).  

O fungo apresenta crescimento dimórfico ubíquo, com corpos hifais que se 

assemelham a leveduras na fase inicial de crescimento vegetativo e posteriormente 

formam um micélio filamentoso esbranquiçado do qual, na presença de umidade, surgem 

conidióforos que produzem conídios esverdeados (Boucias et al., 2000a). A classificação 

de M. rileyi sofreu muitas alterações, inicialmente denominada Botrytis rileyi Farl. 1883 

(Farlow, 1883), seguido por Spicaria rileyi (Charles, 1936) e depois Nomuraea rileyi 

(Kish et al., 1974). Este último nome foi utilizado por um longo período de 40 anos, até 
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2014. Após análise filogenética multigênica, Kepler et al., 2014 sugeriram que o nome 

Nomuraea rileyi deveria ser atribuído ao gênero Metarhizium, devido à sua proximidade 

com Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) e M. 

flavoviridae (Gams & Rozsypal). 

No Brasil, vários isolados de M. rileyi foram depositados em coleções, na Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), especialmente na Embrapa Soja e no 

Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN). Sendo, a grande maioria destes 

isolados obtido de apenas algumas espécies hospedeiras, especialmente A. gemmatalis e 

S. frugiperda (Humber et al., 2011; Sosa-Gómez & Silva, 2002). Quando comparados 

com outras espécies de fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana (Balsamo) 

Vuillemin e M. anisopliae, M. rileyi é relativamente pouco estudado (Souza et al., 2022), 

pois, apresenta instabilidade na capacidade de produzir conídios devido às suas rigorosas 

exigências nutricionais, como a necessidade de Neopeptona de alta qualidade, o que 

reflete em alto custo de produção e reduz o número de estudos envolvendo o patógeno 

(Edelstein et al., 2004).  

Apesar das dificuldades de conduzir estudos com o M. rileyi, os pequenos avanços 

na pesquisa contribuíram para algum conhecimento atual sobre esse patógeno e como ele 

interage com seus insetos hospedeiros. Ainda assim, mais pesquisas são necessárias para 

esclarecer pontos ainda desconhecidos, como por exemplo, os mecanismos envolvidos 

com a capacidade da espécie de infectar diferentes hospedeiros, os quais proporcionam 

diferentes qualidades nutricionais, a diversidade genética de M. rileyi  e a seleção de 

isolados promissores  pode contribuir para aumentar a eficácia contra diferentes 

Lepidópteros pragas (Fronza et al., 2017). 

 

1.3.5. Virulência de fungos entomopatogênicos no contexto tritrófico 

As plantas exercem influência considerável no desenvolvimento dos insetos 

herbívoros, afetando diretamente a taxa de crescimento populacional e, adicionalmente, 

promovendo impactos significativos sobre os inimigos naturais desses insetos (Inbar & 

Gerling, 2008; Johnson, 2009). As respostas das plantas à herbivoria dos insetos, podem 

ser variadas incluindo a liberação de substâncias voláteis que atraem os inimigos naturais 

dos insetos, muitas vezes em reação aos danos causados por espécies específicas de 

herbívoros. Tais sinais voláteis não apenas influenciam os inimigos naturais imediatos, 

mas também exercem efeitos sobre plantas vizinhas não afetadas, conforme destacado 

por Arimura et al., (2009). Embora grande parte da pesquisa sobre as respostas das plantas 
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aos danos tenha se concentrado nas interações entre pragas e parasitoides (DeMoraes et 

al. 1998; Gols & Harvey, 2009), evidências crescentes indicam que os efeitos mediados 

pelas plantas também desempenham um papel significativo no impacto sobre os 

entomopatógenos (Cory & Hoover, 2006). 

Normalmente, esses fungos são aplicados através de pulverizações inundativa 

para suprimir o controle de pragas em um curto prazo (Inglis et al., 2001). No entanto, é 

crucial reconhecer que existe a possibilidade em que o fungo apresente um potencial de 

multiplicação, persistência e dispersão passiva, sugerindo que eles também possam 

proporcionar um controle eficaz a longo prazo (Hajek, 1997). Além disso, esses fungos 

são comuns na natureza e desempenham um papel significativo no controle natural em 

determinados grupos de insetos (Hajek, 1999), e, portanto, os efeitos indiretos mediados 

pelas plantas através do inseto ou diretamente sobre os entomopatógenos podem ser mais 

importantes.  

De maneira abrangente, as plantas podem influenciar o processo de infecção dos 

fungos entomopatogênicos, de modo direto ou indireto, mediante modificações nos 

insetos hospedeiros ou mesmo em outros elementos do sistema (Cory & Hoover, 2006). 

Os efeitos diretos podem ser causados por compostos produzidos pela planta e que afete 

a infecção fúngica no inseto, como voláteis emitidos pelas plantas. Já os efeitos indiretos 

podem manifestar-se antes ou após a exposição do inseto ao fungo e envolvem fatores 

que alteram a condição nutricional do inseto, nesse contexto, pode abranger elementos 

como massa corporal, níveis de reserva energética e a capacidade de resistir a infecções, 

como através da imunidade inata e adquirida (Cory & Hoover, 2010). 

No que concerne aos efeitos indiretos, pode, por vezes, ser mais desafiador 

evidenciar a causa e o efeito, e a distinção entre efeitos diretos e indiretos pode ser 

confusa, especialmente em situações em que os insetos sequestram substâncias químicas 

secundárias das plantas que poderiam exercer um efeito direto sobre os fungos 

entomopatogênicos ou um efeito indireto, através da condição do inseto. Os efeitos 

indiretos, podem abarcar: (1) A qualidade vegetal, seja por meio de aleloquímicos ou 

nutrientes, alterando a condição do inseto (imunidade) e, portanto, a resistência a doenças, 

(2) modificações na qualidade nutricional e morfológica do inseto (por exemplo, 

espessura da cutícula) que influenciam o processo de infecção, (3) variações na taxa de 

crescimento, que podem modificar a exposição do inseto a fungos entomopatogênicos e 

(4) a estrutura da vegetal alterando o comportamento dos insetos e, assim, a taxa de 

encontro com os fungos (Cory & Hoover, 2006; Cory & Hoover, 2010). 
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Um dos primeiros estudos sobre este tópico mostrou que os voláteis das folhas 

verdes do tabaco, Nicotiana tabacum L., inibiu a germinação de conídios de Pandora 

neoaphidis e avaliação in vitro taxa de crescimento (Brown et al., 1995). Um estudo 

posterior sobre P. neoaphidis utilizando a fava Vicia faba L. como planta hospedeira e 

Acyrthosiphon pisum (Harris) como alvo, mediu o efeito de voláteis de V. faba danificado 

por A. pisum em vários estágios da infecção e descobriram que a exposição aos voláteis 

não tinha efeito sobre o número de conídios, tamanho dos conídios ou em taxa de 

crescimento fúngico in vitro (Baverstock et al., 2005).  

Em um sistema diferente, envolvendo a interação entre o ácaro verde da mandioca, 

Mononychellus tanajoa, e o patógeno fúngico Neozygites tanajoae (Entomophthorales: 

Neozygitaceae), Hountondji et al., (2005) descobriram que os voláteis das folhas verdes 

por si só suprimiram a germinação dos conídios enquanto os voláteis induzidos por 

herbívoros promoveram a germinação, sugerindo que fungo é capaz de sincronizar a sua 

produção de conídios com a presença de hospedeiros que se alimentam ativamente e não 

apenas com sinais de plantas.  

Além dos voláteis emitidos, outro ponto que provavelmente tem impacto na ação 

dos fungos entomopatogênicos é a superfície foliar ou filoplano. As superfícies das folhas 

variam em morfologia, estruturas superficiais (como mais ou menos tricomas) e presença 

de substâncias cuticulares, como ceras, que podem alterar a retenção de conídios, a 

sobrevivência dos conídios, a taxa de germinação ou alterar o comportamento dos insetos, 

o que por sua vez alterará as taxas de aquisição de fungos (Inyang et al., 1998). Por 

exemplo, a germinação de M. anisopliae foi maior em folhas sem cera do que em folhas 

intactas de uma variedade de crucíferas, e exsudados de folhas e extratos solúveis 

aumentaram a germinação e a virulência do besouro da mostarda Phaedon cochlearia (F.) 

(Inyang et al., 1999). 

Ao contrário de outros entomopatógenos, os fungos tem como principal forma de 

infecção o contato, via normal de infecção. Por essa razão os fungos devem persistir no 

filoplano até serem adquiridos pelo hospedeiro (se não forem pulverizados diretamente 

sobre ele) e, como os exemplos acima mostraram, as características da superfície da planta 

podem ter uma grande influência neste processo. Portanto existe a possibilidade de que 

as plantas possam influenciar a sobrevivência dos fungos e, em consequência, a seleção 

de certos isolados. Não há registros na literatura que tenha explorado essa perspectiva em 

fungos entomopatogênicos. Entretanto, caso as populações naturais de fungos englobem 

genótipos diversos, apresentando variações em características fundamentais de origem 
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genética (como a aderência à superfície do filoplano), é possível que ocorra uma seleção 

em prol de genótipos específicos. 

 

1.3.6. Marcadores moleculares: uma ênfase nos microssatélites 

Nos últimos anos, houve notáveis progressos nas investigações agrícolas devido 

à difusão e ampliação do acesso às técnicas de pesquisa de DNA e RNA. A utilização da 

biologia molecular na agricultura abarca várias esferas, ressaltando-se a genômica de 

vegetais e artrópodes, a engenharia genética e o desenvolvimento de indicadores 

moleculares. No âmbito dos estudos de ecologia microbiana, as técnicas moleculares, 

fundamentadas na análise do DNA, promoveram avanços significativos, possibilitando 

uma compreensão mais profunda da biologia e filogenia de fungos e bactérias (Ranjard 

et al., 2000; Wang et al., 2004; Oulevey et al., 2009; Rezende., 2015; Pattemore et al., 

2014; Schneider et al., 2012; D’Alessandro et al., 2014). 

Um marcador molecular é um "locus" polimórfico que identifica o genótipo do 

portador individual. Dessa forma, esses indicadores podem ser derivados de qualquer tipo 

de informação molecular que demonstre um polimorfismo detectável entre os organismos 

a serem contrastados (Salles et al., 2003). Os métodos de rotulação molecular podem ser 

divididos em duas grandes categorias: os indicadores do tipo RFLP (Análise de 

fragmentos polimórficos restritos), que se fundamentam na variabilidade nas sequências 

de nucleotídeos do DNA genômico após a digestão por enzimas de restrição (Botstein et 

al., 1980), e os indicadores baseados no procedimento em cadeia da polimerase (PCR), 

que abrangem técnicas como Polimorfismo Amplificado de DNA ao acaso (RAPD), 

Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP) os Microssatélites 

(SSR) (Kepler et al., 2015) e os ISSR (Zhang et al., 2016). 

Com a maior disponibilidade de métodos de sequenciamento genético e marcação 

molecular, muitos pesquisadores buscam investigar divergências filogenéticas ou 

aprofundar a compreensão da dinâmica e ecologia de fungos no ambiente, algo que 

anteriormente não era possível apenas com base no conhecimento da morfologia. Entre 

os métodos aplicados para caracterização de isolados de Metarhizium spp., destacam-se: 

RAPD (Bidochka et al., 2001, Tigano & Aljanabi, 2000), RFLP (Velásquez et al., 2007), 

SSR ou microssatélites (Enkerli et al., 2005; Freed et al., 2010; Kepler et al., 2015) e 

AFLP (Boucias et al., 2000b). 

A utilização de microssatélites (SSR) tem se destacado em estudos filogenéticos, 

estrutura populacional e diversidade genética de fungos. Esses marcadores consistem em 
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sequências repetidas em tandem de um a seis nucleotídeos, distribuídas por todo o 

genoma (Jarne & Lagoda, 1996). O polimorfismo é representado pela variação no número 

de elementos repetidos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos. Os marcadores SSR 

são codominantes, abundantes e requerem pequena quantidade de DNA dos indivíduos 

analisados, e uma vez obtidos os iniciadores ("primers") informativos para uma 

espécie/isolado, os custos e a demanda de mão-de-obra são drasticamente reduzidos, 

tornando os ensaios laboratoriais rápidos e a técnica mais acessível (Salles et al., 2003). 

Estudos de Enkerli et al., 2005 e Oulevey et al., 2009, identificaram 41 

microssatélites reconhecidos para o gênero Metarhizium. Esses microssatélites foram 

reconhecidos em espécies como M. anisopliae, M. brunneum e M. robertsii. No entanto, 

Mayerhofer et al., 2015, validou recentemente entre 15 e 34 regiões de microssatélites 

desses 41 originalmente descritos, para espécies como M. guizhouense, M. lepidiotae, M. 

majus e M. pingshaense. Estudos que empregaram marcadores do tipo microssatélites 

para distinguir isolados de Metarhizium spp. (Velásquez et al., 2007; Kepler et al., 2015) 

destacaram a eficácia dessa técnica, posicionando-a como uma ferramenta eficiente para 

estudos de monitoramento de produtos formulados aplicados em campo. 
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RESUMO 

Epizootias do fungo entomopatogênico Metarhizium rileyi regulam populações de 
lepidópteros pragas em cultivos de soja, algodão e amendoim, a tal ponto que aplicações 
de inseticidas podem ser desnecessárias. No entanto, a contribuição e como os diferentes 
isolados operam durante a epizootia são desconhecidas. Várias questões permanecem sem 
resposta: 1. Quantos genótipos de M. rileyi estão presentes durante uma epizootia? 2. 
Qual genótipo é o mais comum entre eles? 3. Os genótipos envolvidos nas epizootias 
anuais no mesmo local são iguais? Portanto, o desenvolvimento de marcadores 
moleculares para identificar com precisão esses genótipos é importante para responder a 
essas questões. Primers SSR foram desenhados por meio de prospecção in silico para 
discriminar genótipos e inferir a diversidade genética de isolados de M. rileyi 
provenientes da coleção mantida na Embrapa Soja. Foram testados 13 marcadores SSR 
em 136 isolados identificando 43 clones e 12 clusters genéticos diferentes, com 
diversidade genética variando de Hs = 0,15 (cluster I) a Hs = 0,41 (cluster IV) e uma 
diversidade média de 0,24. Nenhum cluster foi distinguido categoricamente com base em 
hospedeiro ou origem geográfica usando análise bayesiana. No entanto, alguns 
agrupamentos compreenderam a maioria dos isolados com origem geográfica comum; 
por exemplo, o cluster VIII foi composto principalmente por isolados do Centro-Oeste do 
Brasil, o cluster II do Sul do Brasil e o cluster XII com isolados de Quincy, norte da 
Flórida, USA. Regiões sub representadas, como isolados do Japão, Filipinas e Indonésia 
foram colocadas nos grupos IX e X. Embora os isolados analisados tenham mostrado 
evidências de estrutura clonal, os índices de diversidade genética sugerem um potencial 
para a espécie se adapte a diferentes condições ambientais. 
 

Palavras-chave: Fungos entomopatogênicos, marcadores SSR, epizootias, genótipo, 

Clavicipitaeae 

 



30 
 

 
 

 

GENETIC DIVERSITY OF THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS 
Metarhizium rileyi BASED ON DE NOVO MICROSATELLITE MARKERS 
 

ABSTRACT 

 

Epizootics of the entomopathogenic fungus Metarhizium rileyi regulate lepidopteran 
populations in soybean, cotton, and peanut agroecosystems to the point that insecticide 
applications could be unnecessary. However, the contribution and how different strains 
operate during the epizootic are unknown. Several, unanswered questions remain: 1. How 
many genotypes of M. rileyi are present during an epizootic? 2. Which genotype is the 
most common among them? 3. Are the genotypes involved in annual epizootics at the 
same location the same? Therefore, the development of molecular markers to accurately 
identify these genotypes is very important to answer these questions. SSR primers were 
designed by prospecting in silico to discriminate genotypes and infer the genetic diversity 
of M. rileyi isolates from the collection kept at Embrapa Soybean. We tested 13 SSR 
markers on 136 isolates to identify 43 clones and 12 different genetic clusters, with 
genetic diversity ranging from Hs = 0.15 (cluster I) to Hs = 0.41 (cluster IV) and an 
average diversity of 0.24. No clusters were categorically distinguished based on hosts or 
geographical origin using Bayesian clustering analysis. Nonetheless, some clusters 
comprised most of the isolates with a common geographic origin; for example, cluster 
VIII was mainly composed of isolates from Central-western Brazil, cluster II from 
Southern Brazil, and cluster XII from Quincy, Northern Florida, in the United States. 
Underrepresented regions (few isolates) from Pacific Island nations of Japan, the 
Philippines, and Indonesia (specifically from Java) were placed into clusters IX and X. 
Although the analyzed isolates have shown evidence of clonal structure, the genetic 
diversity indices suggest a potential for the species to adapt to different environmental 
conditions. 
 

