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RESUMO

Com a crescente necessidade de uma producdo agricola mais sustentavel e a reducdo da
dependéncia de agrotoxicos, surge a necessidade de aprimorar as técnicas de controle biolégico
e sua efetiva aplicacdo. Assim, a aplicacdo de fungos na forma endofitica € uma técnica
promissora. Portanto, o presente trabalho teve como Selecionar isolados de fungos
entomopatogénicos com elevada viruléncia para controle bioldgico de S. frugiperda via
colonizacgdo endofitica de plantas de milho Dois isolados de Beauveria bassiana (LPP 129 e
LPP SP1) e dois isolados de Metarhizium anisopliae (ESALQ 818 e LPP M1) foram testados
quanto a viruléncia contra larvas de S. frugiperda via contato. Plantas de milho foram ent&o
inoculadas com conidios fungicos por meio de pulverizacao foliar e a presenca dos fungos em
diferentes tecidos vegetais foi avaliada 7, 14, 21, 28 e 90 dias apds a inoculagdo. Apos
confirmacéo da colonizagdo endofitica nos tecidos foliares, folhas de milho foram oferecidas
para S. frugiperda de terceiro instar e a sobrevivéncia foi monitorada por 10 dias. Parametros
agronémicos relacionados ao crescimento das plantas também foram avaliados. Os resultados
mostraram variabilidade na viruléncia dos quatro isolados contra larvas de S. frugiperda, em
que o isolado LPPM1 foi considerado de baixa viruléncia, LPP 129 viruléncia mediana e ambos
ESALQ 818 e LPP SP1 foram altamente virulentos, matando >90% das larvas em 5-6 dias. Os
dois isolados mais virulentos foram utilizados para inoculacdo via pulverizacdo foliar em
plantas de milho. A colonizacdo endofitica de plantas com ESALQ 818 e LPP SP1 foi eficiente
em reduzir a sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda que se alimentaram de folhas. Larvas
expostas a folhas de milho colonizadas pelo fungo apresentaram sobrevivéncia média de 3 dias
(S50), e mortalidade de 96% no 7° dia de avaliacdo. O grupo controle teve uma sobrevida de
aproximadamente 90%. Quanto aos parametros agronémicos avaliados, foram observados
aumentos significativos nas variaveis comprimento da raiz, diametro do caule, altura da planta,
area foliar e numero de folhas. dias apés a inoculacdo. Plantas colonizadas com fungos na forma
endofitica mostraram-se eficientes e virulentas contra larvas de S. frugiperda, além de causar
efeitos positivos no crescimento vegetal, indicando o potencial da colonizacdo endofitica para
estratégias de controle bioldgico.

Palavras chave: Controle microbiano, fungos endofiticos, viruléncia, lagarta-do-cartucho-do-

milho, bio-estimulador.



ABSTRACT

With the growing demand for more sustainable agricultural production and reduced dependence
on pesticides, there is a need to improve biological control techniques and their effective
application. Thus, the application of fungi in the endophytic form is a promising technique.
Therefore, the present work aimed to select isolates of entomopathogenic fungi with high
virulence against Spodoptera frugiperda, a key pest of corn, aiming to control this pest via
endophytic colonization of plants with these fungi. Two Beauveria bassiana isolates (LPP 129
and LPP SP1) and two Metarhizium anisopliae isolates (ESALQ 818 and LPP M1) were tested
for virulence against S. frugiperda larvae via contact. Corn plants were then inoculated with
fungal conidia through foliar spraying and the presence of the fungi in different plant tissues
was evaluated 7, 14, 21, 28 and 90 days after inoculation. After confirmation of endophytic
colonization in leaf tissues, corn leaves were offered to third instar S. frugiperda and survival
was monitored over 10 days. Agronomic parameters related to plant growth were also
evaluated. The results showed variability in virulence of the four isolates against S. frugiperda
larvae, in which isolate LPPM1 was considered to have low virulence, LPP 129 median
virulence and both ESALQ 818 and LPP SP1 were highly virulent, killing >90% of the larvae
in 5-6 days. The two most virulent isolates were used for inoculation via foliar spraying in
maize plants. Endophytic colonization of plants with ESALQ 818 and LPPSP1 was efficient in
reducing the survival of S. frugiperda larvae that had fed on leaves. The treatments differed
significantly (P<0.0001) from the control group. Larvae exposed to corn leaves colonized with
the fungi showed a mean survival of 3 days (Sso), and 96% mortality on the 7th day of
evaluation. The control group had a survival rate of approximately 90%. As for the agronomic
parameters evaluated, significant increases were observed in the variables root length, stem
diameter, plant height, leaf area and number of leaves. LPPSP1 and ESALQ 818 efficiently
colonized maize plants via foliar inoculation, and was detected for up to 90 days after
inoculation. Plants colonized with fungi in the endophytic form proved to be efficient and
virulent against S. frugiperda larvae, as well as causing positive effects on plant growth,
indicating the potential of endophytic colonization for biological control strategies.

Keywords: microbial control, endophytic fungi, fall armyworm, virulence.
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1 INTRODUGCAO

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma praga que esta amplamente distribuida em regies subtropicais e tropicais
(AHMADA et al., 2019). Este inseto causa danos a varias culturas de importancia econémica
tais como: gramineas forrageiras, algoddo, amendoim e soja, porém, tem preferéncia pelo milho
(VIRLA et al., 2008). As injurias causadas pela S. frugiperda na cultura do milho vao desde a
emergéncia até o pendoamento e espigamento, podendo ocasionar perdas de produtividade de
até 70%, se 0 ataque ocorrer nos estagios iniciais da planta (HRUSKA, 2019).

Apesar da tecnologia de milho transgénico expressando a toxina de Bacillus thuringiensis
Berliner (milho Bt) ser amplamente difundida no Brasil, 0 método mais empregado para reduzir
populacbes de S. frugiperda ainda é o controle quimico (AGROFIT, 2015). Entretanto, os
efeitos negativos ao ambiente, e o fato de que as lagartas de S. frugiperda sealimentam no
cartucho da planta, reduz o contato com inseticidas aplicados, diminuindo a eficiéncia de tais
produtos, incentivando a busca por métodos alternativos de controle (BACCI et
al., 2019). Nesse sentido, o controle biolégico por meio de microrganismos
entomopatogénicos, como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok (Hypocreales: Cordycipitaceae, Clavicipitaceae) pode ser uma alternativa
eficaz no controle de S. frugiperda (BUENO et al., 2017; GUO et al., 2020).

O controle biolégico por meio de microrganismos entomopatogénicos € uma estratégia
de manejo de pragas conhecida como controle microbiano, e consiste na utilizagdo de
entomopatdgenos, como os fungos, aplicados via pulverizacdo (LACEY et al., 2015). Fungos
podem ser agentes de controle biologico eficazes, uma vez que sdo capazes de penetrar através
da cuticula do inseto, aumentar o potencial para epizootias e as taxas de mortalidade nas
populacdes de pragas, mantendo tais populacdes em equilibrio (GONZALEZ et al., 2016).
Entretanto, a eficacia dos fungos entomopatogénicos, pode ser limitada por fatores abi6ticos,
como a exposi¢do a radiacdo ultravioleta (UV), temperatura alta e umidade baixa, que reduzem
a viabilidade dos conidios fangicos e, portanto, seu grau de viruléncia (JABER et al., 2018;
MAINA et al., 2018).

Considerando maneiras alternativas, inovadoras e promissoras para proteger fungos
entomopatogénicos de condi¢cdes adversas, um método alternativo de aplicacdo € inocular as
plantas com fungos. Assim, os fungos se estabelecem como enddéfitos, em que as plantas
protegem esses microrganismos contra fatores abidticos e, consequentemente, 0s mesmos

fornecem a planta protecdo contra pragas, fitopatdgenos e ainda estimulam seu crescimento
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(GREENFIELD et al., 2016; VEGA 2018; BRANINE et al., 2019). Os fungos endofiticos s&o
definidos como fungos que colonizam tecidos internos da planta, sem causar danos (PETRINI,
1991; WILSON, 1995; HYDE et al., 2008).

Varios géneros de fungos entomopatogénicos podem estabelecer uma relagéo endofitica
com a planta, trazendo diversas vantagens para a mesma (JABER et al., 2016; MC KINNON
et al., 2017). Um exemplo, sdo os fungos dos géneros Beauveria e Metarhizium que foram
capazes de colonizar plantas de milho, promovendo o crescimento das plantas e controle
biolégico de S. frugiperda de acordo com estudos realizados por Ahmada et al., (2020);
Mahmood et al., (2019); Ramos et al., (2020) e Russo et al., (2020).