Keywords: Entomopathogenic fungi, SSR markers, Epizootics, Genotype, 

Clavicipitaeae 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O fungo entomopatogênico Metarhizium rileyi é um importante agente de controle 

natural de lepidópteros pragas economicamente significativas. Suas epizootias podem 

provocar casos isolados de doenças ou dizimar populações de diversas espécies das 

famílias Noctuidae (Chrysodeixis includens, Rachiplusia nu, Hypena scabra, Spodoptera 

frugiperda, Helicoverpa armigera, Spodoptera litura, Spilosoma virginica e S. obliqua) 

e Erebidae (Anticarsia gemmatalis e Alabama argillacea) (Allen et al., 1971; Ignoffo, 

1981; Devi et al., 2003; Sosa-Gómez et al., 2010; Sánchez-Peña, 2010). Uma alta 

prevalência de M. rileyi tem sido observada em culturas economicamente importantes, 

como soja, algodão, amendoim e milho (Corrêa-Ferreira & Smith, 1975; Devi et al., 2003, 

2007; Firake e Behere, 2020), bem como em culturas menores, incluindo feijão guandu 

(Cajanus cajan) e feijão mungo (Vigna radiata) (Manjula et al., 2003; Ingle et al., 2004). 

Apesar de importância como agente epizoótico, a composição genotípica nas 

ocorrências epizoóticas tem sido pouco estudada. Boucias et al. (2000), utilizando AFLP 

como marcador molecular, detectaram extenso polimorfismo em isolados coletados em 

Quincy, Norte da Flórida, EUA, e observaram que os mesmos haplótipos isolados de A. 

gemmatalis, C. includens e Hypena scabra ocorriam no mesmo local, sendo que um 

haplótipo predominante foi isolado em anos sucessivos de epizootias. Teoricamente, o 

genótipo mais prevalente poderia ter melhor adequação às condições locais, aumentando 

assim as probabilidades de sucesso em epizootias induzidas artificialmente ou como 

agente de controle microbiano. 

Considerando que um genótipo pode prevalecer durante o processo epizoótico, e 

que o mesmo haplótipo pode ser isolado múltiplas vezes, isso pode resultar em acessos 

redundantes nas coleções desses microorganismos. No entanto, também é possível que 

ocorra alguma ligeira deriva do genoma durante uma epizootia em curso, o que pode ser 

detectada por comparações de coleções precoces e tardias de uma epizootia usando 

ferramentas moleculares. Portanto, no processo de seleção de acessos com o mesmo 

genótipo básico, deve-se considerar a possibilidade de encontrar alterações genômicas 

sutis. 

O desenvolvimento de ferramentas precisas para a caracterização desse agente de 

controle poderia ajudar a abordar vários aspectos, como evitar redundância em coleções 

de culturas, rastrear o destino dos isolados aplicados no campo e estabelecer isolados de 

referência durante a submissão do registro de bioinseticidas às agências reguladoras.  
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Além disso, ferramentas confiáveis poderiam ser desenvolvidas para avaliar a 

distribuição temporal e espacial da estrutura genética das populações de M. rileyi. A falta 

de variação observada para a região ITS (Boucias et al., 2000b), para a sequência de 

rDNA mitocondrial de M. rileyi (Sosa-Gómez, et al., 2009), para o gene da tubulina (Han 

et al., 2002), e para o gene da calmodulina (resultados não publicados) justificam nosso 

interesse em desenvolver marcadores microssatélites, que geralmente apresentam 

polimorfismo suficiente para diferenciar genótipos. Neste estudo, desenvolvemos 

marcadores microssatélites para avaliar a diversidade genética de isolados de M. rileyi 

coletados no Brasil e acessos obtidos de coleções de culturas estabelecidas. Além disso, 

procuramos fornecer caracterizações precisas de seus haplótipos multilocus. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Origens dos isolados 

Isolados de M. rileyi (n=136) foram obtidos da Coleção de Culturas da Embrapa 

Soja (Sosa-Gómez e Silva, 2002), coletadas entre 1974 e 2021, bem como da Coleção de 

Culturas de Entomopatogênicos Fúngicos do USDA-ARS (ARSEF; Humber, 2014) 

(Tabela 1 e Figura 1). 
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Figura 1. Distribuição geográfica do isolados Metarhizium rileyi utilizados no estudo. 

 

2.2. Prospecção in silico e desenvolvimento de primers microssatélites 

Os marcadores microssatélites foram previstos computacionalmente com base nas 

sequências de nucleotídeos do genoma de M. rileyi, cepa Cep018-CH2/ARSEF 7053, 

publicada anteriormente (número de acesso do GenBank GCA_007866325.1) (Binneck 

et al., 2019). Motifs de 1 a 6 pb foram identificados em todo o genoma usando scripts 

Perl da ferramenta MISA (Thiel, 2003). Foram desconsiderados loci de elementos 

repetidos com menos de 10 nucleotídeos, totalizando 6.126 marcadores identificados, 

com densidade global de 197 loci por Mbp. Após análise de cada locus contra outro 

genoma de M. rileyi disponível, cepa RCEF 4871 (número de acesso do GenBank 

GCA_001636745.1) (Shang et al., 2019), 1.440 loci foram previstos como supostos 

polimorfos. Dos 1.440 loci, 18 foram selecionados para posterior amplificação dos 

marcadores, através da reação em cadeia da polimerase (PCR), e os pares de primers que 

flanquearam essas regiões foram desenhados pelo Primer3 versão 2.3.7 (Untergasser et 

al., 2012), utilizando parâmetros padrão. Os loci marcadores tinham motifs de 2 a 6 pb, 

com amplicons previstos variando de 100 a 280 pb. 
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2.3. Extração e quantificação de DNA 

Os isolados foram cultivados em meio SMAY (ágar Sabouraud-maltose mais extrato de 

levedura, composto por 4% de maltose, 1% de neopeptona, 1% de extrato de levedura, ágar 

1,5%) e mantidos em câmaras do tipo BOD a 27 °C e fotoperíodo de 12 horas, durante 12 dias. 

As colônias com conídios ou micélios foram inoculadas em 50 mL de meio SMY sem 

ágar, em mesa vibratória a 250 rpm, e os isolados foram incubados por 10 dias a 26°C. As hifas 

fúngicas foram coletadas por filtração, lavadas com água destilada estéril e liofilizadas 

(Lyophilizer LS3000TERRONI®). Para cada isolado, 150 mg das preparações miceliais foram 

então congeladas e trituradas utilizando um almofariz e pilão mais nitrogênio líquido. Eles 

foram imediatamente transferidos para o tampão CTAB proposto por Rogers & Bendich (1988), 

com alterações no tampão de extração (Tris-HCl 100 mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, CTAB 

2%, NaCl 1,4 M 1% b-mercaptoetanol).  As amostras foram homogeneizadas em misturador 

vórtex e incubadas a 65°C por 1h. 

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 16.000g. A fase 

superior foi coletada, adicionado igual volume de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e 

repetida a etapa de centrifugação. O DNA foi precipitado com isopropanol gelado (2/3 do 

volume do sobrenadante), sedimentado por centrifugação e lavado com etanol a 70%. Os 

sedimentos secos foram ressuspensos à temperatura ambiente em tampão TE 0,1 mM (Tris-

EDTA) pH 8,0 contendo 40 μl/ml de RNase. A integridade do DNA foi verificada por 

eletroforese em gel de agarose a 1%, conduzida em tampão TBE 1X, a 120V por 1 h. 

Após a corrida, o gel foi corado com 10 mg.ml-1 de brometo de etídio e visualizado em 

transiluminador L-PIX IMAGE 7.1 M Pixel, sendo a imagem capturada pelo programa L-PIX 

IMAGE 1.0.1 (Loccus Biotecnologia, São Paulo). A concentração de DNA foi estimada usando 

um espectrômetro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE), e as amostras foram 

diluídas para uma concentração de 10 ng/μl. 

 

2.4. Amplificação de regiões SSR  

Das 1.440 regiões de microssatélites previstas como supostamente polimórficas através 

de uma comparação de sequências de dois genomas de M. rileyi, foram sintetizados 18 pares 

de primers. Esses primers foram empregados para amplificar os microssatélites em 136 isolados 

da espécie (Tabela 2). 
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As amplificações dos 18 loci SSR foram realizadas conforme método proposto por 

Schuelke (2000). Neste método, os fragmentos gerados pelos pares de primers são marcados 

com fluoróforos durante a reação de PCR para que posteriormente possam ser separados por 

eletroforese capilar automatizada. Por esse motivo, uma cauda M13 (5' - 

TGTAAAACGACGGCCAGT-3') foi adicionada às extremidades 5' dos primers forward, cuja 

sequência também foi sintetizada separadamente e marcada com quatro corantes diferentes, 6-

FAM, VIC, NED e PET, permitindo a leitura simultânea de quatro pares de primers para cada 

amostra. 

As reações de amplificação foram ajustadas para um volume final de 10 μl contendo 4,5 

μl de GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI), 0,10 μl de primer forward (10 μM), 

0,40 μl de primer reverse (10 μM), 0,40 μl de primer M13 (5 μM), marcado com um dos 

fluoróforos (6-FAM, VIC, NED, PET), 4 μl de DNA (10 ng/μl) e 0,60 μl de água livre de 

nuclease.As condições de ciclagem foram as mesmas para cada par de primers utilizados, com 

desnaturação inicial por 4 min a 95 °C; 5 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 65 °C e 30 s a 72 °C, 

com diminuição de 1 °C na temperatura de recozimento por ciclo; 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 

s a 50 °C e 30 s a 72 °C; e uma extensão final de 10 min a 72°C. 

As amostras amplificadas de cada par de primers marcadas com um dos corantes 

fluorescentes (6-FAM, VIC, NED e PET) foram combinadas em uma única mistura, composta 

por 2 μl de PCR cada. Em seguida, 1 μl da mistura, contendo quatro primers, foi adicionado a 

0,2 μl de GeneScan™ 600 LIZ™ Dye Size. Um marcador de peso molecular padrão (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) e 8,8 μl de formamida HI-DI (Applied Biosystems, Foster City, 

CA) foram submetidos à eletroforese capilar em um sistema automatizado ABI 3500 xL 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os alelos dos eletroferogramas foram gerados e 

determinados manualmente utilizando o software GeneMarker versão 2.6.3 (SoftGenetics, 

State College, PA, EUA). 

 

2.5. Amplificação da região da calmodulina 

Para amplificação da região do gene da calmodulina, foram realizadas reações de PCR 

utilizando 30 ng de DNA; 7,5 μL de GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, 

EUA); 0,6 μM de iniciadores direto e reverso; 0,6 μL de DMSO (dimetilsulfóxido); e água 

ultrapura para um volume final de 15 μL. A região foi amplificada utilizando o par de primers 

CL1C (forward) e CL2C (reverse) (Weir et al., 2012), de acordo com as seguintes condições de 

ciclagem: uma desnaturação inicial de 5 min a 95 °C, seguida por 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 

s a 52 °C e 1:30 min a 72 °C, concluindo com uma extensão final de 10 min a 72 °C. 
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Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1% antes 

de serem purificados com acetato de amônio 7,5 M. O sequenciamento foi conduzido nas 

direções direta e reversa usando o kit de reação pronto para sequenciamento do ciclo BigDye® 

(Perkin-Elmer/Applied Biosystems) e o Analisador Genético ABI 3500 xL (Applied 

Biosystems). 

 

2.6. Análise de dados SSR 

Após a determinação dos alelos, os dados foram analisados quanto à presença de clones 

na amostra utilizando a função “clonecorrect” do pacote poppr v.2.9.3 (Kamvar et al., 2014; 

Kamvar et al., 2015) implementado no Ambiente R. 4.1.2 (Equipe Central R, 2021). O mesmo 

pacote foi utilizado para calcular o total de dados faltantes. 

Para verificar a presença de estrutura clonal nos isolados analisados, após aplicação da 

função “clonecorrect”, foi calculado o índice de associação padronizado (rbarD) utilizando o 

pacote “poppr”, com 10.000 permutações para determinação de significância. Este índice 

estima a presença de desequilíbrio de ligação entre os locus analisados e é frequentemente 

utilizado para distinguir clonalidade e acasalamento em estudos genético populacionais de 

fungos, pois permite inferir associação não aleatória entre alelos em diferentes locus (Souza et 

al., 2010; Attanayake et al., 2014; Lawrence et al., 2015; Cabral et al., 2016; Serna-Domínguez 

et al., 2019b). Os valores de rbarD próximos de zero indicam equilíbrio de ligação, ou seja, 

presença de recombinação entre isolados. No entanto, os valores de rbarD diferem 

significativamente de zero, indicando a presença de desequilíbrio de ligação, ou seja, alelos de 

diferentes loci estão associados de forma não aleatória, uma característica da reprodução clonal. 

Após a exclusão dos clones, o conteúdo de informação de polimórficos (PIC), gerado 

por cada par de primers, foi estimado utilizando o pacote polysat v.1.6 (Clark e Schreier, 2017). 

Foram estimados também utilizando o hierfstat v. 0,5-10 (Goudet e Jombart, 2021), o número 

de alelos gerados para cada par de primers (Na), e a diversidade genética de Nei (Hs) destes 

(Nei, 1987). 

Para identificar os grupos genéticos existentes entre os isolados de M. rileyi, foi 

realizada uma análise Bayesiana no software BAPS v.6.0 (Corander et al., 2008). Foram 

testados valores de K = 1 a K = 25 possíveis clusters (quatro K's a mais que o número de locais 

de origem dos isolados) utilizando o anterior “Clustering of Individuals”. Esta abordagem 

bayesiana trata tanto o número de populações (locais) quanto a frequência alélica dentro delas 

como variáveis aleatórias. Como resultado, pode detectar subestruturas populacionais ocultas 

sem depender de informações populacionais (Corander et al., 2004). Esta abordagem permite 
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uma detecção mais precisa da estrutura genética (Latch et al., 2006; Wilkinson et al., 2011; 

Dejaco et al., 2016). A partir dos grupos genéticos encontrados foi realizada outra análise para 

verificar a possível mistura genotípica ancestral entre eles (Corander e Marttinen, 2006). Esta 

análise incluiu 5.000 iterações, com 500 indivíduos de referência por população e 500 iterações 

para cada indivíduo. 

Após inferir os grupos genéticos para toda a amostra, a partição da variação genética 

dentro e entre os clusters foi realizada uma análise de variância molecular (AMOVA) (Excoffier 

et al., 1992) no software Arlequin v.3.5.1.3 (Excoffier et al., 1992), usando 10.000 permutações 

para confirmar a significância do teste. Apenas clusters constituídos por três ou mais isolados 

foram utilizados. Com base na AMOVA, os índices de fixação global e pareado (FST) foram 

calculados no mesmo software. Para avaliar as relações entre os isolados, uma Rede Mínima 

Spanning (MSN) foi construída usando o pacote poppr (Kamvar et al., 2014; Kamvar et al., 

2015) implementado no ambiente R v.4.0.1 (R Core Team, 2021), usando a distância de 

Prevosti (Prevosti et al., 1975). Esta distância facilita estimativas eficientes mesmo com dados 

faltantes (Hansen et al., 2016; Kamvar et al., 2015). 

Os índices de diversidade genética de cada cluster foram estimados através do número 

de alelos (Na) e número médio de alelos (Nam), riqueza alélica rarefeita (Ra) e diversidade 

genética de Nei (Hs; Nei, 1987), utilizando o pacote hierfstat v. 0.5-10 (Goudet e Jombart, 

2021), implementado em R 4.1.2 (R Core Team, 2021). Os alelos efetivos médios (Ae) e o 

número de alelos privados (Ap) foram utilizados como parâmetros da diversidade genética dos 

clusters, tendo sido estimados pelo pacote poppr v.2.9.3 (Kamvar et al., 2014; Kamvar et al., 

2014; Kamvar et al., 2014; Kamvar et al., 2014; Kamvar et al. al., 2015). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Caracterização de loci microssatélites 

 

Os 18 pares de primers sintetizados apresentaram motifs perfeitos com três, quatro, 

cinco e seis nucleotídeos, além de motifs interrompidos e compostos (Tabela 2). Dezesseis 

pares apresentaram amplificação satisfatória, com taxa média de amplificação de 94% (Figura 

2), medida pela quantidade de dados faltantes, com exceção dos pares Mri9 e Mri18 que não 

amplificaram nenhuma amostra. 
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Figura 2. Eficiência de amplificação e conteúdo de informação polimórfica (PIC) de 16 

marcadores SSR de novo para Metarhizium rileyi. 