De acordo com as problematicas citadas acima, € evidente que o uso de fungos endofiticos
pode ser a base de uma estratégia de controle bioldgico contra pragas especificas, que vivem
oclusas na planta. Como é o caso de S. frugiperda que ao permanecer no cartucho do milho,
reduz a exposicdo da praga a inseticidas sintéticos e outros métodos de controle aplicados por
meio de pulverizacdo (RESQUIN-ROMERO et al., 2016).

Neste sentido, estudos que subsidiem a implantacdo de técnicas que avaliem o potencial
de microrganismos entomopatogénicos, tais como os fungos e a avaliacdo de estratégias de
inoculacdo endofitica desses organismos a fim de aumentar a eficacia no controle de pragas de
milho, podem trazer resultados promissores. O presente estudo teve como objetivo selecionar
isolados de fungos entomopatogénicos com elevada viruléncia contra S. frugiperda, praga-
chave da cultura do milho, visando o controle bioldgico na forma endofitica depois da
colonizacdo das plantas com os fungos. Para isso, foi importante primeiramente avaliar
diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana para identificar os isolados mais virulentos
a S. frugiperda bem como o potencial de colonizacdo de plantas de milho, tornando-se
endofiticos. Portanto, foram avaliados os efeitos dos fungos sobre a sobrevivéncia de S.
frugiperda, em fase larval exposta a folhas colonizada com fungos endofiticos, assim como 0s

parametros agronémicos relacionados ao crescimento das plantas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) € uma espécie pertencente a familia Poaceae, oriundo da América
Central, com grande importancia econémica e € cultivado em muitas partes do mundo, devido
a sua grande adaptabilidade, que permite o seu cultivo em climas tropicais, subtropicais e
temperados (BARROS et al., 2014).

No decorrer das Gltimas décadas, o0 milho alcancou o patamar de maior cultura agricola
do mundo, com mais de 1 bilhdo de toneladas produzidas, ultrapassando a producéo do arroz e
do trigo (ARTUZO et al., 2018). Na safra 2021/22, a produ¢do mundial de milho foi de 1.19
bilhdes de toneladas, tendo destaque para os Estados Unidos, com 380 milhdes, e China com
268 milhdes, seguidos do Brasil, em terceiro lugar, com 114 milhdes (USDA, 2022). No Brasil,
0 Centro-Oeste foi a regido com a maior producdo do pais, com 63.173mil toneladas e as
Regides Norte/Nordeste seguiram em quarto lugar produzindo 10.930 mil toneladas tendo o
Estado do Maranhdo liderando a produgao com 1.979,9 mil toneladas (CONAB, 2022).

A cultura do milho tem grande importancia econémica pelo valor nutricional dos graos,
que sdo usados tanto na alimentacdo humana como na alimentacdo animal. De fato, a maior
parte da produgdo desse cereal no mundo, cerca de 70%, se destina ao consumo animal
(GALVAO et al., 2014). No Brasil, entre 60 a 80% da producdo de milho é utilizada na
composicao de silagem e racdes, sendo a principal fonte de energia na dieta de rebanhos
bovinos, caprinos, ovinos e na avicultura (DUARTE et al., 2015; SARAIVA et al., 2020).

E notdrio que a producdo de milho evoluiu significativamente no Brasil nos dltimos
anos, proporcionando uma alta lucratividade, contudo, a produtividade ainda é afetada em
varias regides devido a muitas areas serem cultivadas continuamente, ndo adotando rotagdo de
culturas o que favorece a ocorréncia de pragas (DUARTE et al., 2015). Dentre as principais
pragas que atacam o milho, S. frugiperda é considerada a mais importante, devido aos enormes
danos causados as lavouras, pela grande frequéncia de ocorréncia e pela dificuldade de seu
controle a partir de métodos convencionais (BARCELOS et al., 2018). Essa praga pode
ocasionar perdas de produtividade de até 70%, se a infestagdo ocorrer nos estagios iniciais da
planta (HRUSKA, 2019).
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2.2 Spodoptera frugiperda

Conhecida como lagarta-do-cartucho, S. frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € considerada a principal praga da cultura do milho, devido aos danos consideraveis
causado as lavouras, a alta frequéncia de ocorréncia e a dificuldade de controle populacional
por métodos convencionais (MORAES et al., 2015; BARCELOS et al., 2018). A lagarta-do-
cartucho € considerada uma espécie altamente polifaga e cosmopolita, atingindo diversas
lavouras no mundo inteiro (DAY et al., 2017). Apresenta alta capacidade de disperséo e grande
voracidade por suas plantas hospedeiras, entre elas algoddo, arroz, alfafa, amendoim, batata,
couve, soja, feijdo, repolho, sorgo, trigo e tomate (GUO et al., 2020).

Spodoptera frugiperda é classificada como holometabdlica, isto €, compreende as fases
de ovo, larva, pupa e adulto (SARMENTO et al., 2002). O inseto adulto € uma mariposa com
aproximadamente 3,5 cm de comprimento, coloracao pardo-escura nas asas anteriores e branco-
acinzentada nas posteriores, com longevidade entre 10 a 12 dias (GALLO et al., 2002). As
fémeas adultas ovipositam na parte superior da folha, e 0 nimero de ovos pode variar de 1500
a 2000 por postura, com tempo para eclosdo entre trés a cinco dias. As larvas recém eclodidas
se alimentam de folhas novas, raspando-as. A fase larval de S. frugiperda passa por sete
instares, com duracdo total entre 14 e 22 dias. Durante essa fase, as lagartas podem atacar
também a base da espiga ou graos leitosos. No fim da fase larval, as lagartas penetram o solo
onde se transformam em pupas, permanecendo neste estagio por cerca de oito a 13 dias
(SARMENTO et al., 2002; GALLO et al., 2002).

As injarias causadas pela S. frugiperda na cultura do milho vao desde a emergéncia até
0 pendoamento e espigamento, podendo ocasionar perdas de produtividade de até 70%, se 0
ataque ocorrer nos estagios iniciais da planta (HRUSKA, 2019). Ap6s o estabelecimento, a
praga permanece ocasionando danos até o final do ciclo da cultura podendo reduzir em até 20%
a producdo do milho apenas pelos danos foliares (GALLO et al., 2002). Ap6s a formagéo do
cartucho, a lagarta se abriga em seu interior dificultando as medidas de controle, principalmente
0 quimico, provocando grandes prejuizos quando ndo manejada (BARCELOS et al., 2018).

As preocupacdes com infestagdes de S. frugiperda ndo se devem somente aos danos
provocados nas plantas, mas especialmente a dificuldade de seu controle. Além da ineficiéncia
do controle de S. frugiperda por meio de produtos quimicos pulverizados, quando a lagarta se
encontra abrigada no cartucho, esse inseto apresenta uma alta resisténcia a diversos produtos
(BACCI et al., 2019). Adicionalmente, o uso inadequado de inseticidas pode levar a eliminagédo

e/ou reducdo de diversas espécies de inimigos naturais que ocorrem nas areas cultivadas e
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adjacéncias, gerando problemas de ressurgéncia da praga-chave, e aumento nas populacgdes de
pragas secundarias causando danos significativos (FAGGION, 2017), além de representar
riscos a saude dos agricultores e consumidores, contaminar o meio ambienta (KEBEDE et al.,
2018). Assim, a alta resisténcia da praga aos produtos utilizados e a eliminagcdo de inimigos
naturais tém sido apontados como 0s principais responsaveis pelo aumento de ataque e
severidade dos danos causados por S. frugiperda (DAY et al., 2017; KEBEDE et al., 2018).

Diante da ineficiéncia do controle quimico e dos problemas gerados pelo seu uso,
surgiram varios métodos de controle alternativos, como 0s organismos transgénicos, que no
caso do milho, contém genes da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (ANGELO
et al., 2010) conferindo resisténcia a planta a algumas espécies de lepidopteros, entre eles S.
frugiperda (SILVA et al., 2019). Entretanto, os agricultores acabam cultivando o milho Bt
durante o ano inteiro sem adogdo de areas de reflgio adequadas (FARIAS et al., 2016). E esse
fator implica em um aumento na pressdo de selecdo em S. frugiperda, contribuindo para o
surgimento de populacbes de lagartas resistentes a toxinas Bt (FARIAS et al., 2016,
BERNARDI et al., 2017). Portanto, para amenizar o impacto da utilizacdo exagerada de
inseticidas quimicos e minimizar o desenvolvimento de resisténcia sobre a tecnologia Bt devido
ao seu uso nao recomendado, a aplicacdo de inseticidas bioldgicos € considerada uma das
estratégias adotadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP), uma metodologia de manejo que
busca adotar técnicas sustentaveis para prevencdo de pragas e doencas na lavoura (SOUZA et
al., 2019).

2.3 Controle microbiano

Diante das implica¢des do uso do controle quimico e da reducéo da eficiéncia do milho
Bt para o controle de S. frugiperda, torna-se fundamental a busca por novos metodos de manejo
de alta eficiéncia e, preferencialmente, com reduzido impacto adverso ao meio ambiente
(BUENO et al., 2017; GUO et al., 2020; GOULART et al., 2011, LOUREIRO et al., 2020).
Para amenizar o impacto da utilizacdo exacerbada de inseticidas quimicos, uma das estratégias
adotadas no MIP é a utilizacdo de agentes de controle bioldgico (LOPES et al., 2018, DIAS et
al., 2019).

O controle bioldgico é definido como o uso de organismos vivos para reduzir a
populacdo de outro organismo, considerado praga (VAN LETEREN et al., 2018). Dentre os
métodos de controle bioldgico, um dos mais aceitos pelos produtores € o controle bioldgico

aumentativo (PARRA, 2014). Nesse tipo de controle, os inimigos naturais, incluindo os fungos
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entomopatogénicos, sdo criados em massa para liberagdo em grande nimero no campo, tanto
para obter controle imediato de pragas, quanto para controle durante varias geracoes
(PARNELL et al., 2016). Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de colonizar insetos
destruindo os tecidos e causando a morte (LACEY et al., 2015). A mortalidade de insetos
suscetiveis a esses fungos ocorre devido a capacidade dos conidios fungicos de se aderir,
germinar, crescer e penetrar a cuticula do hospedeiro, utilizando-o como fonte de nutrientes
para a producdo de conidios no cadaver do hospedeiro (ORTIZ-URQUIZA et al., 2016;
HORTA et al., 2017).

Deste modo, o uso de fungos entomopatogénicos pode diminuir o uso do controle
quimico, devido a sua especificidade, facilidade de manipulacdo e por ndo induzirem o
desenvolvimento de resisténcia (SAFAVI et al., 2017). Além de estabelecerem-se
permanentemente no solo devido a sua capacidade de produzir in6culo sobre insetos mortos,
possuem a capacidade de penetracdo através do tegumento dos insetos (EL-GHANY et al.,
2015). Portanto, tornando-os agentes de controle de pragas eficazes, além de existir tecnologias
para sua producdo e formas de aplicacdo semelhantes aos inseticidas quimicos (GARCIA-
GUTIERREZ et al., 2010).

Os agentes de controle microbiano sdo 0s organismos mais utilizados no controle
bioldgico aumentativo e sdo produzidos por aproximadamente 200 fabricantes, mundialmente
(DUNHAM, 2015). Ha cerca de 209 cepas microbianas de 94 espécies diferentes disponiveis
comercialmente para controle de pragas (GUO et al., 2020). Mundialmente, a América do Norte
possui 0 maior mercado de biopesticidas, seguida pela Europa (RESEARCH AND MARKETS,
2016). No Brasil e no mundo, M. anisopliae e B. bassiana sdo as espécies com maior nimero
de registros de produtos (MOURA et al., 2019), além de ser os entomopatégenos mais
comercializados por empresas e produzido em larga escala (PARRA, 2014).

Os géneros Metarhizium e Beauveria sdo dois grupos de fungos entomopatogénicos
importantes, bem conhecidos mundialmente por possuir uma ampla gama de hospedeiros,
incluindo S. frugiperda (BUTT et al., 2016; LACEY et al., 2015; ERLER et al., 2015). Esta
importancia se da pela capacidade de evitar as respostas imunes do inseto, seu modo de acao
por contato, e atributos importantes que facilitam a producdo em massa em nivel industrial,
como o rapido crescimento in vitro em diferentes meios de cultura (HASEEB et al., 2014).
Dentre os agentes de controle biolégico, os fungos entomopatogénicos como Metarhizium
rileyi, M. anisopliae e B. bassiana vém se destacando-se no controle de lepidopteros-praga,
principalmente sobre lagartas da familia Noctuidae (COSTA et al., 2015; FRONZA et al., 2017;
GUOQ et al., 2020).
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Muitos trabalhos vém sendo realizados com isolados de Metarhizium e Beauveria no
controle do complexo de lagarta do género Spodoptera. Nesse sentido, experimentos de campo
realizados por Mallapur et al., (2018), na india, com M. rileyi sobre milho, relataram uma
reducdo de 58,9 a 62,9% na populacdo da lagarta S. frugiperda. Cruz-Avalos et al., (2019),
avaliando a viruléncia de trés cepas de M. anisopliae, constatou que houve uma mortalidade de
100% dos ovos e larvas de S. frugiperda. Akutse et al., (2019), testando vinte isolados diferentes
de Beauveria e Metarhizium contra ovos e larvas de segundo insta de S. frugiperda, constatou
que os isolados M. anisopliae ICIPE 78 causou mortalidade de 87%, e isolado M. anisopliae
ICIPE 41 causou 96,5% mortalidade em larvas de S. frugiperda.

Embora os fungos sejam importantes no controle de pragas, € importante observar que
a eficacia desses microrganismos, pode ser limitada por fatores abidticos, como a radiacdo
ultravioleta (UV), temperaturas extremas e umidade baixa, que reduzem a viabilidade
dos conidios fangicos (MICHEREFF FILHO et al., 2009; MAINA et al., 2018). Assim,
considerando maneiras alternativas e promissoras para proteger os fungos entomopatogénicos
de condicBes adversas quando liberados no campo, um método alternativo de aplicacdo é
inocular as plantas com os fungos, quais podem se estabelecer como endofitos. Desse modo o
fungo fica protegido contra fatores abidticos, enquanto pode fornecer a planta protecéo contra
pragas, diminuindo o volume de indculo necessario para o controle da praga (GREENFIELD
etal., 2016; VEGA, 2018; BRANINE et al., 2019).

2.4 Fungos entomopatogénicos, relacdo endofitica com plantas e potencial no controle de

pragas

Fungos enddfiticos sdo definidos como fungos que colonizam tecidos internos da planta,
vivendo ali por todo ou parte do seu ciclo de vida, sem causar sintomas aparentes ou danos aos
tecidos da planta (PETRINI, 1991; WILSON, 1995; HYDE et al., 2008). A colonizagéo por
endofitos fungicos pode ocorrer de forma sistémica, pela penetracdo e disseminacao na planta
levando a colonizagdo do apoplasto (QUESADA- MORAGA et al., 2016). Os endofitos
fangicos podem ser encontrados em todas as partes da planta, incluindo o xilema e floema
(ARUN et al., 2015).

Os microorganismos endofiticos tém recebido grande atencdo como uma alternativa ao
controle quimico de pragas (ULRICH et al., 2008). Isso porque, a planta hospedeira fornece

nutrientes para os microrganismos endofiticos, enquanto estes podem produzir substancias que
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ajudam a proteger a planta do ataque de outros microrganismos ou insetos (ALURAPPA et al.,
2018).

Diversos sistemas de defesa das plantas evoluiram para combater ataque de pragas, em
processos que envolvem principalmente a producdo de compostos toxicos que inibem o
desempenho dos insetos (MCCORMICK et al., 2016; ALLEGRUCCI et al., 2018). De acordo
com Martinez-Medina et al. (2016), ap0s exposicdo a patdgenos, insetos ou estresse, plantas
colonizadas com fungos endofiticos mostram inducdo mais rapida de varias células de defesa
em comparagdo com plantas ndo colonizadas. Além da inducédo de resisténcia nas plantas, 0s
fungos endofiticos também atuam infectando o inseto que se alimenta da planta hospedeira,
levando a epizootias que reduzem a populacdo (MC KINNON et al., 2017).

Apesar dos fungos entomopatogénicos serem estudados por muitos anos, sua eficacia
em campo e adocdo comercial é limitada pela suscetibilidade a radia¢do solar e baixa umidade,
além de problemas com aplicacdo em campo, ndo atingindo a praga alvo e auséncia de analise
de custo/ beneficio (VEGA et al., 2018). Assim, a utilizacdo dos fungos na forma endofitica na
agricultura como base de uma estratégia de controle bioldgico contra espécies pragas
especificas, especialmente aquelas que possuem comportamentos que reduzem a exposicao a
inseticidas sintéticos e outros métodos de controle, pode ser bastante vantajoso (RESQUIN-
ROMERO et al., 2016).