 

Os 16 pares de primers geraram 126 alelos distintos, com média de 7,9 alelos por locus; 

entretanto, o locus Mri10 era monomórfico, apresentando apenas um alelo de 158 pb. Os 15 

primers polimórficos produziram fragmentos variando em tamanho de 113 pb a 414 pb, com 

Mri4 apresentando o menor número de alelos (2), menor PIC (0,02) e menor Hs (0,02). Em 

contraste, Mri12 e Mri16 geraram 16 e 17 alelos, com PIC de 0,82 e 0,81 e Hs de 0,85 e 0,84, 

respectivamente. Segundo classificação de Botstein et al., (1980), dos 15 primers, 10 

apresentaram alto teor de PIC, pois apresentaram valores acima de 0,50. O valor médio do PIC 

foi de 0,53, enquanto o valor médio do Hs foi de 0,56. As características individuais dos 

marcadores podem ser visualizadas na Tabela 2, e a eficiência e taxa de amplificação na Figura 

2. 

3.2. Diversidade e estrutura genética 

Dos 136 isolados analisados, 43 foram identificados como clones com o SSR 

desenvolvido neste estudo, portanto, foram excluídos das análises de diversidade e estrutura 

genética (Tabela 1). Após a determinação dos agrupamentos genéticos, os pares de primers 

Mril6, Mril7 e Mril8 foram excluídos da análise, por apresentarem menor taxa de amplificação 

em determinados agrupamentos. As exclusões foram feitas para evitar qualquer viés nas 

inferências de diversidade e estrutura genética. Resultando em uma matriz final composta por 

93 isolados (genótipos multilocus únicos) e 13 pares de primers, que identificaram 91 alelos 
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diferentes, considerando todas as amostras. A partir desta matriz, o teste de recombinação, 

realizado utilizando o índice de associação padronizado (rbarD), revelou uma estrutura clonal 

significativa (rbarD = 0,25; p = 0,001) nos isolados de M. rileyi. 

A análise de mistura realizada utilizando o software BAPS, designou K = 12 como o 

número ideal de agrupamentos genéticos (Figura 2; verossimilhança marginal = -1040,5242). 

Após a análise, foi possível verificar uma mistura ancestral entre os aglomerados, e constatou-

se que eles estavam isolados geneticamente (Figura 2). Estimativas de diversidade e estrutura 

genética foram feitas a partir dos 12 clusters. Os isolados que compõem cada um dos clusters 

estão listados na Tabela 1. 

O cluster I foi formado por 19 isolados de diferentes localidades: Assis, SP; Planaltina, 

DF; Campos Novos dos Parecis, MT; Warta, PR; Província de Buenos Aires, AR; e Chivilcoy, 

Buenos Aires, AR, (Figura 3), a maioria dos isolados foram de A. gemmatalis. O segundo 

cluster é formado por 11 isolados de Warta, PR; Ponta Grossa, PR; Planaltina, DF; Oliveiros, 

Santa Fé e Buenos Aires, AR, com a maioria dos isolados também de A. gemmatalis. O Cluster 

III inclui 11 isolados, todos provenientes do estado do Paraná, PR, dez isolados de A. 

gemmatalis e apenas um de C. includens. Todos os quatro isolados do Cluster IV são do estado 

do Paraná, BR; entretanto, cada isolado é de um hospedeiro diferente (C. includens, S. 

frugiperda, A. gemmatalis e um hospedeiro não identificado). O Cluster V possui apenas 3 

isolados sem relação aparente com o local de origem (Chivilcoy, AR; Warta, PR), mas ambos 

isolados de A. gemmatalis. 

 

 
Figura 3. Análise bayesiana de 93 isolados de Metarhizium rileyi realizada pelo software 
BAPS, com base em 13 loci SSR SSR. Menor probabilidade marginal (-1040,5242) encontrada 
para K = 12 clusters. 
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O Cluster VI é formado por 14 isolados obtidos de localizações geográficas muito 

distantes, oeste da Ásia (Sulawesi Selatan (Celebes), Indonésia ARSEF 558; Honiara 

Guadalcanal ARSEF-1879); Índia, México, Brasil (Warta-PR; Bela Vista do Paraíso, PR; 

Vilhena, RO) e Argentina (Buenos Aires, AR; Província de Santiago del Estero, AR), bem 

como isolados de hospedeiros de diferentes famílias, Noctuidae ( S. frugiperda, C. includens, 

Rachiplusia nu), Erebidae (A. gemmatalis) e lagartas não identificadas, agrupando assim 

genótipos heterogêneos. O cluster VII é formado por 12 isolados obtidos de A. gemmatalis e 

um de Chlosyne lacinia (Nymphalidae). Na região de Londrina, onde a prevalência de M. rileyi 

pode ser alta e a especificidade do fungo pode ser diferente com alta pressão de inóculo, é 

possível a infecção de insetos hospedeiros incomuns, como C. lacinia com menor 

suscetibilidade, pois a prevalência em esta espécie é baixa. 

O Cluster VIII é formado por 9 isolados, todos obtidos de A. gemmatalis, sendo a 

maioria da região de Planaltina, DF e um único isolado de Patos de Minas, localizado a 352 km 

de distância, indicando uma homogeneidade genética deste cluster. O Cluster IX, por sua vez, 

é formado por apenas 2 isolados, um de Plusiinae (ARSEF 1047 da Prefeitura de Fuchu Tóquio-

Japão) e outro de um inseto da família Crambidae (ARSEF 1761, Los Baños, Manila, Filipinas), 

localizado em Leste e Sudeste Asiático, respectivamente. O Cluster X possui apenas um isolado 

da Indonésia e foi obtido do hospedeiro Naranga sp. (Arctiidae) praga do arroz. O Cluster XI 

é composto por 3 isolados não relacionados ao local de origem e hospedeiro (Brasília, DF, 

Brasil; ARSEF 1014 da Prefeitura de Fuchu Tóquio-Japão; Gainesville, FL, EUA) obtidos de 

S. frugiperda, S. litura, C. includens, respectivamente. Enquanto o cluster XII é formado por 5 

isolados, todos do norte da Flórida, EUA e todos de A. gemmatalis. 

A Minimum Spanning Network construída a partir da distância de Prevosti corroborou 

os clusters designados pela análise de cluster bayesiana (BAPS), exceto o cluster VIII, que 

pareceu estar dividido em dois subgrupos baseados em isolados do cluster III e (Figura 4). Nesta 

análise também é possível observar sobreposições entre os isolados, indicando a presença de 

genótipos muito semelhantes dentro dos clusters, como esperado para espécies com estrutura 

clonal. 
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Figura 4. As relações entre 93 isolados de M. rileyi, com base em 13 loci microssatélites, são 
representadas em uma Minimum Spanning Network. Os pontos coloridos representam isolados 
do mesmo grupo genético atribuído pela análise de agrupamento bayesiano. 

 

No estudo, a análise bayesiana não categorizou distintamente os clusters com base nos 

hospedeiros ou na origem geográfica. No entanto, certos agrupamentos abrangiam a maioria 

dos isolados que partilhavam uma origem geográfica comum. Por exemplo, o cluster VIII foi 

composto principalmente por isolados do Centro-Oeste do Brasil, o cluster II do Sul do Brasil 

e o cluster XII de Quincy, norte da Flórida, EUA. As regiões sub-representadas com poucos 

isolados das ilhas do Pacífico (Japão, Filipinas e Java) foram colocadas nos grupos IX e X. Para 

realizar uma análise mais abrangente das populações sub-representadas, é necessária uma 

amostragem intensiva numa escala geográfica mais ampla. A análise de variância molecular 

(AMOVA) foi realizada para nove dos doze clusters identificados. Os Clusters V, IX e X foram 

excluídos da análise porque continham menos de três isolados. A partição da variação genética 

foi maior entre os diferentes clusters (67,43%) do que dentro deles (32,57%; Tabela 3), sendo 

o índice de diferenciação genética muito elevado (FST = 0,67), segundo classificação proposta 

por Hartl e Clark (2006). 
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Tabela 3. Análise de variância molecular (AMOVA) para nove agrupamentos genéticos de 
Metarhizium rileyi. 
Fonte de Variação d.f. SS VC PV (%) FST global 

Entre Clusters 8 194.09 2.44 67.43* 0.67* 
Dentro dos clusters 79 93.00 1.18 32.57*  

Total 87 287.09 3.61   
d.f., degree of freedom; SS, sum of squares; VC, Variation components; PV, percentage of variation; FST, 
fixation index. *P < 0.01 (Significance test, 10 100 permutation). 

 

Os valores de FST pareado, além de estatisticamente significativos (p < 0,001), foram 

geralmente elevados entre os clusters genéticos analisados, reforçando os resultados obtidos na 

AMOVA e no FST global. Entre os pares, os clusters I e VI apresentaram a maior diferenciação 

genética entre eles (FST = 0,78), enquanto os clusters II e VIII exibiram a menor diferenciação 

genética (FST = 0,44) (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Diferenciação pareada (FST) entre nove agrupamentos genéticos de Metarhizium 
rileyi. 

 I II III IV VI VII VIII XI XII 
Cluster I 0 

        

Cluster II 0.74 0 
       

Cluster III 0.72 0.53 0 
      

Cluster IV 0.73 0.55 0.59 0 
     

Cluster VI 0.78 0.71 0.72 0.67 0 
    

Cluster VII 0.46 0.63 0.69 0.68 0.76 0 
   

Cluster VIII 0.67 0.44 0.46 0.46 0.64 0.65 0 
  

Cluster XI 0.77 0.70 0.66 0.54 0.47 0.77 0.57 0 
 

Cluster XII 0.64 0.72 0.71 0.64 0.77 0.65 0.64 0.75 0 
Os clusters V, IX e X foram removidos porque os estimadores de diversidade não podem ser calculados para 
esses clusters, pois o número de isolados foi inferior a três. 
 

Quanto aos estimadores de diversidade genética, assim como no AMOVA, foram 

calculados para nove dos 12 clusters identificados, devido à presença de menos de três isolados 

nos clusters V, IX e X. O número de alelos variou de 18 para o cluster XII (Nam = 1,38) a 26 

para o cluster III (Nam = 2,00) (Tabela 5). Entretanto, o maior número de alelos efetivos (Ae) 

(número de alelos distintos que realmente contribuem para a variabilidade genética da 

população) foi encontrado no cluster IV (Ae=1,72), enquanto o menor foi observado no cluster 

I e no cluster VII (Ae=1,26). A riqueza alélica (Ra) variou de 1,15 para o cluster I a 1,41 para 

o cluster IV, enquanto o menor índice de diversidade genética Nei (Hs) foi observado no cluster 

I (Hs = 0,15) e o maior índice no cluster IV (Hs = 0,41). O número de alelos privados variou de 

2 para os clusters VII e XII a 9 para os clusters VI (Tabela 5). Dada a significativa estrutura 

clonal observada em M. rileyi, a presença destes alelos é provavelmente devida ao acúmulo de 
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mutações ao longo do tempo, destacando a composição genética heterogênea e diferenciada dos 

clusters identificados. 
 

Tabela 5. Parâmetros de diversidade genética estimados para 12 agrupamentos genéticos de 

Metarhizium rileyi.  

  N Na Nam Ae Ra Ap Hs 

Cluster I 19 24 1.85 1.26 1.15 4 0.15 

Cluster II 11 20 1.54 1.35 1.18 3 0.18 

Cluster III 11 26 2.00 1.35 1.20 5 0.20 

Cluster IV 4 24 1.85 1.72 1.41 6 0.41 

Cluster VI 14 24 1.85 1.47 1.19 9 0.19 

Cluster VII 12 22 1.69 1.26 1.17 2 0.17 

Cluster VIII 9 25 1.92 1.53 1.30 3 0.30 

Cluster XI 3 19 1.46 1.42 1.39 8 0.38 

Cluster XII 5 18 1.38 1.31 1.18 2 0.18 
N, número de isolados por cluster; Na, número de alelos por cluster; Nam, número médio de alelos; Ae, média de alelos 
efetivos; Ra, rarefação da riqueza alélica; Ap, alelos privados; Hs, diversidade genética de Nei (Nei, 1987). Os clusters V, IX 
e X foram removidos da Tabela 5, pois os estimadores de diversidade não podem ser calculados para esses clusters, pois o 
número de isolados foi inferior a três. 

 
3.3. Diversidade de um fragmento do gene da calmodulina de M. rileyi 

O sequenciamento parcial do gene da calmodulina (número de acesso GenBank 

OR683161 - OR683253) foi obtido para 93 isolados, cujo comprimento foi de 758 pb, sem 

nenhum evento InDel. Foram observadas apenas duas substituições, que, segundo o método de 

parcimônia estatística utilizado pelo software TCS, constituíram três haplótipos diferentes (H1, 

H2 e H3), formando uma rede com 95% de confiabilidade na conectividade entre os haplótipos 

(Figura 5). 
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Figura 5. Rede de haplótipos para 93 isolados de Metarhizium rileyi, construída pelo método 
de parcimônia no software TCS com base em sequências parciais do gene da calmodulina. 

O haplótipo H1 teve o maior peso do grupo externo (0,83) reunindo a maioria dos 

isolados (54); portanto, foi considerado o mais ancestral. Tal haplótipo foi encontrado em 10 

dos 12 agrupamentos genéticos, estando ausente apenas nos cluster V e X. Os haplótipos H2 e 

H3 foram derivados do haplótipo mais ancestral. O haplótipo H2 esteve presente nas amostras 

dos clusters V, VI e XI, enquanto o haplótipo H3 foi encontrado nos clusters I, VII e X. Apenas 

os clusters I, VI, VII e XI apresentaram dois haplótipos, os outros tinham apenas um. 

 
 

4. DISCUSSÃO 

Metarhizium rileyi é um fungo entomopatogênico amplamente distribuído, especialista 

em lepidópteros (Suwannakut et al., 2005). Apesar de sua ampla distribuição, as colônias dos 

isolados de Metarhizium rileyi apresentam consistentemente a mesma cor, bem como as 

mesmas características macro e micromorfológicas (Boucias et al., 2000b). Os marcadores 

microssatélites desenvolvidos neste estudo fornecem o nível de resolução necessário para 

compreender sua variação genética e estudar a estrutura genética. 

A diversidade genética dentro desta espécie foi avaliada usando vários métodos, 

incluindo marcadores RAPD (Boucias et al., 2000b), marcadores AFLP (Boucias et al. 2000a; 

Suwannakut et al., 2005; Devi et al., 2007) e ISSR (Han et al., 2002; Zhang, et al., 2016). 
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Estudos com marcadores ISSR em isolados, principalmente amostrados em uma ampla área 

geográfica na China, revelaram, em alguns desses casos, que a seleção de habitat influencia 

vagamente a estrutura populacional deste fungo (Zhang et al., 2016). A mesma tendência foi 

observada por Boucias et al., (2000a; 2000b) considerando a localização geográfica e seus 

hospedeiros (Tigano e Aljanabi, 2000; Suwannakut et al., 2005). Nenhuma associação entre 

distância genética e geográfica foi relatada por outros autores (Han et al., 2002; Zhang et al., 

2016). 

Em uma escala geográfica mais restrita, estudos envolvendo epizootias naturais de M. 

rileyi e marcadores AFLP diferenciaram com sucesso a composição genotípica dentro da onda 

epizoótica (Boucias et al., 2000a). Boucias et al. (2000a) relataram que um haplótipo prevalente 

de um único local (Quincy, FL) infectou A. gemmatalis, C. includens e P. scabra. Além disso, 

os genótipos individuais são persistentes ao longo das estações e anos, o haplótipo mais 

frequente coletado em 1993 permaneceu dominante nos anos sucessivos de 1993 e 1998 

(Boucias et al., 2000a). 

A amplificação de microssatélites, realizada neste estudo com os mesmos isolados 

coletados por Boucias et al. (2000a) também diagnosticaram haplótipos AFLP (CNPSo138. 