Varios géneros de fungos entomopatogénicos atuam como enddéfiticos de variadas
espécies de plantas, e entre os beneficios dessa interagdo, os fungos podem persistir no solo por
longos periodos de tempo (MEDO et al., 2011) e desenvolver associacbes com as raizes das
plantas, ocasionando beneficios no crescimento da planta (LOPEZ et al., 2015; JABER et al.,
2016), na aquisicdo de nutrientes (BEHIE, et al., 2014; SONG, 2015), protecdo contra
fitopatdgenos (JABER, 2015), herbivoria (PARSA et al., 2013) e estresse abidtico (KHAN et
al., 2012).

A introducdo de fungos nas plantas pode ocorrer de forma artificial pela pulverizacéo
foliar, inoculacdo de sementes e encharcamento de solo (RUSSO, 2019). Experimentos de
colonizagéo das plantas com fungos endofiticos tém demonstrado resultados promissores, como
o0s estudos de Ramos et al., (2020) em que utilizou o método de encharcamento de solo com
conidios de B. bassiana e M. anisopliae, no qual se estabeleceram como endofiticos em partes
de plantas de milho e resultou no controle de S. frugiperda em quarto instar larval causando até
87% de mortalidade. Outro estudo promissor foi de Russo et al., (2020), no qual verificaram
que B. bassiana colonizou 100%, 80% e 60% das folhas, caules e raizes de plantas de milho

respectivamente, apos a pulverizagdo foliar, consequentemente causando mortalidade de S.
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frugiperda. Por altimo, Ahmada et al., (2020) inoculando sementes de milho com esporos de
Metarhizium robertsii, ao avaliar a planta no estadio V4, observou que o fungo colonizou 91%
das plantas, e as plantas colonizadas apresentaram-se maiores, com alteracdo na expressédo do
gene de defesa na via de biossintese de acido jasmonico (JA lox1 e opr7), além de suprimir a
taxa de crescimento da lagarta Agrotis ipsilon (Hufnagel).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese do trabalho

Fungos entomopatogénicos sdo capazes de colonizar plantas de milho como
endofiticos, promover o controle microbiano da lagarta-do-cartucho-do-milho S. frugiperda

bem como estimular o crescimento de plantas de milho.
3.2 Objetivo geral

Selecionar isolados de fungos entomopatogénicos com elevada viruléncia para controle
biologico de S. frugiperda via colonizagdo endofitica de plantas de milho. 3.3 Objetivos

especificos

a. Testar a viruléncia de dois isolados de M. anisopliae (ESALQ 818 e LPP M1) e de B.
bassiana (LPP 129 e LPPSP1) sobre S. frugiperda e determinar os isolados ‘mais aptos

a colonizar plantas de milho endofiticamente;

b. Avaliar a metodologia de inoculagdo dos isolados fungicos selecionados na forma
endofitica em plantas de milho e a permanéncia dos fungos em diferentes tecidos da

planta;

c. Avaliar a sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda expostas aos isolados fungicos
selecionados na forma endofitica;
d. Avaliar pardmetros agrondémicos das plantas de milho inoculadas com fungos na forma

endofitica.



21

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Entomologia e Fitopatologia e
em casa de vegetacdo localizados na Cidade Universitaria Paulo VI, Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA), Campus de S&o Luis, Maranh&o (Latitude: -2.53073; longitude: 44.3068;
2°31'51" Sul, 44° 18’ 24" Qeste). A classificacao climatica da regido segundo Koppen-Geiger:
é tropical (Am) com uma época seca. A temperatura media da regido € de 26,8 °C e pluviosidade

média anual de 2.156 mm.

4.1 Selecdo de fungos entomopatogénicos e producao de conidios

Foram obtidos dois isolados de M. anisopliae (ESALQ 818 e LPP M1) e de B. bassiana
(LPP 129 e LPPSP1) da colecdo mantida pelo Laborat6rio de Entomologia e Fitopatologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) para serem utilizados nos
bioensaios. O isolado ESALQ 818 foi coletado de amostras de solo oriundas do municipio de
Piracicaba, So Paulo. O isolado LPP M1 foi encontrado infectando Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae). O isolado LPP 129 de M. anisopliae foi coletado de amostras de solo, do Estado
de Rondénia e o LPP SP1 foi encontrado infectando adulto da broca-do-café Hypothenemus
hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) no municipio de Bom Jardim, Rio de Janeiro.

Para a producdo dos fungos, os conidios dos isolados foram semeados em placas de Petri
esterilizadas contendo meio de cultura sélido (SDA) (4g de dextrose; 1g de peptona; 1g de
extrato de levedura; 8g de Agar e 400 ml de agua destilada), previamente autoclavado a 121°
C, por 20 minutos a 1 atm. Apos a inoculacdo com conidios, as placas foram mantidas em
camara climatizada do tipo B.O.D (Biological Oxygen Demand), a 27° C; 80 +5% UR e fotofase
de 12 horas, durante 10 dias para crescimento e esporulagéo do fungo.

Apds esse periodo, com o auxilio de uma espatula estéril, os conidios foram retirados
da placa de Petri e inoculados em Erlemeyers de 500 ml contendo 100g de arroz parboilizado
e 60 ml de agua destilada, previamente autoclavados. Os Erlemeyers foram mantidos em B.O.D
por 15 dias nas condigbes descritas anteriormente. O processo de coleta de conidios foi
realizado em camara de fluxo previamente desinfetada com alcool 70% e 15 minutos de
exposicao a radiacdo ultravioleta (UV). Para o preparo da suspensdo para utilizar nos ensaios,
os conidios dos fungos foram suspensos em Tween 80 a 0,01% (v/v) e a concentracgdo foi
estimada utilizando um hemocitdmetro Neubauer. Para obter a concentragdo final de 1 x 108
conidios por ml, foram feitas dilui¢Bes seriadas (GURULINGAPPA et al., 2010). A viabilidade



22

dos conidios de cada isolado foi avaliada de acordo com Greenfield et al. (2016).

4.2 Obtencao e criacdo de Spodoptera frugiperda

Os insetos foram obtidos de uma coleta realizada em uma propriedade rural localizada
na cidade de S&o Luis/ MA. As lagartas provenientes do campo foram individualizas em tubos
de ensaio (8,5 cm de altura x 2,5 cm de didmetro) contendo dieta artificial e, posteriormente,
foram acondicionados em sala de criagdo com temperatura (25 £ 1 °C), umidade relativa (70 +
10%) e fotofase de 12 horas.

As lagartas permaneceram nos tubos de ensaio com dieta artificial adaptada de Nalim
(1991) até a fase de pupa, sendo separadas por sexo e colocadas em gaiolas confeccionadas com
tubo de PVC (10 cm de didmetro x 21 cm de altura), fechado na base com um recipiente plastico
forrado com papel e na parte superior com tecido voil. Os tubos de PVC foram revestidos em
seu interior com papel sulfite para facilitar a retirada das posturas. Para a alimentacdo dos
adultos, foi ofertada uma solucdo de mel a 10%. As posturas foram acondicionadas em tubos
de ensaio (8,5 cm de altura x 2,5 cm de didmetro) vedados com algoddo hidrofilo e mantidas
na sala de criacdo nas mesmas condicOes descritas anteriormente, até a eclosdo das lagartas

(NALIM, 1991). Para inicio dos experimentos foram utilizadas larvas da segunda geracéo (F2).

4.3 Bioensaios de viruléncia fangica utilizando isolados de M. anisopliae e B. bassiana

contra larvas de S. frugiperda

Para verificar a viruléncia dos isolados de M. anisopliae (ESALQ 818 e LPP M1) e de
B. bassiana (LPP 129 e LPPSP1) sobre as lagartas de S. frugiperda, foram realizados bioensaios
de contato direto. Foram utilizadas lagartas de 3° instar, as quais foram imersas em suspensoes
de conidios dos quatro isolados (1 x 108 conidios ml ~' em Tween 80 0,01% v/v) e o tratamento
controle somente usando Tween 80 (0,01% v/v) por 10 segundos e transferidas para placas de
Petri com dieta artificial (PARRA, 1999). As placas foram vedadas e mantidas a 25 + 0,5 °C;
fotoperiodo de 12 horas L e 12 escuro. As avaliagdes foram feitas diariamente durante 10 dias.
O experimento teve quatro repeticdes com 20 lagartas por isolado, totalizando 80 lagartas por
tratamento. As lagartas mortas foram transferidas para placas de Petri contendo papel filtro
Umido (cadmara Umida) e colocadas em B.O.D. a 25 £ 0,5 °C para se confirmar a mortalidade e

realizada identificagcdes microscopicas das estruturas vegetativas dos fungos (ALMEIDA,
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2009). Para analises estatisticas, foi utilizado o teste Log-rank (Mantel-Cox) para comparagao
das curvas de sobrevivéncia, e a analise de Kaplan-Meier para o calculo do tempo médio de

sobrevivéncia (Sso) (software: GraphPad Prism).