CNPSo155; CNPSoMr591, CNPSoMr593, CNPSoMr594) (Tabela 1). Da mesma forma, o 

isolamento do mesmo clone (CNPsoMr166…CNPSoMr284) presente em diferentes espécies 

de lagartas foi realizado no sítio Warta (PR) durante 1999, conforme relatado por Boucias et al. 

(2000a) e Zhang et al., (2016) um único haplótipo pode infectar diferentes espécies. Em 

contraste, Devi et al. (2007) detectaram uma maior diversidade genética entre haplótipos de M. 

rileyi usando ISSR durante uma epizootia de 40 dias em Spodoptera litura em Andhra Pradesh, 

na Índia. 

Estudos realizados com microssatélites sobre um patógeno específico de Acrididae, M. 

acridum, revelaram que a diversidade genética média foi de 0,226, variando de 0,074 a 0,275. 

No entanto, está baixa diversidade genética pode ser atribuída à amostragem limitada num único 

ano e região geográfica (Serna-Domínguez et al., 2019a). Em uma amostragem mais extensa 

em diversas latitudes, a diversidade genética de M. anisopliae, que possui uma gama de 

hospedeiros, foi medida em 0,27 usando SSR (Becerra Velasquez et al., 2007). Valores 

semelhantes de diversidade genética foram obtidos por Zhang et al. (2016) com ISSR para 

isolados chineses de M. rileyi infectando bichos-da-seda, sugerindo que a diversidade genética 

desta espécie é baixa (0,25). Os marcadores SSR são mais informativos que os marcadores 

ISSR, por serem codominantes, enquanto os ISSRs são dominantes. Os marcadores dominantes 

são bialélicos e tendem a sofrer co-migração de bandas, o que pode interferir na homologia 
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entre fragmentos. Por outro lado, os SSRs são multialélicos, apresentando alto nível de 

conteúdo de informação polimórfica e reprodutibilidade, proporcionando maior resolução 

(Goldstein e Schlotterer, 1999; Oliveira et al. 2006; Durigan et al., 2018). 

Populações clonais de fungos entomopatogênicos foram observadas em fungos com 

uma ampla gama de hospedeiros, como Batkoa major (Gryganskyi et al 2022), ou com uma 

gama restrita de hospedeiros com clones associados a espécies hospedeiras (Gryganskyi et al 

2013), ou amostrados no solo (Rehner, 2020). No presente trabalho, os clones foram 

encontrados com maior frequência em locais geograficamente restritos, como Warta e 

Planaltina, durante a mesma ou diferentes estações do ano (Tabela 1). Esta redundância clonal 

pode surgir da dominância local de genótipos clonais, ou pode ser atribuído a uma amostragem 

mais frequente e consistente. Embora a amplificação e sequenciamento direto por PCR possam 

servir como um método rápido para detectar haplótipos, sequências amplificadas conhecidas de 

M. rileyi não exibiram variabilidade suficiente para resolver diferenças intraespecíficas. A 

análise da sequência da região ITS1-5.8s-ITS2 e do rDNA mitocondrial SSU revelou 

sequências idênticas (Boucias et al., 2000b; Sosa-Gómez et al., 2009), e resultados semelhantes 

foram observados na região beta-tubulina, que é muito conservado para exibir variabilidade 

intraespecífica (Han et al., 2002). Da mesma forma, a sequência parcial do gene da calmodulina 

tem uma variabilidade demonstrável demasiado baixa para realizar análises intraespecíficas. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para M. rileyi fornecem resolução 

suficiente para distinguir diferentes genótipos e clones. Isolados obtidos durante epizootias na 

região central do Brasil (Planaltina, estado de Goiás), Warta no estado do Paraná (região Sul) e 

Quincy, centro-norte da Flórida, EUA, pertencem a haplótipos prevalentes (clones) e haplótipos 

de menor ocorrência. Esta descoberta pode ter implicações para a caracterização e 

desenvolvimento de agentes de controle microbiano. A descoberta desses primers 

microssatélites pode acelerar os esforços para identificar e rastrear cepas específicas de fungos 

após a liberação para induzir epizootias. Também pode auxiliar no registro adequado junto às 

agências reguladoras e verificar a persistência ou avaliar a introgressão com genótipos locais. 
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CAPÍTULO 3.  A PLANTA HOSPEDEIRA INFLUÊNCIA A VIRULÊNCIA DO 

FUNGO Metarhizium rileyi? 

 

RESUMO 

 

O aumento do uso de bioinseticidas, notadamente os formulados com fungos 
entomopatogênicos, destaca-se no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Porém, pouco se sabe 
sobre a complexa interação entre plantas, insetos herbívoros e fungos entomopatogênicos, 
assim, este trabalho teve como objetivo explorar a relação entre o substrato alimentar e o fungo 
Metarhizium rileyi, investigando, se a alimentação das lagartas de Helicoverpa armigera e 
Chrysodeixis includens afetam a virulência do fungo e a seleção de isolados específicos. As 
lagartas de ambas as espécies foram criadas em folhas de soja, algodão e dieta artificial, sendo 
separadas em grupos distintos. Após três gerações, lagartas do segundo instar foram transferidas 
para recipientes plásticos para montagem dos bioensaios. As lagartas foram infectadas pela 
exposição aos discos foliares tratados com o fungo, permitindo a aquisição da dose do fungo 
pelas lagartas. A análise comparativa dos níveis de mortalidade considerou tanto a planta em 
que o inseto foi criado quanto a planta no momento da infecção, revelando a significativa 
influência do substrato alimentar na virulência dos isolados de M. rileyi. Empregando a 
estimativa de Kaplan-Meier para analisar a sobrevivência das lagartas expostas aos isolados de 
M. rileyi nos diferentes substratos alimentares, resultou que o isolado Mr27 se destacou na 
redução da sobrevivência das lagartas em diversos substratos, sendo mais eficaz em folhas de 
algodão. A análise comparativa entre as espécies de lagartas e os substratos, ressalta a influência 
significativa que pode apresentar a cultura sobre a qual se aplica controle microbiano com M. 
rileyi. Este estudo contribui para uma compreensão mais aprofundada das interações tritróficas, 
sugerindo que a escolha do substrato alimentar pode ser crucial na seleção de isolados 
promissores para o desenvolvimento de bioinseticidas mais eficazes no MIP em diferentes 
contextos agrícolas. 
 
Palavras-chave: Interações planta-inseto; fungo entomopatogênico; alimentação. 
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DOES THE HOST PLANT INFLUENCE THE VIRULENCE OF THE FUNGUS 
Metarhizium rileyi? 

 

 

ABSTRACT 

 
The use of bioinsecticides, notably those formulated with entomopathogenic fungi, stands out 
in the Brazilian agricultural Integrated Pest Management (IPM). However, little is known about 
the complex interaction among plants, herbivorous insects, and entomopathogenic fungi. 
Therefore, this work studies the relationship between the food substrate and the disease caused 
by Metarhizium rileyi, on Helicoverpa armigera and Chrysodeixis includens. Groups of both 
species were fed on soybean leaves, cotton, and artificial diet. After three generations, second-
instar caterpillars were transferred to plastic containers to set up bioassays. The caterpillars 
were infected by exposure to leaf discs treated with the fungus, the comparative analysis of 
mortality levels considered both the plant on which the insect was reared and the plant at the 
time of infection, revealing the significant influence of the food substrate on the virulence of 
M. rileyi isolates. Using the Kaplan-Meier estimate to analyze the survival of caterpillars 
exposed to M. rileyi isolates on different food substrates, it resulted that the isolate Mr27 stood 
out in reducing the survival of caterpillars on different substrates, being more effective on 
cotton leaves. The comparative analysis between caterpillar species and substrates highlights 
the significant influence of the food substrate on the virulence of M. rileyi isolates. This study 
contributes to a deeper understanding of tritrophic interactions, suggesting that the choice of 
food substrate may be crucial in the selection of promising isolates for the development of more 
effective bioinsecticides in IPM in different agricultural contexts. 
 

Keywords: Plant-insect interactions; entomopathogenic fungus; food. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O avanço notável no desenvolvimento de bioinseticidas e o aumento do controle 

microbiano no Manejo Integrado de Pragas (MIP) têm se destacado no contexto agrícola atual, 

alcançando êxitos significativos, embora também enfrentem desafios desde a validação do 

desempenho no campo até a comercialização desses agentes. Dentro do contexto dos 

bioinseticidas formulados com fungos entomopatogênicos, ressalta-se, que a eficácia é 

sensivelmente influenciada por fatores ambientais, como radiação solar, temperatura e umidade 

(Jackson, Dunlap & Jaronski, 2009; Rajula et al., 2021).  

Além desses fatores, torna-se relevante considerar outras interações que podem 

influenciar a atuação desses entomopatogênicos em campo, particularmente a interação entre 

plantas e insetos herbívoros alvo de controle. As plantas possuem variações intra e 

interespecífica, e essas variações podem exerce uma influência no desenvolvimento dos insetos 

herbívoros, impactando diretamente a taxa de crescimento populacional e os padrões 

alimentares desses insetos (Inbar & Gerling, 2008; Johnson, 2008; Lacey et al., 2001).  

Outras características da planta, como a morfologia das folhas podem afetar a 

persistência dos fungos no filoplano até serem adquiridos por um inseto, e a composição 

química das folhas também podem influenciar o sistema imunológico do inseto, como a 

produção de enzimas e compostos metabólicos, afetando sua suscetibilidade a microrganismos 

(Inyang et al., 1998; Gillespie et al. 2000; Inglis et al., 2004), todas essas características, 

destacam a complexidade dessas interações, sugerindo que as plantas uma vez que são 

consideradas a alimentação dos insetos-praga podem não só afetar a sobrevivência desses 

insetos como também afetar os entomopatógenos.  

Entretanto, no contexto específico dos fungos entomopatogênicos, a interação com os 

substratos alimentares dos insetos-praga, representados pelas plantas, constitui um campo de 

pesquisa pouco explorado. É conhecido que Metarhizium rileyi destaca-se como agente 

relevante para o controle biológico de lepidópteros pragas, exibindo ampla variabilidade 

genética e adaptação a diferentes ambientes (Allen et al., 1971; Ignoffo & Boucias, 1992; Faria 

et al., 1993; Sosa-Gómez; López; Humber, 2010).  Este fungo ocorre com grande prevalência 

durante períodos de alta umidade, provocando epizootias em várias culturas, como em soja e 

algodão e consequentemente, reduzindo as populações de lagartas desfolhadores (Jin et al., 

1978; Costa et al., 2015). Contudo, permanece desconhecida a influência do substrato alimentar 

na ação desse fungo. Estudos, como o de Ferrari et al. (2003), sobre a tolerância do pulgão 

Acyrthosiphon pisum ao fungo Pandora neoaphidis, enfatizam a influência da alimentação por 
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diferentes plantas, na ação do fungo. Csikos et al. (1999) demonstraram que em Manduca sexta 

L., as proteínas da cutícula variam de acordo com o substrato alimentar, indicando uma 

interação metabólica íntima e contínua com múltiplos sistemas de órgãos dos insetos. Dessa 

forma, se as plantas (substrato alimentar) forem de baixa qualidade ou alterarem a qualidade, 

por exemplo, através da produção de inibidores de protease, a cutícula será mais fina e, 

consequentemente, mais vulnerável ao ataque dos fungos entomopatogênicos. 

Por essas razões a compreensão dessas interações pode fornecer algumas respostas sobre 

o motivo pelo qual alguns entomopatógenos têm sucesso variável como agentes de controle 

biológico, permitindo o desenvolvimento de estratégias de manejo de pragas mais eficazes. 

Assim, este trabalho tem como objetivo explorar a relação entre o substrato alimentar e o fungo 

M. rileyi, investigando se o substrato de alimentação das lagartas de H. armigera e C. includens 

afetam o processo de infecção e a ação de isolados específicos, contribuindo para uma 

compreensão mais profunda e eficaz das interações entre plantas, insetos herbívoros e 

entomopatogênicos no contexto do controle biológico de pragas agrícolas. 

 

1. MATERIAL E METODOS 

 

2.1. Criação massal de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera 

 

Espécimenes de C. includens e H. armigera foram criadas individualmente em recipiente 

plástico transparente (50mL) contendo aproximadamente 10 mL de dieta artificial (Greene et 

al. 1976), até a fase de pupa. As pupas foram transferidas para gaiolas de acrílico (30 cm de 

diâmetro e 40 cm de altura, até a emergência dos adultos). Os adultos eram alimentados com 

algodão embebidos com solução de mel à 10% e internamente as gaiolas eram forradas com 

papel sulfite como substrato para oviposição e. A criação foi mantida em sala climatizada a 

25ºC, umidade relativa de 70±10% e fotofase de 12 horas. 

Os ovos foram coletados das gaiolas a cada três dias e transferidas inicialmente para um 

recipiente plástico transparente (500 mL), contendo aproximadamente 50 mL de dieta artificial, 

as lagartas foram individualizadas após dez dias ao atingirem o terceiro instar, momento de 

realização dos bioensaios. 

 

 

 

 



65 
 

 
 

2.2. Obtenção do fungo entomopatogênico 

 

Os isolados de M. rileyi (n=5) foram selecionados a partir da coleção de culturas da 

Embrapa Soja (Sosa-Gómez & Silva, 2002), coletados entre 1990 e 2018 (Tabela 1). A 

multiplicação dos isolados fúngicos foi realizada inoculando os conídios dos fungos 

preservados em sílica gel sobre meio SMAY (Sabouraud-maltose-ágar mais extrato de 

levedura, constituído por maltose 4%, neopeptona 1%, extrato de levedura 1%, ágar 1,5%), e 

mantidos em estufa do tipo B.O.D em temperatura de 27 °C e fotoperíodo de 12 horas, durante 

12 dias (ALVES, 1998). 

A fim de selecionar o melhor isolado do fungo M. rileyi, testaram-se cinco isolados para 

o controle das espécies H. armigera e C. includens (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Identificação dos cinco isolados de Metarhizium rileyi (nome, hospedeiro local, ano 
de coleta). 

Isolados Hospedeiro Local Ano 
Mr 27 Anticarsia gemmatalis Warta, PR, Brasil 1990 
Mr 141 Anticarsia gemmatalis Quincy, FL, USA 1993 
Mr 304 Anticarsia gemmatalis Planaltina, DF, Brasil 1999 
Mr 557 Chlosyne lacinia Warta, PR, Brasil 2007 
Mr 604 Anticarsia gemmatalis Vilhena, RO, Brasil 2018 

 

2.3. Plantas hospedeiras 

 

Os cultivares de soja (BRS 284) e algodão (BRF 370 RF) hospedeiras das lagartas C. 

includens e H. armigera, foram cultivadas em casa de vegetação. A semeadura foi realizada em 

vasos plásticos de 3 L contendo uma mistura de terra, areia e esterco curtido na proporção 3:2:2 

e um total de quatro plantas por vaso. Em todos os experimentos,   

  

2.4. Bioensaios  

 

As duas espécies C. includens e H. armigera foram criadas em folhas s de soja e algodão 

até a terceira geração, separando-as em grupos. Grupo 1- Lagartas criadas em folhas de algodão, 

grupo 3° lagartas criadas em folíolos de soja e população 3° grupo lagartas criadas ema dieta 

artificial de Greene et al (1976), a dieta era livre de antibiótico, metilparabeno e formol 

(Hoffmann et al., 1985). As folhas eram trocadas diariamente até as lagartas completarem seu 

ciclo. Após três gerações, lagartas do 3º instar das duas espécies foram transferidas 

individualmente para recipientes plásticos para bioensaios (bandejas de PVC com 32 células 



66 
 

 
 

(Advento do Brasil, Diadema, SP) no fundo de cada célula foi colocado papel filtro umedecido 

e um disco de folha das respectivas culturas (algodão e soja) mais o tratamento com dieta 

artificial. Com auxílio de uma pipeta foi adicionando 50 μl da suspensão fúngica na 

concentração de 1 x 106 sobre a superfície da dieta e dos discos de folhas, totalizando 180 discos 

(1,76cm Ø) de folha de cada planta.  As suspensões dos conídios continham água e Tween 80 

ao 0,1%. O tratamento controle foi água com Tween 80.  Nesse caso, os insetos foram 

infectados pela exposição a discos foliares já tratados com o fungo, de modo que as lagartas 

tiveram que adquirir a dose do fungo no disco foliar. Assim, os níveis de mortalidade foram 

comparados dependendo da planta em que o inseto foi criado e também da planta no momento 

da infecção.  