4.4 Inoculacdo dos fungos e determinacéo da colonizacéo endofitica em plantas de milho

Foram utilizados os dois isolados mais virulentos de acordo com os resultados do
bioensaio acima. A inoculagdo dos conidios dos isolados de M. anisopliae (ESALQ 818) e B.
bassiana (LPP SP1), foi feita por pulverizacao foliar em plantas de milho, de acordo com Russo
et al. (2015). Foram utilizadas sementes de milho da variedade UENF 506-11, livres de
inseticidas ou fungicidas. Antes da inoculacdo, as sementes foram esterilizadas com etanol
(70%) por 2 minutos, hipoclorito de sédio (1,5%) por 3 minutos e triplice lavagem com agua
destilada estéril (AKTUSE et al., 2019). Foi retirada uma aliquota de 20 ul da Gltima agua de
lavagem, a qual foi colocada em meio de cultura SDA e deixada em B.O.D durante 7 dias, para
verificar a eficiéncia da esterilizacdo. Em seguida, as sementes foram secas em papel filtro
estéril em uma cabine de fluxo laminar previamente esterilizada, por 30 min, semeadas em
vasos plasticos de 5L a 4 cm de profundidade, preenchidos com solo estéril adubado com NPK
16-16-16 e mantidos em condi¢do de semi-campo em casa de vegetacdo com sombrite 50% e
regadas quando necessario.

O experimento foi conduzido durante os meses de junho a dezembro de 2021 (Figura
1). Durante esse periodo o municipio de Séo Luis obteve uma amplitude de temperatura de 25
°C a 32 °C com umidade relativa do ar de 71,46 a 86,70%, portanto, a execucao do experimento
ocorreu dentro de niveis aceitaveis para o desenvolvimento da cultura.

Plantas de milho com duas folhas verdadeiras, trés semanas de idade, foram inoculadas
com os conidios dos isolados selecionados e deixadas envoltas com sacos plasticos por 24 h,
com a finalidade de favorecer a colonizacgdo. Antes da inoculagdo, o substrato foi coberto com
papel aluminio, para evitar a contamina¢do com os conidios. Foi utilizado um pulverizador
manual (80 ml) para pulverizar cada muda com 3 ml de suspenséo de conidios em Tween 80 a
0,01% (POSADA et al., 2007). No tratamento controle, as plantas de milho foram pulverizadas

com uma solucgdo de Tween 80 a 0,01%.
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Figura 1. Execucdo do experimento de inoculagdo dos fungos endofiticos em
plantas de milho, via pulverizagdo foliar. A) Semente em meio de cultura,
evidenciando a eficiéncia do método de limpeza das sementes. B) Plantas de milho
com 3 semanas de idade em casa de vegetacdo, prontas para inoculacdo. C)
Protecdo do substrato para aplicacdo da suspensdo de conidios. D) Plantas de
milho envoltas em saco plasticos, apds serem inoculadas.

Foram avaliadas 75 plantas de milho (25 mudas tratadas com M. anisopliae; 25 mudas
tratadas com B. bassiana e 25 plantas controle) quanto a presenga ou auséncia dos isolados
fangicos testados aos 7, 14, 21, 28 e 90 dias ap6s a inoculacdo (DPI), de acordo com Russo et
al. (2015). Cada planta foi separada em raizes, caules e folhas e, em seguida, esterilizadas
superficialmente por imers@es sucessivas em etanol (70%) por 2 min, hipoclorito de sddio (55
g CI/L de alvejante comercial) por 2 min e enxaguada trés vezes com agua destilada estéril. Para
determinar a eficiéncia do método de esterilizacdo das diferentes secdes da planta , foi retirado
uma aliquota 20 ul da dltima dgua de enxague e colocada em meio SDA sélido (REDDY et al.,
2009; MUVEA et al. 2015; PARSA et al. 2016).
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Cada tecido das plantas tratadas e do controle foram cortadas com um bisturi estéril
em pedacos de 0,5 cm?. Seis partes de cada tecido da planta foram colocadas em placas de Petri
com meio SDA (VEGA et al., 2008).

Todas as placas de Petri foram mantidas a 27 °C em B.O.D (fotofase 12:12a25°C) e
examinadas apos 7 dias de incubacdo. No momento em que os fungos foram observados na
interface do tecido da planta com a superficie do meio de cultura, as estruturas dos fungos foram
reisolados em meio SDA, e cultivadas até o aparecimento de conidioforos, para identificacdo
morfoldgica dos géneros (LACEY, 2015). Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado e os dados foram expressos em frequéncia de colonizagéo (FC); onde a frequéncia
de colonizacdo (FC) = (numero de secdes de plantas colonizadas/ numero total de secdes de
plantas examinados) x 100 (PETRINI; FISHER, 1986). Para analise dos dados foi realizada a
andlise de variancia de uma via (ANOVA) e os grupos de médias foram comparados através do
teste de Tukey, utilizando o software SIGMA PLOT.

Figura 2. Avaliacdo do estabelecimento dos fungos nas plantas, ap6s a
inoculagdo. A) Coleta de cinco plantas aleatorias para posterior limpeza com
agua corrente e seccao das partes. B) Partes das plantas seccionadas que foram
avaliadas quanto a presenca dos fungos. C) Placa de Petri com meio de cultura
SDA, com seis pedagos de raiz. D) com seis pedacos de caule. E) com seis
pedacos de folha.
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4.5 Avaliagéo dos parametros agrondémicos

Com o objetivo de avaliar o crescimento das plantas associadas aos fungos ESALQ SP1
e ESALQ 818, cinco plantas tratadas e cinco plantas do controle pulverizadas com Tween 80,
foram escolhidas de forma aleat6ria para a medicdo dos seguintes parametros: diametro do
caule (mm; com Vernier caliper); altura da planta (cm; com uma régua de ago); contagem de
numero de folhas; comprimento da raiz (cm), e area foliar (cm). O calculo da area foliar foi
realizado com a multiplicacdo do comprimento pela largura da mesma folha, seguido de
multiplicacdo de um fator de 0,77 para o ajuste (FRANCIS et al., 1969). Esses parametros foram
estimados em 15, 30 e 90 DPI. Esse método de medir folhas foi utilizado por ser simples e ndo
destrutivo as plantas. Os valores médios para os dados de crescimento da planta foram

analisados para diferencas estatisticas usando ANOVA de uma via (software SIGMAPLQOT).

4.6 Sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda expostas a plantas de milho colonizadas

endofiticamente com M. anisopliae ou B. bassiana

As folhas de milho colonizadas com os isolados ESALQ 818 de M. anisopliae e LPP
SP1 de B. bassiana, foram oferecidas as larvas de S. frugiperda, conforme descric¢éo anterior.
As folhas foram removidas das plantas a 28 DPI, periodo em que o experimento anterior havia
confirmado 100% de colonizagdo. Em seguida, secdes de folhas (2 cm x 1cm) tratadas com
fungos e folhas sem tratamento, foram colocadas em placas de Petri (90 mm x 15 mm) contendo
papel filtro Umido, e uma larva de 3° instar de S. frugiperda foi colocada individualmente em
cada placa de Petri (MAGRINI et al., 2015). A taxa de sobrevivéncia de um total de 80 larvas
de S. frugiperda foi avaliada diariamente, durante 10 dias, e folhas frescas (ndo colonizadas
com fungo) foram colocadas para alimentacdo das larvas nas placas de Petri em cada dia de
avaliacdo. As larvas mortas foram removidas diariamente e colocadas em placas de Petri com
papel de filtro levemente umedecido para avaliar a conidiogénese. Os dados da taxa de
sobrevivéncia dos insetos foram analisados usando o programa estatistico GraphPad Prism 7,
como descrito anteriormente. Para este bioensaio foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado e foram realizadas quatro repeti¢cdes com 20 larvas de 3° instar de S. frugiperda
para os isolados ESALQ 818 de M. anisopliae, LPP SP1 de B. bassiana e controle, totalizando
80 lagartas para cada tratamento. As larvas do grupo controle receberam folhas ndo tratadas

com fungos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioensaio de viruléncia fangica via contato direto com conidios dos isolados de M.

anisopliae e B. bassiana

Todos os isolados de M. anisopliae e B. bassiana testados apresentaram patogenicidade
a larvas de 3° instar de S. frugiperda apds o contato direto dos insetos com as suspensdes
fangicas. Os isolados ESALQ 818 de M. anisopliae e LPP SP1 de B. bassiana foram os mais
virulentos a S. frugiperda em comparagdo com os isolados LPP 129 e LPP M1. Ao comparar
as curvas de sobrevivéncia entre tratamentos (teste Log-Rank), foi observado que larvas de S.
frugiperda tratadas com os isolados fungicos apresentaram menor percentual de sobrevivéncia
em contraste ao controle (X% = 339,3; g.I = 4; P < 0,0001) (Figura 3).

O tempo médio de sobrevivéncia (dias) variou entre tratamentos (x? = 53,43; g. = 4; P
< 0,0001). Os dois isolados mais virulentos foram M. anisopliae (ESALQ 818) e B. bassiana
(LPP SP1), com tempo médio de sobrevivéncia (dias) de 3 dias, respectivamente; enquanto B.
bassiana (LPP 129) obteve a Sso de 6 dias. Ao final do experimento, o isolado M. anisopliae
LPP M1 demonstrou pouca viruléncia a S. frugiperda , com 65% de sobrevivéncia das larvas,
portanto ndo gerando valor de Sso. E importante ressaltar que a taxa de sobrevivéncia percentual
final, apds 10 dias, foi diferente para todos os quatro isolados. Para os dois isolados mais
virulentos (ESALQ 818, LPP SP1) ao sexto dia apds a avaliacdo, havia 95% e 100% de

mortalidade, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda ap0s exposicdo a
conidios de M. anisopliae ESALQ 818 e LPPM1,; B. bassiana LPP 129 e LPP SP1. Os
resultados foram submetidos a ANOVA, com quatro repeti¢des por isolado. Oitenta
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insetos foram utilizados por isolado. As larvas do grupo controle foram tratadas apenas
com Tween 80 (0,01% v / v). Barras de erro padrao (SE).

Os resultados foram semelhantes aos descritos por Ramos et al., (2020), ao
demonstrarem que os isolados M. anisopliae Ma-30 e B. bassiana Bb-18, causaram
mortalidade de larvas de 2° e 4° instar de S. frugiperda no terceiro e quarto dia ap6s o
tratamento, respectivamente. Ainda nesse estudo, para as larvas de 2° instar houve mortalidade
de 100% até o nono dia apos aplicacdo dos tratamentos e para as larvas de 4° instar a mortalidade
méaxima foi de 75%. Em nossos estudos, a taxa de sobrevivéncia do grupo controle, ap6s 10
dias, foi de 92%. Em geral, a conidiogénese foi observada em 74% dos cadéveres de insetos

expostos ao fungo e nenhuma conidiogénese foi observada no controle (Figura 4).

A) B

Figura 4. Resultados do bioensaio de viruléncia, confirmando a conidiogénse dos
isolados em larvas de 3° instar de S. frugiperda. A) Conidiogénese ap6s a morte de
larvas de S. frugiperda colonizadas pelo isolado B. bassiana LPP 129. B)
Conidiogénese do isolado M. anisopliae ESALQ 818. C). Conidiogénese do isolado
B. bassiana LPP SP1. D) Conidiogénese do isolado M. anisopliae LPP ML1.

Embora 34% das larvas expostas ao isolado LPP129 tenham sobrevivido ao décimo dia
de avaliagéo, e 0s sobreviventes tenham passado para a fase de pupa, esses insetos apresentaram
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mal formag6es morfoldgicas (observacédo visual). Das pupas que conseguiram passar ao estagio
seguinte, os adultos também apresentaram deformacdes morfoldgicas, consequentemente, ndo
conseguiram completar o ciclo de vida (Figura 5). Resultados semelhantes foram observados
por Gustianingtyas et al., (2021) e Herlinda et al., (2020), os quais, investigando a
patogenicidade de fungos do género Beauveria e Metarhizium contra S. frugiperda, observaram
que as larvas, pupas e adultos apresentavam mal formacGes, apos serem inoculados com os
conidios de fungos. Da mesma maneira, Souza et al., (2020), analisando viruléncia fangica de
isolados de M. anisopliae e B. bassiana contra Helicoverpa armigera observaram que somente
o0 isolado B. bassiana IBCB 1363 causou deformidades em pupas e adultos.

Figura 5. DeformacOes em pupas de S. frugiperda provenientes de larvas
inoculadas com conidios fungicos do isolado B. bassiana LPP129 (A e B); adulto
deformado (C) e pupa de S. frugiperda que ndo completou ecdise (D).

A infeccdo nos insetos ocorre quando os conidios do fungo germinam, crescem e
penetram a cuticula do hospedeiro, utilizando-o como fonte de nutrientes para a producdo de
conidios (ORTIZ-URQUIZA et al., 2016; HORTA et al., 2017. Durante 0 processo
germinativo, a velocidade em que a estrutura reprodutiva do fungo consegue penetrar a cuticula
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do inseto depende do isolado, das condi¢cGes ambientais e principalmente de mecanismos
comportamentais, fisiologicos e imunoldgicos do inseto, que podem impedir a germinacgédo do
esporo (VEGA, 2018). Portanto, esses fatores citados, podem refletir em diferencas na producéo
de enzimas e toxinas e como as mesmas afetam o inseto, influencia também na adesé&o,
velocidade de germinacdo de conidios, atividade de penetracdo da cuticula, bem como na
capacidade de colonizacao e especificidade dos fungos (CONCESCHI, 2017).

Os isolados ESALQ 818 de M. anisopliae e LPP SP1 de B. bassiana , tiveram resultados
semelhantes quanto a viruléncia, ao contrério do isolado LPP M1 que foi de baixa viruléncia.
Diferentemente dos dois isolados mais virulentos, o isolado LPP 129, mostrou-se
medianamente virulento (Figura 3), com um maior tempo de Sso, em que as lagartas
sobreviventes chegaram até a fase de pupa, na qual ocorreu malformagdes morfoldgicas,
levando-as a morte. Essas variacdes de resultados de viruléncia podem estar relacionadas a
producdo de enzimas extracelulares e toxinas e ao processo de infec¢do dos fungos, que incluem
a adesdo, penetracdo e colonizacgdo dos fungos em insetos (MORA et al., 2016; MASCARIN et
al., 2016; MANNINHO et al., 2019).

As deformacgdes morfologicas observadas em larvas tratadas com o isolado LPP 129,
podem ser explicadas pelo sistema de defesa dos insetos, que é composto por barreiras
estruturais presentes na cuticula e respostas contra elementos estranhos que alcancam a
hemocele, local de colonizagdo dos fungos entomopatogénicos (BIANCO et al., 2015). Os
fungos agem no tegumento, e para que o fungo consiga penetrar a cuticula do inseto, envolve
uma secrecdo de diversos compostos, tais como, enzimas hidroliticas (proteases, quitinases,
lipases), que sdo responsaveis pela degradardo da cuticula e também por suprimir a resposta
imune do inseto (MORA et al., 2016). O tegumento do inseto € uma barreira que ao ser rompida,
uma variedade de mecanismos celulares e hormonais sdo desencadeadas, resultando em
resposta imunologica (SAFAVI et al., 2017). Durantes essas respostas, 0s insetos perdem
proteinas e lipideos essenciais no processo de ecdise, fundamental para completar o ciclo (QU
e WANG, 2018). Portanto, para formacao das novas cuticulas, esse processo pode estar ligado
aos nutrientes que sdo obtidos na fase de lagartas (LOUREIRO et al., 2020), isso poderia
explicar a mal formagdo das pupas e a ndo emergéncia dos adultos, observadas no presente

estudo.
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5.2 Inoculagdo dos fungos e determinacéo da colonizagédo endofitica em plantas de milho

A avaliacédo da colonizacéo dos isolados ESALQ 818 de M. anisopliae e LPP SP1 de B.
bassiana , inoculados via pulverizacdo foliar, confirmou nossa hipétese que os fungos
conseguem colonizar plantas de milho. A presenca endofitica dos fungos foi verificada nas
plantas tratadas com os isolados , e conforme desejado ndo foram observados fungos
entomopatogénicos na forma endofitica no grupo controle (Figura 6). A porcentagem de
colonizacdo foi calculada de acordo com a presenca ou auséncia dos isolados, sendo avaliada
nas diferentes partes vegetais, descrita como contagem positiva (presenca do fungo) e contagem
negativa (auséncia do fungo). Através da ANOVA de uma via, foi comparado as taxas de
colonizacao entre os tempos de avaliacdo (7, 14, 21, 28 e 90 dias ap0s a inocula¢do). Nenhum
crescimento fangico foi observado na Ultima dgua de enxdgue e em placas com sementes
desinfestadas, comprovando a eficacia do procedimento de desinfestacdo da superficie dos
tecidos, portanto, confirmando que os fungos que cresceram a partir dos pedacos de plantas

eram endofitos.