 

2.5. Análise de sobrevivência 

 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x6, 

sendo três substratos (1-Dieta artificial, 2-Soja e 3-Algodão), cinco isolados e uma testemunha 

(1- controle, 2- Mr 604, 3- Mr 141, 4- Mr 304, 5- Mr 27 e 6-Mr 557), 16 sub amostras com 

quatro repetições no tempo. 

As avaliações foram realizadas diariamente após três dias da inoculação, registando o 

número de lagartas mortas. Na análise de sobrevivência, a variável resposta é em geral o tempo 

de ocorrência de um evento de interesse, que nesse caso foi a morte das lagartas. Para 

confirmação da mortalidade pelo patógeno, os insetos foram lavados em álcool 70% por dez 

segundos e enxaguados em água destilada estéril por duas vezes durante 20 segundos para 

descontaminação externa, em seguida, os insetos foram acondicionados em placas de Petri com 

um algodão úmido por 5 dias, tornando possível a visualização da extrusão do patógeno 

(confirmação da infecção), ou não.  

 

2.6. Análise estatística 

 

A combinação dos tratamentos substratos e isolados, nesse experimento, podem interferir 

no tempo de sobrevivência das lagartas. Os resultados foram codificados como: 0-lagartas 

vivas, 1- lagartas mortas pelo tratamento e 2- lagartas mortas por causas desconhecidas ou não 

confirmadas morte pelo patógeno. Os dados de mortalidade foram submetidos à análise de 

probabilidade de sobrevivência, utilizando o método de Kaplan-Meier (1958), e à comparação 

de curvas de sobrevida pelo teste de Log-rank, sendo ambos testes não paramétricos. A variável 
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resposta é o tempo de ocorrência da mortalidade causada pelos diferentes isolados (fungo) em 

uma determinada dieta. Todas as variáveis de tempo analisadas até a ocorrência do evento 

(morte das lagartas) foram analisadas sob a abordagem não paramétrica pelo software R v. 4.3.2 

(R Core Team, 2023), utilizando os pacotes lattice, latticeExtra e survival (Gray, 2014) para 

ajustar os modelos aos dados descritos. 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1. Sobrevivência das lagartas de C. includens alimentadas com diferentes substratos e a 

virulência dos isolados de M. rileyi. 

 

A análise da estimativa de Kaplan-Meier indica que a sobrevivência de C. includens foi 

impactada pelos isolados de M. rileyi e a virulência de cada isolado foi influenciada pelo 

substrato alimentar. Observou-se que o isolado Mr27 causou a maior redução na sobrevivência 

das lagartas (19%), quando foram alimentadas com folhas de algodão, iniciando o evento no 

terceiro dia. Por outro lado, o isolado Mr304 também resultou em uma diminuição de 19% na 

sobrevivência, mas o último evento ocorreu no sétimo dia após a inoculação. É importante notar 

que, apesar da mesma redução percentual na sobrevivência, os isolados Mr27 e Mr304 

apresentaram diferenças na velocidade com que causaram a mortalidade, com o Mr27 sendo 

mais rápido, ocorrendo as mortes até o quinto ou sexto dia, em menos dias que o isolado Mr304 

(Tabela 2). 
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Tabela 2. Estimativas de Kaplan-Meier indicando número de tempos totais em cada 
combinação de tratamento e o tempo onde ocorreu a menor sobrevivência para a espécie 
Chrysodeixis includens. 

Chrysodeixis includens 

Substratos Isolados N° de tempo (t)* < Tempo de 
sobrevivência 

% de 
sobrevivência 

Algodão 

Mr141 t=(2-3-4-5) t(6) = 0,254 25,4 
Mr27 t= (3-4-5-6) t(6)=0,190 19,0 

Mr304 t =(3-4-5-6-7) t(7)=0,190 19,0 
Mr557 t =(2-4-5-6-78) t(8)=0,406 40,6 
Mr604 t = (3-4-5-6-7-8) t(8)=0,422 42,2 

Dieta Artificial 

Mr141 t=(3-4-6-7) t(7) = 0,750 75,0 
Mr27 t= (1-2-3-4-5-6) t(6)=0,281 28,1 

Mr304 t =(3-4-5-6-7) t(7)=0,769 76,9 
Mr557 t =(2-3-4-5) t(5)=0,812 81,2 
Mr604 t =(3-4-5-6-7-8) t(8)=0,672 67,2 

Soja 

Mr141 t=(3-45-6) t(6) = 0,270 27,0 
Mr27 t= (2-3-4-5) t(5)=0,119 11,9 

Mr304 t =(3-4-5-6-7-8) t(8)=0,231 23,1 
Mr557 t =(2-3-4-5-6-7) t(7)=0,365 36,5 
Mr604 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,396 39,6 

  N° de tempo (t)*= Número de dias que o evento ocorreu. 

 

Na dieta artificial, o isolado que se destacou na diminuição da sobrevivência das lagartas 

foi o Mr27, resultando em uma queda para 28,1% após seis dias de inoculação do fungo. Da 

mesma maneira, a taxa de sobrevivência das lagartas após a inoculação dos isolados nas folhas 

de soja, foi menor (11,9%) quando utilizado o isolado Mr27, alcançando este valor no quinto 

dia, com a mortalidade iniciando no segundo dia. Esses resultados evidenciam a notável 

capacidade do isolado Mr27 em reduzir significativamente a sobrevivência de C. includens em 

diferentes dietas. 

A sobrevivência das lagartas nas folhas de algodão e soja, foi diferente, embora o isolado 

Mr27 tenha se destacado em ambas as culturas, na soja proporcionou uma redução mais 

acentuada (11,9%) em comparação com o algodão (19%). Sendo assim foi necessário aprimorar 

a compreensão das estimativas de sobrevivência e do comportamento de cada isolado nos três 

substratos alimentares, portanto foi analisada a curva de sobrevivência de Kaplan-Meier, por 

meio do teste de Log-rank, das lagartas de C. includens expostas aos isolados de M. rileyi 

enquanto se alimentavam de folhas de algodão, soja e dieta artificial (Figura 1). 
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Figura 1. Curva de sobrevivência estimada pelo método de Log-rank para substratos 
alimentares e isolados de M. rileyi, a partir do método de Kaplan-Meier para lagartas do 
segundo instar de C. includens.  
 

  

A análise da curva de Kaplan-Meier fornece uma compreensão abrangente da interação 

entre esses fatores. Por meio dessas curvas, é possível visualizar a dinâmica da interação entre 

o substrato alimentar, o hospedeiro e o patógeno. Nota-se que a sobrevivência das lagartas, 

quando submetidas apenas à água e Tween (controle), permaneceu em 100% para todos os 

substratos alimentares, mesmo após o término das avaliações. Mais uma vez, é evidente a 

virulência do isolado Mr27 em todos os substratos, com o evento de morte ocorrendo mais 

rapidamente na soja (Figura 1). 

 
3.2.Sobrevivência das lagartas de H. armigera alimentadas com diferentes substratos e a 

virulência dos isolados de M. rileyi. 

 

 Observa-se uma redução significativa na sobrevivência das lagartas de H. armigera 

quando alimentadas com folhas de algodão e expostas ao isolado Mr27. O declínio na 

sobrevivência teve início no terceiro dia e, ao término do quinto dia, apenas 17,5% das lagartas 

permaneciam vivas. É notável que, similarmente ao que foi observado em C. includens, o 

isolado Mr27 se destacou na diminuição da sobrevivência das lagartas de H. armigera quando 

alimentadas com algodão. Contudo, é relevante ressaltar que, enquanto o segundo isolado mais 
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eficaz na redução da sobrevivência em C. includens foi o Mr304, para H. armigera foi o Mr557. 

Este último provocou mortes a partir do segundo dia de avaliação, resultando em uma 

sobrevivência de apenas 28,1% ao final do sexto dia (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Estimativas de Kaplan-Meier indicando número de tempos totais em cada 
combinação de tratamento e o tempo onde ocorreu a menor sobrevivência para a espécie 
Helicoverpa armigera. 

Helicoverpa armigera 

Substratos Isolados N° de tempo (t)* < Tempo de 
sobrevivência 

% de 
sobrevivência 

Algodão 

Mr141 t= (2-3-4-5-6-8) T(8) = 0,381 38,1 
Mr27 t= (3-4-5) t(5)=0,175 17,5 

Mr304 t = (3-4-5-7) t(7)=0,446 44,6 
Mr557 t = (2-3-4-5-6) t(6)=0,281 28,1 
Mr604 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,516 51,6 

Dieta Artificial 

Mr141 t = (3-4-5-6) t(6) = 0,689 68,9 
Mr27 t= (3-4-6) t(6)=0,953 95,3 

Mr304 t = (2-5) t(5)=0,954 95,4 
Mr557 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,578 57,8 
Mr604 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,875 87,5 

Soja 

Mr141 t= (2-3-4-5-6-7-8) t(8) = 0,145 14,5 
Mr27 t= (3-4-5-6) t(6)=0,540 54,0 

Mr304 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,431 43,1 
Mr557 t = (3-4-5) t(5)=0,125 12,5 
Mr604 t = (3-4-5-6-7) t(7)=0,206 20,6 

  N° de tempo (t)*= Número de dias que o evento ocorreu. 

 

 No substrato dieta, observamos que o isolado Mr557 (57,8%) foi o mais virulento na 

redução da sobrevivência das lagartas de H. armigera, iniciando a mortalidade no terceiro dia 

e finalizando no sétimo dia. Quando as lagartas foram alimentadas com folhas de soja o 

isolado Mr557 (12,5%) foi o mais eficaz na redução da sobrevivência da praga, iniciando o 

evento no terceiro dia e após cinco dias reduzindo a sobrevivência para 12,5%, seguido pelo 

isolado Mr141, que causou a primeira morte no segundo dia e após oito dias reduziu a 

sobrevivência a 14,5%.  As curvas de sobrevivência das lagartas de H. armigera expostas a 

diferentes isolados de M. rileyi e alimentadas com diferentes substratos, são apresentadas na 

Figura 2. 
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Figura 2. Curva de sobrevivência estimada pelo método de Log-rank para substratos 
alimentares e isolados de M. rileyi, a partir do método de Kaplan-Meier para lagartas do 
segundo instar de H. armigera. 

 

A análise comparativa dos substratos, espécies de lagartas e isolados de M. rileyi revela 

que, de maneira geral, a dieta proporcionou condições mais favoráveis para a sobrevivência de 

lagartas de ambas as espécies. Notavelmente, o isolado Mr27 destacou-se como o mais eficaz 

no controle de C. includens e H. armigera quando as lagartas foram alimentadas com folhas de 

algodão. Por outro lado, o isolado Mr27 foi o mais eficaz para C. includens alimentadas com 

soja, enquanto para H. armigera, se destacou o isolado Mr557. Essas observações sugerem uma 

influência dos substratos alimentares na virulência dos isolados de M. rileyi, indicando que o 

substrato alimentar em que as lagartas são criadas pode afetar a eficácia dos isolados de M. 

rileyi. 

4. DISCUSSÃO  

 

Estudos mostraram evidências de que a planta hospedeira é responsável pela 

determinação da suscetibilidade de insetos herbívoros a entomopatógenos, e que cada espécie 

produz um resultado diferente no processo infeccioso (Costa & Gaugler 1989; Gallardo et al. 

1990; Hare & Andreadis, 1983; Santiago-Alvarez et al. 2006). Tais evidências se deve aos 

efeitos tritróficos que são exercidos através dos efeitos da planta no inseto hospedeiro (Jaronski, 

2010). De fato, quando os isolados de M. rileyi foram aplicados sobre as folhas de soja, algodão 

e dieta artificial, apesar de ter sido patogênico para ambas espécies de lagartas, houveram 

diferenças na virulência dos isolados a depender do substrato, isso indica que a atividade do 
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fungo é influenciada pela planta, e que se deve levar em consideração tanto a suscetibilidade da 

praga, quanto a planta hospedeira na escolha do isolado promissor para ser usado como 

bioinseticida. Porém, a maioria dos estudos com seleção de isolados fúngicos para o controle 

de pragas, concentram-se na suscetibilidade do inseto e não levam em consideração as plantas 

hospedeiras (Bayissa et al., 2016; Loureiro & Moino, 2006), os resultados deste estudo indicam 

que em pragas polífagas como a C. includens e H. armigera, faz-se necessário considerar os 

níveis de mortalidade dependendo da planta em que o inseto foi criado e não só na virulência 

do isolado.  

Essas interações entre M. rileyi e substrato alimentar encontradas no presente trabalho 

ficam evidentes quando comparamos os resultados encontrados nas lagartas de C. includens 

alimentadas com folhas de soja, o isolado que causou maior mortalidade foi o Mr27 e em 

lagartas alimentadas com folhas de algodão o isolado Mr27 se igualou ao Mr304, deferindo 

apenas em tempo de mortalidade. Apesar dessa pequena diferença, o Mr27 apresentou maior 

plasticidade nas diferentes culturas para o infectar C. includens (Figura 1). Já em H. armigera 

alimentadas com soja o isolado que causou maior mortalidade foi o Mr141 e Mr557, porém o 

isolado Mr557 matou mais rápido, no quinto dia, havia apenas 12% de lagartas vivas, enquanto 

o Mr141 causou 14% de mortalidade até oitavo dia (Figura 2). Quando consideramos o 

substrato de folhas de algodão, o isolado Mr27 se destacou como o mais impactante na 

diminuição da sobrevivência das lagartas de H. armigera, indicando uma resposta diferente em 

comparação com a soja. Portanto, características do algodão e soja podem influenciar de 

maneira distinta a ação dos isolados fúngicos.  

De maneira semelhante, Gallardo et al. (1990), indicaram que a suscetibilidade de 

Helicoverpa zea ao fungo M. rileyi pode variar de acordo com a alimentação, no estudo 

afirmaram que dieta artificial contendo tomatina impede a ação do fungo diminuído a 

suscetibilidade das lagartas de H. zea.  Adicionalmente, Santiago-Alvarez et al. (2006) 

afirmaram que nutrição tem influência na saúde geral de um inseto, e que pode modular os 

efeitos dos entomopatógenos fúngicos. Por exemplo, Bemisia tabaci criados em pino, tomate, 

melão, pimentão, batat, berinjela, repolho, feijão ou algodão apresentaram diferentes 

suscetibilidades a Beauveria bassiana, com diferenças significativas nos tempos médios de 

sobrevivência (Santiago-Alvarez et al. 2006).    

Diferenças nutricionais também foram apontadas como um possível fator que contribui 

para a suscetibilidade a fungos entomopatogênicos, como observado por Hare & Andreadis, 

1983, onde destacaram que a planta hospedeira teve um impacto significativo na suscetibilidade 

das larvas do besouro da batata (Leptinotarsa decemlineata) ao B. bassiana. A pesquisa revelou 
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que as plantas de batata cultivadas em estufa foram menos propícias para o inseto em 

comparação com aquelas cultivadas em campo, resultando em uma maior suscetibilidade ao B. 

bassiana. Salienta-se que o local de cultivo das plantas pode influenciar a interação com 

entomopatogênicos fúngicos, como discutido no estudo. 

 Em geral, acredita-se que fatores nutricionais, a morfologia e a composição química da 

planta podem afetar a ação dos fungos, pois as plantas produzem substancias para deter os 

herbívoros e, portanto, esses compostos teriam efeito sobre os entomopatógenos. Poprawski & 

Jones (2000), mostraram que a germinação de Cordyceps fumosorosea e B. bassiana foi 

consideravelmente reduzida na cutícula de insetos criados em algodão, e os autores sugeriram 

que era o resultado a uma resposta fungistática de uma substância química secundária produzida 

pelo algodão. Além disso sabe-se que alguns grupos de insetos, principalmente lepidópteros, 

são capazes de sequestrar compostos secundários das plantas para sua própria defesa (Kuhn et 

al., 2004).  

No entanto, há outros sistemas envolvendo insetos e entomopatógenos nos quais a 

presença da planta não exerceu efeito significativo. Por exemplo, o besouro da batata 

demonstrou a mesma suscetibilidade ao Beauveria, mesmo quando criado em diferentes plantas 

(Costa & Gaugler, 1989). Essa inconsistência associada à influência da planta apresenta 

implicações significativas para uma adoção mais abrangente desses fungos no controle de 

pragas. A eficácia no controle de insetos pode variar consideravelmente entre diferentes 

culturas, sendo mais eficiente em algumas do que em outras. A ausência de informações mais 

detalhadas sobre os efeitos específicos de cada planta pode ter impactos significativos, dada a 

diversidade de plantas comumente utilizadas, resultando em uma lacuna de conhecimento 

relevante. 

Porém, os resultados aqui obtidos destacam que as plantas exercem sim uma influência 

na atividade dos isolados de M. rileyi, e essa interação é sensível às necessidades nutricionais 

dos insetos. Essa abordagem pode contribuir para estratégias mais eficientes no controle de 

pragas, considerando a diversidade de plantas cultivadas em diferentes contextos agrícolas. 

Portanto, com base nos resultados, é plausível afirmar que houve diferenças na eficácia dos 

isolados fúngicos em relação aos substratos alimentares soja e algodão. Essas diferenças 

ressaltam a importância de considerar a variabilidade nos resultados e adaptar as estratégias de 

controle biológico de acordo com as condições específicas de cada cultura e inseto alvo. A 

compreensão dessas variações é relevante para otimizar a eficácia dos bioinseticidas no Manejo 

Integrado de Pragas em diferentes contextos agrícolas. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A análise da sobrevivência das lagartas de C. includens e H. armigera expostas a 

diferentes isolados de M. rileyi revelou uma notável influência do substrato alimentar na 

virulência desse patógeno. O isolado Mr27 destacou-se como eficaz na redução da 

sobrevivência, sendo mais rápido em causar mortalidade, especialmente quando as lagartas 

foram alimentadas com folhas de algodão. A comparação entre substratos de folhas de algodão 

e soja ressaltou a importância de considerar não apenas a virulência dos isolados, mas também 

as condições específicas de cada cultura no Manejo Integrado de Pragas (MIP). A descoberta 

de que a escolha do substrato pode afetar a eficácia dos bioinseticidas destaca a necessidade de 

uma abordagem mais abrangente, considerando não apenas a suscetibilidade do inseto, mas 

também as características nutricionais e químicas da planta hospedeira, contribuindo para 

estratégias mais eficientes no controle de pragas em diferentes contextos agrícolas. 
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RESUMO 

 

Os agentes de controle microbiano, particularmente os fungos entomopatogênicos, 
desempenham um papel essencial na regulação das populações de artrópodes. Este estudo 
explora as interações entre esses microrganismos e plantas, abordando as interações entre 
compostos epicuticulares de folhas de algodão soja e Metarhizium rileyi. Dez isolados de M. 
rileyi, obtidos do acervo de culturas da Embrapa Soja, foram utilizados nos experimentos. A 
fixação e persistência do fungo em folhas de algodão e soja foram estudadas utilizando o padrão 
de deposição de conídios por meio de microscopia eletrônica de varredura. A avaliação do 
desenvolvimento do fungo sobre o filoplano das folhas envolveu a extração de compostos 
epicuticulares das folhas de algodão e soja utilizando solventes de diferentes polaridades (água, 
clorofórmio, etanol, hexano). Os compostos extraídos foram então utilizados em análises de 
aderência e germinação e para analises cromatográficas. Os resultados demonstraram variações 
na fixação dos conídios e nas taxas de germinação influenciadas pelo tipo de solvente utilizado 
para obter os extratos das folhas das espécies vegetais. Os extratos de folhas de algodão e soja 
obtidos com clorofórmio e hexano mostraram, em geral, maior aderência de conídios em 
comparação com os obtidos com água ou etanol. A microtopografia das folhas, examinada por 
microscopia eletrônica de varredura, revelou uma distribuição mais uniforme de conídios na 
superfície de folhas de algodão, enquanto nas folhas de soja os conídios tendiam a formar 
agregados. Na análise da germinação, os extratos das folhas de algodão com etanol afetaram 
significativamente a germinação dos conídios, com impacto mais severo em alguns isolados. A 
germinação variou nos extratos de clorofórmio e hexano, sendo mais alta em alguns isolados 
(Mr27). Após a análise química foi possível identificar substâncias como o β-Amyrin e o D-
Mannitol que são compostos presentes com maior intensidade no algodão e quase inexistentes 
na soja. Outras substâncias são encontradas no algodão como Lanosta-8,24-Dien-3-one, assim 
como, o D-Pinitol, β-Fructofuranose, Ribitol e ácido Butanóico. Essas diferenças 
aparentemente influenciaram o comportamento de M. rileyi na fixação e germinação.  
 
Palavras-chave: Fungos, Interações fungo-planta, Agentes de biocontrole, Perfil químico de 

folhas. 
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INFLUENCES ON THE ATTACHMENT AND GERMINATION OF Metarhizium rileyi 
ON COTTON AND SOYBEAN LEAF SURFACES: AN INSIGHT INTO FUNGAL-
PLANT INTERACTIONS 
 

ABSTRACT 

 

Microbial control agents, particularly entomopathogenic fungi, play a crucial role in regulating 
arthropod populations. This study explores the interactions between these microorganisms and 
plants, addressing the interactions between epicuticular compounds of soybean and cotton 
leaves and Metarhizium rileyi. Ten isolates of M. rileyi, obtained from the Embrapa Soja culture 
collection, were used in the experiments. The attachment and persistence of M. rileyi conidia 
on cotton and soybean leaves were studied using scanning electron microscopy. Conidial 
attachment and germination were studied on epicuticular compounds extracted with water, 
chloroform, ethanol, and hexane from cotton and soybean leaves. The extracted compounds 
were submitted to chromatographic analyses. Cotton and soybean leaf extracts obtained with 
chloroform and hexane showed, in general, higher conidial adherence compared to those 
obtained with water or ethanol. The microtopography of the leaves, examined by scanning 
electron microscopy, revealed a more uniform distribution of conidia on the surface of cotton 
leaves, while on soybean leaves the conidia tended to form aggregates. Cotton leaf extracts with 
ethanol significantly affected the germination of conidia, with a more severe impact on some 
isolates (Mr10). Germination varied in chloroform and hexane extracts, being higher in some 
isolates (Mr27). Chemical analysis was able to identify substances such as β-Amyrin and D-
Mannitol, which are the substances present most intensely in cotton and almost non-existent in 
soybeans. Other substances are found in cotton such as Lanosta-8,24-Dien-3-one, as well as D-
Pinitol, β-Fructofuranose, Ribitol and Butanoic acid. These differences seem to influence the 
behavior of M. rileyi in attachment and germination. 
 

Keywords: Fungi, Fungal-plant interactions, Spore germination, Biocontrol agents, Chemical 

profile leaves 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Agentes de controle microbiano, como fungos entomopatogênicos, desempenham papel 

relevante na regulação de populações de espécies de artrópodes e no manejo de pragas 

agrícolas. Sob condições ambientais adequadas e na presença de alvos suscetíveis, podem 

desencadear casos generalizados de micoses, denominadas epizootias. Em ambientes agrícolas, 

esse fenômeno tem sido observado em diversas espécies de fungos das ordens 

Entomophthorales e Hypocreales em artrópodes associados a culturas como cevada, algodão, 

trigo, soja, sorgo, cana-de-açúcar entre outras (Carruthers & Soper, 1987; Feng et al., 1992; 

Sosa-Gómez, 2010; Goble et al., 2012; Haar et al., 2018; Clifton et al., 2019). 

Embora o uso de fungos entomopatogênicos no controle de pragas esteja parcialmente 

consolidado, há uma lacuna em estudos que abordem as interações entre esses microrganismos 

e as plantas (Baverstock et al., 2005; Sosa-Gómez, 2012). As inter-relações entre plantas e 

fungos entomopatogênicos são multifacetadas, manifestando-se através de endofitismo 

(Quesada-Moraga et al., 2020; Matzoukas & Eliopoulus, 2020), voláteis induzidos pelo 

hospedeiro da planta (Baverstock et al., 2005; Houndtondji et al. 2005), presença de cera 

(Duetting et al. 2003), exsudados de raízes (Pava-Ripoll et al., 2011) e exsudados foliares 

(Cerritos-Gracia et al., 2021). 

Inyang et al. (1998) destacaram que, além dos fatores abióticos, a interação com o 

substrato (folhas, galhos e outras superfícies da planta) também pode afetar a eficácia dos 

fungos durante o processo infeccioso. A influência pode ser devida a interações químicas com 

substâncias presentes na superfície foliar, interações com a microbiota do filoplano ou 

interações físicas (hidrofobicidade, hidrofilicidade) dependendo da estratégia de fixação 

utilizada pelo fungo (Boucias & Pendland, 1991). 

Da mesma forma, a microtopografia da superfície foliar, o formato e a composição da 

cera epicuticular, os tricomas estomáticos desempenham um papel significativo na deposição, 

distribuição e fixação de entomopatógenos na superfície da planta (Inyang et al., 1998 e 2000). 

Esses aspectos podem favorecer ou dificultar a adesão dos fungos à planta, impactando 

diretamente na sua interação com o patógeno. Entretanto, pouco se sabe sobre a interação dos 

fungos entomopatogênicos e os compostos epicuticulares presentes nas superfícies dos vegetais 

economicamente importantes. Portanto, este estudo tem como objetivo elucidar as interações 

entre os extratos epicuticulares das folhas de algodão (Gossypium hirsutum L.) e soja (Glycine 

max L.) e Metarhizium rileyi. 
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2. MATERIAL E METODOS  

 

2.1. Isolados de Metarhizium rileyi 

 

Os isolados de Metarhizium rileyi (n=10) foram obtidos da coleção de culturas da 

Embrapa Soja (Sosa-Gómez e da Silva, 2002) coletadas entre 1990 e 2018 (Tabela 1). A escolha 

dos isolados se baseou nos anos de coleta, região geográfica e nos resultados da análise de 

diversidade genética por SSR, priorizando isolados que estivessem em clusters genéticos 

diferentes.  

 

Tabela 1. Isolados de Metarhizium rileyi. 

Isolados Hospedeiros Locais de coleta Anos de coleta 
Mr 174 Anticarsia gemmatalis Warta, PR, Brasil 1999 
Mr 27 Anticarsia gemmatalis Warta, PR, Brasil 1990 
Mr 455 Anticarsia gemmatalis Warta, PR, Brasil 2002 
Mr 482 Chrysodeixis includens Bela Vista do Paraíso, 

PR, Brasil 2005 
Mr 304 Anticarsia gemmatalis Planaltina, DF, Brasil 1999 
Mr 10 Larva de Lepidoptera Assis, SP 1990 
Mr 254 Anticarsia gemmatalis Warta, PR, Brasil 1999 
Mr 593 Larva de Lepidoptera Quincy, FL, USA 1993 
Mr 604 Anticarsia gemmatalis Vilhena, RO, Brasil 2018 
Mr 32 Anticarsia gemmatalis Ponta Grossa, PR, 

Brasil 1990 

 

Os isolados ficam armazenados e suspensões de conídios em leite desnatado e 

preservados em sílica gel a -20 °C (Smith e Onions, 1983). Para evitar subculturas repetidas, os 

conídios adsorvidos em sílica foram plaqueados em SMAY (ágar Sabouraud-maltose mais 

extrato de levedura, 40 g de maltose, 10 g de neopeptona, 10 g de extrato de levedura e 15 g de 

ágar e 1 litro de água), e mantidos em câmaras do tipo BOD a 27 °C e fotoperíodo de 12 horas 

por 12 dias, para obtenção do inóculo necessário em cada experimento. 

 

2.2. Fixação e persistência do fungo em folhas de algodão e soja  

 

Para verificar o padrão de deposição de conídios na superfície de folhas de soja e algodão, 

conídios de M. rileyi com 12 dias de idade foram nebulizados nas superfícies adaxial e abaxial 

das folhas em duas plantas de cada cultura na concentração de 1 x 108 conídios /mL de água 

destilada sem adição de surfactantes. Após 24, 48 e 72 horas, quatro folhas de algodão e quatro 
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folíolos de soja de cada planta no estádio fenológico vegetativo (V5) (folhas totalmente 

formadas) foram coletadas para análise em microscopia eletrônica de varredura. Não observada 

diferença entre os tempos de coleta  e por esta razão nossos resultados só mostram a distribuição 

dos conídios após 24 horas. A idade e a fase fenológica foram padronizadas para evitar 

influência nos processos de germinação ou fixação conforme Inyang et al., (1999). A aplicação 

foi realizada em ambiente fechado com as culturas avaliadas. Após a nebulização de suspensão 

de conídios, a deposição e o padrão de distribuição destes nas folhas de soja e algodão foram 

analisadas por meio de microscopia eletrônica de varredura. Para isso, as amostras foram 

fixadas pelo método do vapor de tetróxido de ósmio e metalização com ouro (Quattlebaum & 

Carner, 1980). 

 

2.3. Extratos foliares 

Os compostos epicuticulares foram extraídos utilizando solventes de diferentes 

polaridades, sendo eles, água destilada, clorofórmio (Synth P.A-A.C.S. [1480G] 100%), etanol 

(Synth P.A-A.C.S. [790g] 99,5%) e hexano (Synth P.A.-A.C.S [660g]). Cabe ressaltar que a 

composição das ceras na superfície foliar depende da fase fenológica 0(Barthlott et al., 1998; 

Koch & Barthlott, 2006) e, por esse motivo, os extratos foram obtidos de folhas de algodão 

(variedade BRF 370 RF) e soja (variedade BRS 284) no estádio vegetativo (V5). As extrações 

foram obtidas de folíolos/folhas individuais em 5 ml de cada solvente, evitando o contato com 

os pecíolos das folhas para evitar a extração de compostos da seiva, após a extração cada 

amostra foi evaporada em N2 para minimizar a oxidação. Os resíduos foram pesados e 

suspensos nos respectivos solventes em volume proporcional ao peso, para que todos os extratos 

ficassem na mesma concentração (1:1). Os compostos epicuticulares foram armazenados a -

20°C e posteriormente utilizados em análises de aderência (fixação), germinação e 

cromatográficas. 

 

2.4. Ensaios de fixação e germinação de conídios em extratos epicuticulares 

O teste de fixação de conídios foi realizado conforme descrito por Sosa-Gómez et al., 

(1997). Gotículas de 75 μL de cada extrato foram aplicadas em lâminas de vidro e nebulizadas 

com suspensão de conídios de M. rileyi, verificando com aumento de 200 x no microscópio 

ótico (Olympus BX51M) se a densidade dos conídios na lâmina era adequada para realizar as 

contagens. Depois de secas, as lâminas foram lavadas com 2 mL de água para remover o 

excesso de conídios e os conídios restantes foram contados para estabelecer a densidade de 
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conídios por campo do microscópio (400x). O número de conídios remanescentes foi submetido 

à análise estatística para verificar a diferença entre os tratamentos. 

A influência dos compostos epicuticulares na germinação fúngica foi determinada pela 

aplicação de cada extrato (150 μL) na superfície de uma fina camada de meio SMAY ou agarose 

ultrapura (Invitrogen™) distribuída em lâmina de vidro, os quais foram incubados em câmara 

úmida, a 26°C. As porcentagens de conídios foram determinadas avaliando-se a viabilidade 

após 16 e 48 horas de incubação, seguindo metodologia de Faria et al. (2015). Após 48 h, não 

foi possível avaliar porque a maioria dos conídios não estava visível devido ao extenso 

crescimento de hifas. 

A germinação dos conídios foi avaliada por observação microscópica direta, os conídios 

germinados foram identificados com tubos germinativos maiores que a largura de um conídio 

não germinado. Os ensaios foram repetidos quatro vezes no mesmo dia e quatro vezes ao longo 

do tempo. Não houve germinação em nenhum teste realizado com meio agarose ultrapura, 

portanto, esses dados não foram utilizados para análise estatística. Eliminando quaisquer víeis 

que o solvente pudesse estar influenciando a germinação, foram realizados testes com os 

solventes e após a confirmação de que os solventes não agiram, os testes continuaram apenas 

com os extratos obtidos pela lavagem das folhas com os solventes. 

Para determinar quais compostos químicos extraídos das folhas do algodão e da soja 

influenciam na fixação e germinação do fungo, as frações foram analisadas em cromatógrafo 

gasoso GC-MS 7890B/MSD-5977 A (Agilent, Califórnia, EUA) acoplado a um analisador de 

espectrometria de massa (EI 70V). Os compostos presentes foram identificados 

qualitativamente a partir de bibliotecas de software (Van Den Dool & Kratz, 1963).  