Figura 6. Resultado da inoculacdo dos isolados ESALQ 818 de M.
anisopliae e LPP SP1 de B. bassiana, via pulverizacdo foliar em plantas
de milho, evidenciando o crescimento dos fungos dos tecidos das plantas.
A), B) e C) Fungo B. bassiana LPP SP1 crescendo de tecidos foliares. D)
Fungo ESALQ 818 de M. anisopliae crescendo de raiz. E) Fungo ESALQ
818 de M. anisopliae crescendo de caule. F) Fungo ESALQ 818 de M.
anisopliae crescendo de folhas de milho.
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Analisando a colonizagdo dos fungos entomopatogénicos na forma endofitica, em cada
parte da planta ao longo do tempo, foram verificadas diferencas significativas quanto a
porcentagem de colonizacao nas raizes para o isolados ESALQ 818 de M. anisopliae. O isolado
ESALQ 818 (P = 0,431; F= 1) registrou apenas 6% de colonizacéo nas raizes aos 7 DPI, ndo
permanecendo ao longo do tempo (Figura 7). J& para o isolado LPP SP1 (P = 0,450; F= 0,963)
ndo foi verificado colonizando as raizes das plantas aos 7 DPI, porém, o isolado teve sua
presenca confirmada de 14 a 90 DPI (Figura 8).
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Figura 7. Porcentagem de colonizagéo de M. anisopliae ESALQ 818 em raiz
de plantas de milho, ao longo do tempo em dias ap0s a inoculagéo (7, 14, 21,
28 e 90 dias). Barras de erro padrdo (EP). O fungo ndo foi detectado nos
tempos 14, 21, 28 e 90 dias.
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Figura 8. Porcentagem de colonizacdo de B. bassiana LPP SP1, em raiz de plantas
de milho, ao longo do tempo (dias) apos a inoculacdo (7, 14, 21, 28 e 90 dias).
Barras de erro padrdo (EP). Ndo houve diferenca estatistica entre os dias de
avaliagéo.

Diferentemente da raiz, os tecidos caulinares apresentaram maiores porcentagens de
colonizacdo para ambos os isolados. O isolado ESALQ 818 (P = 0,315; F= 1,269) obteve
colonizacdo endofitica com contagens positivas para os caules no periodo de 7 a 28 DPI,
chegando a 30% aos 28 DPI (Figura 9). O isolado LPP SP1 (P = 0,330; F = 1,229) também
obteve colonizagdo endofitica nos caules do 7 a 90 DPI, chegando a 29,8% aos 90 DPI, nao
havendo diferencas estatisticas para nenhum dos isolados (Figura 10).
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Figura 9. Porcentagem de colonizagdo de M. anisopliae ESALQ 818
em caule de plantas de milho, ao longo do tempo (dias) apos a
inoculacdo (7, 14, 21, 28 e 90 dias). Barras de erro padrdo (EP). Ndo
houve diferenca significativa entre os dias de avaliagao.
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Figura 10. Porcentagem de colonizagdo de B. bassiana LPP SP1, em
caule de plantas de milho, ao longo do tempo (dias) apds a inoculacéo
(7, 14, 21, 28 e 90 dias). Barras de erro padrdo (EP). N&o houve
diferenca significativa entre os dias de avaliacao.

Com relagdo ao tecido foliar, foram quantificadas as maiores porcentagens de
colonizacao para os dois isolados aos 90 DPI, em comparagdo com os outros tecidos avaliados.
Neste estudo, o isolado ESALQ 818 (P= 0,085; F= 2,387) permaneceu no tecido foliar dos 7
aos 90 DPI, com maior valor aos 90 DPI com 66% de colonizacdo endofitica, porém néo
havendo diferencas estatisticas entre os periodos avaliados (Figura 11). J& o isolado LPP SP1
(P = 0,001; F= 13,048) apresentou diferenca significativa ao longo do tempo, em que 90 DPI
apresentou 86,4 % de colonizacao, seguido de 14 e 28 DPI com 56,4 % e 63% respectivamente
(Figura 12). Esses resultados demonstram que os dois isolados utilizados conseguem persistir
por bastante tempo em caules e folhas na forma endofitica. Portanto, 0s mesmos foram
introduzidos em plantas de milho pelo método de inoculacdo foliar e utilizados no proximo
bioensaio, para verificar o efeito da colonizacdo da planta com fungos entomopatogénicos
endofiticos contra S. frugiperda.
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Figura 11. Porcentagem de colonizagdo de M. anisopliae ESALQ 818
em folhas de plantas de milho, ao longo do tempo (dias) apds a
inoculacdo (7, 14, 21, 28 e 90 dias). Barras de erro padrdo (EP). Néao
houve diferenca significativa entre os dias de avaliagao.

mm PP SPi

100 1

80 1

a
b ab
60
C
40
C
20 |
0
7 14 21 28 90

Dias ap6s moculagao

Porcentagem de colonizagao das folhas (%)

Figura 12. Porcentagem de colonizacao de B. bassiana LPP SP1, em folhas
de plantas de milho, ao longo do tempo (dias) ap6s a inoculacéo (7, 14, 21,

28 e 90 dias). Barras de erro padrdo (EP). Médias seguidas por letras
diferentes indicam diferencas estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey, da
presenca do fungo na folha ao longo do tempo.

No presente estudo, a inoculacdo de M. anisopliae e B. bassiana em plantas de milho
resultou em uma colonizacdo duradoura. Rajab et al., (2020), ao testarem varios métodos de
inoculacdo de B. bassiana em plantas de pepino, , observaram que o fungo permaneceu até 90
DPI em tecidos caulinares e foliares. Assim como Russo et al., (2020), ap6s inocular B.
bassiana via pulverizacgao foliar em plantas de milho, observaram que o fungo esteve presente

nos tecidos foliares até 30 DPI. Adicionalmente, Ramos et al., (2020) ao inocular isolados de
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M. anisopliae e B. bassiana em plantas de milho, observou colonizagdo positiva dos fungos até
28 DPI, através de encharcamento de solo.

O estabelecimento das duas espécies de fungos como enddfitos em caules e folhas
mostrou um aumento significativo na porcentagem de colonizac¢ao ao longo do tempo. Embora,
o isolado LPP SP1, apresentou baixa porcentagem de colonizacao nas raizes, ainda houve um
pequeno aumento ao longo do tempo. Ao contrario do isolado ESALQ 818 que teve uma
colonizacdo minima nas raizes e sem persisténcia. Vale destacar os resultados de colonizagéo
nos tecidos foliares, que para os dois isolados, observou-se maior contagem positiva dos fungos,
principalmente para o isolado LPP SP1, que aos 90 DPI chegou a uma porcentagem de
colonizacdo de 86%. Nossos resultados contrastam com os estudos de Russo et al., (2020) e
Ramos et al., (2020) em que houve uma maior colonizacdo de M. anisopliae nas raizes do que
em folhas e caules de milho, apds pulverizacdo foliar. Entretanto, o presente estudo esta de
acordo com varios trabalhos anteriores (Dutta et al., 2015; Mantzoukas et al., 2015; Kaushik
et al., 2016; Ahmada et al., 2020) em que detectaram colonizacdo endofitica de Metarhizium
spp. e B. bassiana em tecidos foliares e caule de plantas de milho. Entretanto, a persisténcia e
0 local da planta em que a colonizacdo de fungos entomopatogénicos endofiticos se
estabelecem, podem ser influenciadas por espécies e isolados de fungos, as espécies da planta,
tecidos diferentes das plantas hospedeiras, e 0 método de inoculacdo (VEGA et al., 2018;
AHMADA et al., 2020).