 

2.5. Extração e derivatização 

 

No procedimento adaptado de Guedes et al. (2018), extratos secos de hexano, 

clorofórmio, etanol e água, cada um pesando 10 mg, foram primeiramente alocados em frascos 

individuais. Esses extratos foram então solubilizados em 200 μL de piridina. Em seguida, um 

volume igual (200 μL) de MSTFA (N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida) foi introduzido 

na mistura. A solução resultante foi então incubada em banho-maria, mantida a uma 

temperatura de 37°C por um período de 30 minutos. Após a incubação, as amostras passaram 

por um processo de filtração utilizando filtro de PTFE de 0,20 μm. As amostras filtradas foram 

posteriormente armazenadas em frascos de 2 mL e mantidas a uma temperatura de 4 ° C por 
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um período de 24 horas, em preparação para a análise subsequente de GC-MS (Cromatografia 

Gasosa – Espectrometria de Massa). 

 

2.6. Análise Cromatográfica GC-MS 

 

A partição cromatográfica foi realizada em coluna de fenil-metil 5% (HP-5MS 30mx 

0,25mmx 1,0 μm; Agilent Technologies). O gás de extração foi o hélio (1 mL.min-1) e o volume 

de injeção foi de 1 μL no modo split (1:10) a 260 °C. A temperatura do forno foi mantida a 120 

°C por 3 min e depois programada para 320 °C a 3 °C min-1. 

O cromatografia gasosa-espectrômetro de massa foi instalado no modo EI (70 V) com 

uma faixa de massa de varredura de 40 a 660 m/z. O tempo total da análise foi de 79,67 min. 

Os cálculos de trimetilsilano (TMS) foram identificados experimentalmente por comparação de 

seus espectros de massa com disponíveis no National Institute of Standards and Technology 

(NIST) do banco de dados do Spectrometric Reference Database (NIST 2.0) e comparando seus 

índices de retenção linear (LRI) com a série de alcanos C8 - C30 (Van Den Dool & Kratz, 

1963). 

 

2.7. Análise Estatística 

 

As variáveis de fixação e germinação às 16 e 48 horas foram analisadas em 

delineamento experimental inteiramente casualizado variando no número de tratamentos e 

repetições para cada um dos bioensaios realizados conforme descrito nos itens acima. Eles 

foram submetidos à verificação dos pressupostos de normalidade e independência dos resíduos 

(Shapiro; Welk, 1965; Parente, 1984), da homogeneidade de variância dos tratamentos (Burr; 

Foster, 1972) e da não aditividade do modelo (Tukey, 1949). Após as análises exploratórias e 

atendendo aos pressupostos, foram realizadas Análise de Variância (ANOVA) e comparação 

múltipla de médias por meio do teste de Tukey (p ≤ 0,05) (Steel, Torrie, 1960) por meio do 

software estatístico SAS – Statistical Analysis System (SAS) (Instituto, 2009). 
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3. RESULTADOS  

 

3.1. Fixação de conídios de Metarhizium rileyi em extratos epicuticulares de folhas 

de algodão e soja    

 

O perfil químico dos compostos extraídos da cera epicuticular de folhas de algodão e 

soja afetou a fixação de conídios de isolados de M. rileyi. Quando comparado à fixação em 

extratos de cultura de algodão, menor fixação foi observada em compostos solúveis em água, 

no entanto, diferenças foram observadas entre os isolados. Isolados armazenados por mais 

tempo em sílica gel apresentaram menor fixação, como o isolado Mr10 (Tabela 2). 

Os extratos de folhas de algodão e soja obtidos com clorofórmio e hexano geralmente 

apresentaram maior fixação de conídios em comparação aos compostos extraídos com água ou 

etanol (Tabela 2). Os resultados obtidos para o fator 'Isolado (I)' indicam variação significativa 

na fixação de conídios entre os diferentes isolados testados, com valores de F de 32,15 para 

algodão e 11,39 para soja. Esse achado destaca a importância de considerar a especificidade do 

isolado na sua interação com as cutículas das plantas. 
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Tabela 2. Análise de variância e desdobramento da interação de número de conídios de M. 
rileyi fixados sobre extratos cuticulares de algodão e soja obtidos com solventes de diferentes 
polaridades. 
 

 
F valor 

Algodão Soja 
Isolados (I) 32.15* 11,39* 

Solventes (S) 33.61* 33,53* 
I * S 10.18* 3,43* 

CV % 34,38 41,42 

Isolados 
Número de conídios/campo do microscópio 

Algodão 
Clorofórmio  Hexano Etanol Água 

Mr 174 32,2 abBC 43,5 aABC 43,3 aA 10,7 bA 
Mr 27 52,7 aB 35,2 bBCD 18,2 bcBC 11,0 cA 
Mr 455 50,0 aB 49,0 aAB 18,5 bcBC 29,5 abA 
Mr 482 39,7 aB 29,5 abBCD 20,5 abBC 10,2 bA 
Mr 304 11,2 aCD 14,7 aD 13,2 aC 15,0 aA 
Mr 10 8,0 aCD 17,5 aCD 11,7 aC 4,0 aA 
Mr 254 25,6 aBCD 15,6 aCD 24,5 aBC 22,2 aA 
Mr 593 41,0 aB 38,2 aBCD 28,0 abBC 11,0 bA 
Mr 604 30,5 abBCD 34,5 aBCD 21,2 abBC 15,2 aA 
Mr 32 91,7 aA 68,0 bA 42,5 cA 27,0 cA 

Isolados 
Soja 

Clorofórmio  Hexano Etanol Água 
Mr 174 26,5 abCD 29,7 abABC 43,0 aAB 8,5 bA 
Mr 27 33,5 abCD 55,0 aAB 25,2 bABC 15,2 bA  
Mr 455 22,7 aD 8,7 aC 22,0 aBC 22,7 aA 
Mr 482 52,7 aBC 43,5 aAB 40,5 aAB 18,2 bA 
Mr 304 52,7 aBC 15,0 bC 19,7 bBC 13,0 bA 
Mr 10 18,3 aD 12,5 aC 12,7 aC 5,7 aA 
Mr 254 77,6 aAB 29,5 cBC 51,5 bA 22,5 cA 
Mr 593 51,0 aBC 46,0 aAB 39,7 aABC 6,7 bA 
Mr 604 44,0 aCD 49,2 aAB 38,5 aABC 16,5 bA 
Mr 32 86,5 aA 56,7 bA 30,5 cABC 28,5 cA 

*significativo a 1%, CV- Coeficiente de variação. Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha 
e maiúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 

Adicionalmente, o fator 'Solvente (S)' demonstrou impacto significativo, com valores 

de F de 33,61 para o algodão e 33,53 para a soja, mostrando que a escolha do solvente é um 

fator determinante na fixação dos conídios. A interação Isolado * Solvente (I * S) também se 

mostrou significativa, com valores de F de 10,18 para algodão e 3,43 para soja, o que sugere 

uma interdependência complexa entre o tipo de isolado e o solvente utilizado. 

O Coeficiente de Variação (CV%) apresentou valores de 34,38% para o algodão e 

41,42% para a soja, indicando variação considerável, tanto intra quanto intergrupos. Essa 
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variabilidade destaca a complexidade dos fatores biológicos que influenciam a interação entre 

fungos e plantas. Na análise quantitativa de conídios por campo microscópico observa-se uma 

variação considerável nos números de conídios fixados, dependendo do isolado e do solvente 

utilizado. Esta parte do estudo fornece uma visão detalhada de como diferentes combinações 

de isolados e solventes influenciam a adesão de conídios, um aspecto vital para a compreensão 

da dinâmica da infecção fúngica nas pragas nas culturas de algodão e soja. 

Apesar da variabilidade observada, existe uma tendência geral de aumento da fixação 

de conídios em compostos dissolvidos em solventes apolares. Este padrão também é evidente 

em extratos derivados de folhas de soja; a maioria dos isolados demonstrou maior quantidade 

de conídios aderidos aos extratos obtidos com clorofórmio e hexano. Em contrapartida, aqueles 

extraídos com etanol e água exibiram menos conídios aderidos, conforme detalhado na Tabela 

2.  

Dados esses resultados variados, a pesquisa foi ainda mais enriquecida com o exame da 

microtopografia foliar de ambas as espécies de plantas por meio de microscopia eletrônica de 

varredura. Nas folhas do algodoeiro, a distribuição dos conídios pareceu mais uniforme em toda 

a superfície, conforme ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1.  Imagens de microscopia eletrônica de varredura da epicutícula de folhas de algodão   
e como ocorre a distribuição dos conídios de M. rileyi na sua superfície. 
 

Por outro lado, nos folíolos da soja, que são mais hidrofóbicos, os conídios tenderam a 

agregar-se em áreas onde as gotas de água evaporaram. O tamanho desses agregados 

correlacionou-se com o tamanho das gotículas, fenômeno evidenciado na Figura 2. Neste 
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estudo, o fungo foi nebulizado sobre as plantas, resultando em gotículas com menos de 10 μm 

de diâmetro, tamanho este determinado por análise Microscópica. 

 

Figura 2.  Imagens de microscopia eletrônica de varredura da epicutícula de folhas de soja e 
como ocorre a distribuição dos conídios de M. rileyi na sua superfície. 
 
 
3.2. Germinação de Metarhizium rileyi em compostos extraídos de folhas de algodão e 

folíolos de soja. 

 

A Tabela 3 apresenta uma análise de variância e o desdobramento da interação para a 

porcentagem de germinação em 16 horas de diferentes isolados de Metarhizium rileyi nas 

culturas, algodão e soja, utilizando diversos solventes. Observa-se que, tanto para algodão, 

quanto para soja, os valores F para isolado (I), solvente (S) e a interação isolado-solvente (I*S) 

foram significativos a 1% de probabilidade. O coeficiente de variação (CV %) foi de 16,76 para 

algodão e 15,47 para soja. 

Na cultura do algodão, o isolado Mr 455 mostrou a maior germinação (88,1%) em água, 

enquanto o isolado Mr 10 teve 0,0% de germinação no extrato obtido com clorofórmio, hexano 

e etanol. Para a soja, o isolado Mr 455 também exibiu a maior germinação em água (97,0%), e 

o isolado Mr 304 mostrou 0,0% de germinação em clorofórmio e etanol (Tabela 3) 
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Tabela 3. Análise de variância e desdobramento da interação da porcentagem de germinação 
em 16 horas dos isolados de Metarhizium rileyi para as culturas algodão e soja sobre os resíduos 
solúveis nos diferentes solventes. 

 
F valor 

Algodão Soja 
Isolados (I) 253,51* 396.49* 

Solventes (S) 265.87* 378.64* 
I * S 33.25* 36.85* 

CV % 16.76 15.47 

Isolados 
Número de conídios/campo do microscópio 

Algodão 
Clorofórmio  Hexano Etanol Água 

Mr 174 45,7 bA 42,0 bA 22,5 cB 57,2 aB 
Mr 27 43,5 aA 21,5 bB 41,7 aA 45,0 aC 
Mr 455 27,3 cB 48,0 bA 15,7 dBC 88,1 aA 
Mr 482 19,2 aBC 6,5 bcC 0,0 cD 11,2 abE 
Mr 304 55,0 aA 45,2 bA 4,33 cCD 52,3 abBC 
Mr 10 0,0 aD 5,2 aC 0,0 aD 5,5 aE 
Mr 254 54,2 aA 40,0 bA 0,0 cD 59,2 aB 
Mr 593 20,2 aBC 21,0 aB 17,0 aB 24,0 aD 
Mr 604 13,2 aC 8,0 abC 0,0 bD 10,7 aE 
Mr 32 13,7 aC 7,0 abC 5,0 bCD 11,7 abE 

Isolados 
Soja 

Clorofórmio  Hexano Etanol Água 
Mr 174 42,2 bB 58,5 aB 23,7 cB 56,2 aBC 
Mr 27 43,5 cB 46,5 cC  61,6 bA 84,7 aA 
Mr 455 60,2 cA 84,3 bA 19,6 dBC 97,0 aA 
Mr 482 13,0 aC 9,2 aF 0,0 bD 13,0 aEF 
Mr 304 0,0 bD 52,6 aBC 0,0 bD 46,6 aC 
Mr 10 0,7 bD 6,7 abF 1,0 bD 11,2 aF 
Mr 254 42,0 bB 47,7 bC 0,0 cD 62,5 aB 
Mr 593 15,0 abC 20,2 aDE 10,0 bCD 22,0 aDE 
Mr 604 1,2 abD 9,7 aEF 0,0 bD 9,7 aF 
Mr 32 21,5 aC 23,2 aD 6,2 bD 24,7 aD 

*significativo a 1%, CV- Coeficiente de variação. Médias seguidas das mesmas letras minúscula na linha e maiúscula na coluna 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

Os extratos obtidos de folhas de algodão com etanol afetaram significativamente a 

germinação dos conídios, com impacto mais severo observado nos isolados Mr 482, Mr 10, Mr 

254 e Mr 604 (Tabela 3). Nos compostos extraídos por clorofórmio e hexano, o comportamento 

germinativo dos isolados variou. Nos extratos de algodão, os isolados Mr 304 (55,0; 49,3), Mr 

254 (54,2; 40,0), Mr 174 (45,7; 42,0) e Mr 24 (47,6; 41,7) apresentaram a maior porcentagem 

de germinação para clorofórmio e hexano, respectivamente. Por outro lado, os isolados Mr 10 

(0,0; 5,2), Mr 32 (13,7; 7,0) e Mr 604 (13,5; 8,0) apresentaram os menores percentuais de 

germinação nestes mesmos extratos. Analisando a porcentagem de germinação nos extratos 
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aquosos, todos os isolados tiveram melhor desempenho em comparação aos demais extratos no 

algodão, sugerindo que a água não remove substâncias que inibem a germinação de M. rileyi 

(Tabela 3). Nos testes de agarose ultrapura não foi observada germinação (0%) do fungo com 

água como solvente e em nenhum dos extratos obtidos utilizando os demais solventes, levando 

à conclusão de que nenhum solvente remove substâncias que promovem a germinação dos 

conídios de M. rileyi. 

Os extratos derivados de folíolos de soja exibiram comportamento semelhante em afetar 

a germinação do fungo observado em folhas de algodão. Os extratos obtidos com etanol 

impactaram negativamente a germinação de todos os isolados. As substâncias hidrossolúveis 

proporcionaram as maiores taxas de germinação, notadamente o isolado Mr 455, que apresentou 

maior vigor, atingindo uma taxa de germinação de 97% em 24 horas após a inoculação com 

extratos derivados de extração de água, 84% de germinação com extratos hexânicos e 19,6% 

com extratos de etanol. Esses resultados apoiam a presença de substâncias nos extratos 

etanólicos que interferem na germinação do fungo. 

Nos extratos de clorofórmio, a porcentagem de germinação dos dez isolados foi 

novamente semelhante à do hexano, exceto para dois isolados (Mr 10 e Mr 304), que não 

apresentaram germinação (Tabela 3). Apesar de pertencerem à mesma espécie fúngica, os 

isolados apresentam comportamentos distintos, alguns com menor vigor ou sendo mais 

sensíveis ou exigentes em termos nutricionais que outros.  

Nas análises da germinação dos isolados fúngicos em até 48 horas após a inoculação dos 

extratos, houve diferença estatística entre os tratamentos para os fatores isolados e extratos, 

bem como interação entre os fatores a 1% de probabilidade (Tabela 4). 
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Tabela 4. Análise de variância e desdobramento da interação da porcentagem de germinação 
após 48 horas dos isolados de Metarhizium rileyi sobre os resíduos extraídos com solventes de 
folhas de algodão e soja. 

 F Valor  
Algodão Soja 

Isolados (I) 165,51* 330,96* 
Solvente (S) 360,95* 875,06* 

I * S 21,05* 81,77* 
CV % 8,78 6,61 

 Número de conídios/campo do microscópio 

Isolados Algodão 
Clorofórmio  Hexano Etanol Água 

Mr 174 88,2 abA 78,5 bB 51,2 cC 93,2 aAB 
Mr 27 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 
Mr 455 88,2 bA 78,5 bB 29,5 cDE 100,0 aA 
Mr 482 94,5 aA 92,0 aA 29,7 bDE 97,5 aA 
Mr 304 88,3 aA 68,7 bBC 28,0 cE 83,7 aBC 
Mr 10 9,0 bC 17,0 bD 9,7 bF 61,3 aD 
Mr 254 99,7 aA 100,0 aA 41,7 bCD 100,0 aA 
Mr 593 97,5 aA 93,7 abA 82,5 bB 94,3 aAB 
Mr 604 86,7 aA 73,2 bBC 29,2 cDE 83,7 abBC 
Mr 32 42,2 cB 60,7 bC 45,0 cC 79,7 aC 

Isolados Soja 
Clorofórmio  Hexano Etanol Água 

Mr 174 84,2 bBC 100,0 aA 58,0 cB 100,0 aA 
Mr 27 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 
Mr 455 66,0 bD 100,0 aA 26,7 cCD 100,0 aA 
Mr 482 97,2 aAB 96,2 aAB 2,2 bF 95,5 aA 
Mr 304 0,0 dF 66,2 bC 17,6 cDE 100,0 aA 
Mr 10 18,5 cE 43,3 bD 9,7 cEF 61,3 aC 
Mr 254 98,7 aA 99,5 aA 50,5 bB 100,0 aA 
Mr 593 88,3 bC 94,5 abAB 98,2 aA 100,0 aAB 
Mr 604 5,0 cF 88,3 aB 28,0 bCD 76,5 aB 
Mr 32 66,7 aD 54,7 bCD 34,0 cC 75,0 aBC 

*significativo a 1%, CV- Coeficiente de variação. Médias seguidas das mesmas letras minúscula na 
linha e maiúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 

O efeito dos extratos de ambas as culturas na germinação do fungo após 48 horas 

apresentou a mesma tendência encontrada após 16 horas de exposição. É interessante notar que 

em 48 horas após a deposição dos conídios nos extratos extraídos por cada solvente, a 

germinação dos isolados indicou que as presentes substâncias causam um atraso na germinação. 

Isso pode ser observado quando se comparam os resultados de germinação na presença de 

extratos obtidos por água e etanol. Em 16 horas, o isolado Mr27 apresentou baixo percentual 

de germinação nos extratos etanólicos (21,5% em etanol e 45% em água), e às 48 horas o 

percentual foi para 100% de germinação nos extratos de algodão. Entretanto, esse 

comportamento foi observado apenas no isolado Mr27, para os outros nove isolados, a 

porcentagem de germinação nos extratos etanólicos foi a mais baixa em comparação aos 



92 
 

 
 

extratos de outros solventes. Essa peculiaridade pode ser atribuída às características do próprio 

isolado, destacando a importância de selecionar isolados com melhor desempenho em cada 

planta hospedeira. 

O isolado Mr 10 apresentou a menor porcentagem de germinação em todos os solventes, 

enquanto o isolado Mr 27 apresentou a maior germinação em todos os extratos. Portanto, pode-

se inferir que o vigor dos isolados varia de um isolado para outro, independente do extrato 

foliar. No entanto, observou-se que os extratos etanólicos da soja atrasam mais a germinação 

do que os extratos etanólicos do algodão, pois em média, a germinação dos compostos extraídos 

da soja foi inferior à observada nos extratos de algodão. De maneira geral, os resultados 

indicaram variações no comportamento dos isolados, os quais foram afetados de maneira 

benéfica ou prejudicial pelos extratos, variando conforme a cultura analisada. Para entender 

quais componentes químicos específicos contribuíram para essas variações comportamentais, 

realizou-se a identificação dos perfis químicos das substâncias presentes nos extratos que foram 

obtidos utilizando etanol e hexano. Os detalhes dessas substâncias foram apresentados na 

Tabela 5.  
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A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos via GC-MS com respectivos compostos 

químicos e tempos de retenção (tR), índice de retenção (RI), pico m/z principal e 

correspondência percentual (%) e na Figura 3 encontra-se a representação das estruturas 

químicas dos compostos identificados.  

 

 
Figura 3. Representação das estruturas químicas dos compostos químicos identificados em 

extrato extraídos pelos solventes etanol e hexano das folhas de algodão e soja 

 

Nota-se que a intensidade das sustâncias no extrato etanólico é maior para as folhas 

provenientes do algodão do que na soja, como o β-Amyrin e o D-Mannitol que são as 

substâncias presentes com maior intensidade no algodão e quase inexistente na soja. Outras 

substâncias são encontradas no algodão como Lanosta-8,24-Dien-3-one. Assim como, o D-

Pinitol, β-Fructofuranose, Ribitol e ácido Butanóico que são encontradas somente na soja.  A 

Figura 4 ilustra claramente os mesmos pontos abordados na tabela anterior, as intensidades, 

presença e ausências das substancias identificadas nos extratos obtidos pelos tratamentos com 

hexano nas folhas do algodão e soja. 

α-Amyrin β-AmyrinLanosta-8,24-dien-3-one

Octadecanoic acid Hexadecanoic acid

D-Pinitol β-Fructofuranose Ribitol Glycerol Butanoic acid

Glucose Inositol D-Manitol D(-)Frutose

α-Amyrin β-AmyrinLanosta-8,24-dien-3-one

Octadecanoic acid Hexadecanoic acid

D-Pinitol β-Fructofuranose Ribitol Glycerol Butanoic acid

Glucose Inositol D-Manitol D(-)Frutose
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Figura 4. Compostos químicos identificados em extrato etanólicos das folhas de soja e algodão, 
com suas respectivas massas.  

 

A Figura 5 ilustra claramente os mesmos pontos abordados na figura anterior, as 

intensidades, presença e ausências das substancias identificadas nos extratos obtidos pelos 

tratamentos com hexano nas folhas do algodão e soja. Do mesmo modo que no extrato 

etanólico, no extrato hexânico é possível nota a diferença na quantidade das substâncias em 

cada cultura. Na cultura da soja a maior intensidade das substâncias como Octadecanoic acid, 

β-Amyrin e α-Amyrin. Vale ressaltar que o solvente etanol remove mais substâncias que o 

hexano como observado nas Figuras 4 e 5. Essa diferença de presença e ausência dessas 

substâncias podem ser a resposta pela influência no comportamento do fungo em relação a 

fixação e germinação dos isolados.  
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Figura 5. Compostos químicos identificados em extrato hexânico das folhas de algodão e soja, 
com suas respectivas massas. 
 

4. DISCUSSÃO 

 

O experimento realizado in vitro confirmou que a fixação dos conídios de M. rileyi sobre 

as folhas de algodão e soja sofre influência da composição química presente na cera epicuticular 

e da microtopografia da folha. Esses resultados corroboram com as observações de Inyang et 

al., 1998, que afirmaram que os compostos cuticulares bem como a morfologia das plantas têm 

o potencial de afetar a persistência dos conídios no filoplano.  Além disso, a fixação dos 

conídios pode ser influenciada tanto pela remoção física da superfície da folha, como ocorre 

durante a chuva, quanto pela toxicidade dos próprios componentes foliares, que podem ser letais 

para os conídios (Inyang et al., 1998).  

Embora não tenha sido possível identificar de maneira definitiva qual solvente apresenta 

extratos que aumentam ou diminuem a fixação dos conídios, é possível discernir uma tendência 

nas médias de conídios fixados. Por exemplo, os compostos extraídos com etanol e água podem 

exercer um efeito negativo na fixação do M. rileyi, possivelmente devido às propriedades 

químicas desses compostos que não solubilizam substâncias apolares. Em contraste, os 

extraídos dos solventes clorofórmio e hexano parecem promover uma maior fixação, o que pode 

indicar que esses compostos estão facilitando a adesão do fungo. Considerando que os conídios 

do fungo são constituídos por um alto teor de aminopeptidases e hidrofobina, e que durante o 
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processo de fixação dos conídios, as hidrofobinas interagem com a superfície, elas formam um 

filme anfipático, apresentando regiões hidrofóbicas e assim repelindo as superfícies polares 

justificando a baixa fixação nos extratos extraídos pela água e etanol (Wösten & De Vocht, 

2000; Wösten, 2001). 

 A espécie de planta hospedeira e a idade da folha também podem ser outros fatores com 

influência significativa na fixação dos conídios, não só sobre as folhas, como também a 

aquisição dos conídios pelos insetos alvo dos fungos entomopatogênicos. Pesquisas realizadas 

com o repolho chinês (Brassica rapa L.) e o fungo Metarhizium anisopliae revelaram que a 

mortalidade de insetos por infecção fúngica diminuiu drasticamente devido à reduzida fixação 

dos conídios nas folhas (Inyang et al.,2000). Da mesma forma, Ugine et al. (2007) relataram 

que a DL50 de Beauveria bassiana em tripes (Frankliniella occidentalis L.) foi quase sete vezes 

maior em feijão do que em flores ocidentais. Este efeito diferencial foi acompanhado por uma 

aquisição diferente dos conídios que se encontravam na superfície das folhas. 

Os achados desse trabalho confirmaram que o comportamento dos conídios com a 

fixação sobre as folhas de algodão e soja são diferentes, com o número de conídios fixados 

maior na soja do que no algodão. Além disso, diferenças visuais também foram observadas 

pelas análises de microscopia eletrônica de varredura que avaliou a distribuição dos conídios 

sobre as folhas, revelando que os conídios de M. rileyi tendem a formar agregados na soja 

enquanto no algodão ficam mais dispersos, tal fato pode justificar o porquê de a fixação na soja 

ser maior do que no algodão.   

Correlacionando com a composição química da cera removida pelos solventes de 

diferentes polaridades, é possível afirmar que nas folhas de soja há uma maior concentração de 

hidrocarbonetos de cadeia longa (Tabela 4), facilitando a maior aderência e impedindo que haja 

uma uniformidade na distribuição dos conídios, já que os conídios foram aplicados somente 

com água sem nenhum tensioativo e estes são hidrofóbicos (Boucias et al., 1988; Shan et al., 

2011), logo, haverá mais afinidade para aderirem nas folhas de soja do que na do algodão devido 

sua composição química.  

A germinação de conídios e o desenvolvimento foram avaliados microscopicamente e a 

interpretação dos resultados mostraram que dependendo do isolado a composição da cera 

epicuticular influencia negativamente na germinação do fungo. Os extratos extraídos pelo 

solvente etanol claramente foi o que mais influenciou negativamente na germinação do fungo 

em ambas as culturas, pois o mesmo apresentou o maior número de componentes químicos e a 

predominância do D-manitol e β-amyrin (Tabela 4). O D-manitol é um carboidrato natural 

encontrado em diversos vegetais, como beterraba, cebola, aipo, figo e azeitonas.  Além disso, 
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está presente em alguns exsudatos de árvores e algas marinhas, dos quais pode ser obtido por 

meio de extração com álcool e pode ser utilizado em diversos campos, incluindo alimentos, 

produtos farmacêuticos, cosméticos e têxteis (Oliveira & Ferreira, 2009). Trost e colaboradores, 

2009, utilizando o D-manitol como material de partida sintetizaram o Estreptazolina que 

apresenta promissoras atividades antifúngicas e antibacterianas. Ayres et al., 2009, isolaram 

compostos químicos dos extratos obtidos das folhas de Terminalia fagifolia, e o fracionamento 

do extrato etanólico das folhas permitiu a identificação do β-Amyrin, levantando a hipótese de 

que as atividades farmacológicas, tais como antifúngica atribuídas ao gênero da planta pode ser 

por conta da presença dessa substância. Atrelando esses resultados aos encontrados no presente 

trabalho, a alta concentração desses compostos nos estratos etanólicos de ambas as cultuas 

(algodão e soja) pode justificar baixa germinação do fungo. Outro ponto são alguns açucares 

presente nas folhas que podem auxiliar na defesa contra fitopatógenos como o D-Pinitol 

encontrado em nossos resultados na soja no extrato etanólico, esse açúcar pode exercer muitas 

funcionalidades, dentre elas desempenha funções fisiológicas na soja para adaptação ao estresse 

por seca e salinidade, estabilização de membrana, alteração osmótica e proteção contra o fungo 

oídio (Podosphaera xanthii) (Chen et al., 2014).  

Um estudo aprofundado do efeito de compostos cuticulares de plantas em fungos 

entomopatogênicos foi relatado por Inyang et al. (1999). Extraídos de nabo (Brassica rapa var. 

rapa L.), repolho chinês e colza tiveram efeitos estimuladores e inibitórios na germinação de 

conídios. A germinação in vivo na cutícula foliar foi estimulada pela desparafinação das 

superfícies foliares. Houve também germinação de conídios significativamente maior em folhas 

de nabo jovens (77%) versus velhas (40%).  Os autores levantaram a hipótese de que para evitar 

os efeitos dos extraídos cuticulares das folhas na germinação e fixação dos conídios em campo, 

deve-se investir em aumento de dose e formulações do fungo em campo.  

Baverstock et al., 2005, relataram a resposta do fungo entomopatogênicos Pandora 

neoaphidis para voláteis de plantas quando atacadas por pulgões e indicaram que nem a 

esporulação in vivo, o tamanho dos conídios nem o crescimento in vitro de P. neoaphidis foram 

afetados pelos voláteis de Vicia faba induzidos pelos pulgões (Acyrthosiphon pisum). A 

ausência de um efeito de voláteis de plantas quando atacadas pelos pulgões no crescimento 

micelial pode ter sido resultado do fungo: não detectar os voláteis, detectar, mas não responder 

aos voláteis ou, detectar, mas não ser capaz de responder aos voláteis. No estudo de Brown et 

al. (1995), os voláteis das folhas verdes liberados das folhas maceradas do tabaco reduziram 

significativamente a taxa de crescimento in vitro do micélio de P. neoaphidis. Esses voláteis de 

folhas verdes continham aldeídos de cadeia curta, que são usados pelas plantas como defesa 
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contra fungos fitopatogênicos (Zeringue & Mccormick, 1989). Brown et al. (1995) explicaram 

o crescimento reduzido de P. neoaphidis como resultado dos voláteis terem um efeito subletal 

sobre o fungo. 

É evidente que as plantas podem ter efeitos indiretos sobre fungos entomopatogênicos, 

alterando a qualidade do hospedeiro, bem como efeitos diretos sobre os próprios fungos (Costa 

& Gaugler, 1989). De fato, no trabalho de suscetibilidade de lagartas alimentadas com folhas 

de diferentes culturas, a virulência do fungo foi afetada pelo tipo de substrato alimentar.  

Poprawski & Jones, 2000, mostraram que a germinação de Cordyceps fumosorosea e B. 

bassiana foi consideravelmente reduzida na cutícula de insetos criados em algodão, e os autores 

sugeriram que era o resultado a uma resposta fungistática de uma substância química secundária 

produzida pelo algodão. Por essa razão, as implicações para um controle efetivo com fungos 

entomopatogênicos, deveria levar em consideração a variedade de plantas. Esse tipo de pesquisa 

ainda precisa ser expandido para outras culturas e variedades para que esse tópico seja mais 

aprofundado e promovam um manejo de forma eficiente e segura ao ambiente.  

 Embora os resultados discutidos acima corroborem com os encontrados nos 

experimentos com os extraídos das folhas de algodão e soja, do ponto de vista prático e 

considerando que uma alta prevalência de M. rileyi tem sido observada em culturas 

economicamente importantes, como soja, algodão, amendoim e milho (Corrêa-Ferreira & 

Smith, 1975; Devi et al., 2003, 2007; Firake & Behere, 2020), entender qualquer efeito dos 

compostos cuticulares dessas plantas onde ocorre epizootias naturais do fungo, deve ser 

considerado, principalmente se a germinação de esporos na cutícula e a penetração no inseto 

forem afetadas, isto só se tornará biologicamente significativo se resultar num aumento ou 

diminuição da infecciosidade do fungo. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Em síntese, este estudo enfatiza a relevância dos estudos de interações entre fungos 

entomopatogênicos e plantas, com destaque para o M. rileyi, no controle de pragas agrícolas, 

explorando suas interações com plantas de algodão e soja. Extratos obtidos com clorofórmio e 

hexano, influenciaram positivamente a aderência dos conídios, enquanto extratos obtidos pelo 

etanol influenciaram negativamente. A composição química diferenciada entre folhas de 

algodão (presença de glucose e lanostra) e soja (presença de ácido butanoico e D-pinitol) 

possivelmente impactou na germinação, sendo está mais favorecida pelos extratos obtidos das 

folhas de soja, para alguns isolados. Essas descobertas fornecem percepções aprofundadas 

fundamentais para a compreensão das interações tritróficas entre fungos entomopatogênicos, 

plantas e pragas, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes no controle 

biológico de artrópodes em cultivos agrícolas. 
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