Por exemplo, a inoculagdo de isolados de M. anisopliae em sementes da leguminosa
Vicia faba, resultou na colonizagdo endofitica do tecido radicular aos 30 dias ap6s a inoculacao
da semente e 7 dias apds a inoculacdo do solo (AKELLO et al., 2012). Plantas de feijdo-caupi
e pepino cultivadas a partir de sementes inoculadas com diferentes isolados de Metarhizium.
robertsii e Metarhizium acridum, mostraram colonizacdo endofitica tanto do tecido foliar
quanto radicular (GOLO et al., 2014). Russo et al., (2020) verificaram que B. bassiana
colonizou 100%, 80% e 60% das folhas, caules e raizes de plantas de milho respectivamente,
apos a pulverizacéo foliar. Outra observacgéo, segundo Kaushik et al., (2016) é que a inoculagédo
de plantas por pulverizacdo foliar com M. anisopliae ou B. bassiana pode favorecer a
colonizagdo foliar, enquanto a inoculagdo no solo favorece a colonizagdo radicular. A maior
colonizacdo e a frequéncia de deteccdo em o6rgdos da planta proximos ao local de inoculagéo
podem ajudar a explicar uma maior detec¢do nas raizes do que nas folhas (GREENFIELD et
al., 2016). Assim como interacfes genotipo especificas entre enddfitos e seu hospedeiro podem
influenciar grandemente o grau e a persisténcia da relacdo endofitica (TEHERAN-SIERRA et
al., 2021).



38

No presente estudo, ao analisar a persisténcia dos fungos até a fase de florescimento do
milho, foi possivel detectar os isolados de B. bassiana e M. anisopliae por até 90 dias na planta,
principalmente nos tecidos caulinares e foliares, de forma crescente ao longo do tempo. A
persisténcia de fungos endofiticos por um longo periodo de tempo na planta, também foi
observada por Brownbridge et al., (2012) que re-isolaram B. bassiana de mudas de pinus, 120
dias ap6s os tratamentos de imersdo das raizes e tratamento de sementes. Estudos de Rajab et
al., (2020), testando cinco métodos diferentes de inoculacdo de B. bassiana em plantas de
pepino (pulverizacdo de sementes, tratamento de sementes, pulverizacdo foliar, encharcamento
de solos e encharcamento de mudas), observou que todos os métodos de inoculagéo resultaram
no estabelecimento endofitico do fungo em plantas de pepino e o fungo sobreviveu no interior
da planta por até 90 DPI. Os mesmos autores ainda observaram maiores de taxas de colonizacéo
nas folhas e caules do que nas raizes, portanto, os achados desta pesquisa estdo em linha com
Rajab et al., (2020) .

5.3 Avaliacao dos parametros agronémicos

Os resultados das analises dos parametros agrondmicos indicaram efeito positivo e
significativo no desenvolvimento e crescimento da planta (altura da planta, comprimento de
raiz, diametro do caule, nimero de folhas e area foliar) apds a colonizacdo por M. anisopliae
ESALQ 818 ou B. bassiana LPPSP1. As medias de fatores de desenvolvimento das plantas
apos colonizacdo endofitica foram comparadas utilizando Teste de Tukey.

Aos 15 dias ap0s a inoculacdo, ndo foi observada diferenca significativa entre as plantas
dos tratamentos e do controle para o nimero de folhas, ou seja, todas as plantas permaneceram
com 6 folhas. Ndo houve diferencas estatisticas entre as plantas tratadas com ESALQ 818 e
LPP SP1 nos parametros altura de planta (cm), variando de 31,2 a 33,4 cm (F = 6,830; P =
0,010) e comprimento de raiz (F =6,727; P = 0,011) em que variou de 10,2 a 11,8 cm e os dois
tratamentos diferiram estatisticamente do controle, comprovando que plantas inoculadas com
enddfitos, tornaram-se maiores (Figura 13 B, C). Quanto a area foliar (F= 45,415; P = <0,001)
e diametro do caule, houve diferencas estatisticas entre os isolados testados e o controle.
Observa-se que plantas inoculadas com LPP SP1 possuiram maior area foliar (media de 128,5
cm?) e plantas inoculadas com ESALQ 818 tiveram um maior didmetro de caule (19,9 mm)
(Figura 13 A, D).
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Figura 13. Dados agronémicos de plantas de milho, aos 15 dias ap6s a inoculacdo. A) Area
foliar. B) altura de planta. C) comprimento da raiz. D) didmetro de caule. Barra de erro padrédo
(EP). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Aos 30 dias de avaliacdo ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos
ESALQ 818 e LPP SP1, para o comprimento raiz, em que mediram 21,20 e 20,8 cm
respectivamente (F = 47,370; P = <0,001) e area foliar (F = 33,855; P = <0,001) que variou
entre 191,3 a 207,3 cm? e para nimero de folhas (todas obtiveram 9 folhas), em que pode-se
observar que plantas inoculadas tiveram um melhor desenvolvimento, em comparagédo com o
controle, em que mediu 99,2 cm? (Figura 14 A e C). Em relagéo a altura de planta (F= 52,286;
P = <0,001) e diametro do caule (F = 14,166; P = <0,001), houve diferencas estatisticas entre
todos os tratamentos. Observa-se que as plantas inoculadas com ESALQ 818 obtiveram 41,6
cm de altura e 26 mm de diametro de caule, foram superiores a plantas inoculadas com LPP
SP1 e controle, em que as medidas variaram 33 a 38,2 cm de altura e 12 a 20 mm de didmetro

de caule. Entretanto, LPP SP1 foi superior ao controle (Figura 14 B e D).
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Figura 14. Dados agrondmicos de plantas de milho aos 30 dias apds a inoculacdo: A) Area
foliar, B) altura de planta, C) comprimento da raiz e D) diametro de caule. Barra de erro padréo
(EP). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Da mesma forma, aos 90 dias, foram observadas diferencas significativas para: Altura
de planta (F = 53,965; P = <0,001), comprimento raiz (F = 77,958; P = <0,001), didmetro do
caule (F = 92,444; P = <0,001) em que as plantas inoculadas com LPP SP1 foram superiores a
plantas inoculadas com ESALQ818 e ao controle (Figura 15 B, C e D). As plantas tratadas
com LPP SP1 obtiveram 156,2 cm de altura, 87 cm de comprimento de raiz e 55 mm de
didmetro de caule. J& as plantas tratadas com ESALQ 818 obtiveram 151,6 cm de altura, 82,4
cm de comprimento de raiz e 50mm de diametro de caule. Quanto ao numero de folhas (18
folhas) e &rea foliar (F = 32,571; P = <0,001), ndo houve diferenca estatistica entre os dois
isolados de fungos em que variou de 420,4 a 423,2 cm e 0s dois foram superiores ao controle,
ao medir 325,1 cm (Figura 15 A).
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Figura 15. Dados agronémicos de plantas de milho, aos 90 dias ap6s a inoculacdo. A) Area
foliar. B) altura de planta. C) comprimento da raiz. D) didmetro de caule. Barra de erro padrao
(SE). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p <0,05) pelo teste de Tukey.

Vega (2018) cita trabalhos mostrando que os fungos entomopatogénicos endofiticos
podem estimular o crescimento das plantas. No presente estudo, o desenvolvimento da planta
foi monitorado durante um periodo de 90 dias ap0s a inoculacdo com isolados de M. anisopliae
e B. bassiana, constatando que houve diferencas nos parametros agronémicos avaliados, ao
comparar os tratamentos entre si. Estudos com aplicacdo de fungos entomopatogénicos de
modo endofitico em plantas de milho também observaram diferencas na parte aérea da planta.
Lira et al. (2020) demonstraram a capacidade de diferentes isolados de M. anisopliae em
estimular altura da planta, area foliar e comprimento de raiz em avalices até 30 dias apos a
inoculagdo. Ahmada et al., (2019) também obtiveram plantas de milho maiores em avaliagdes
realizadas no estadio V4, apos a inoculacdo de M. robertsii. Da mesma maneira, estudo de
Russo et al., (2020) inoculando B. bassiana via pulverizagéo foliar em plantas de milho, em
avaliagdes dos parametros agronémicos, como altura de planta e nimero de folhas, até 30 dias

DPI, observaram um incremento no desenvolvimento das plantas.



42

O incremento de &rea foliar, altura de planta, didmetro de caule e comprimento de raiz
em plantas tratadas com isolados de M. anisopliae e B. bassiana, indica claramente que existe
uma interacdo entre fungo e planta. Segundo alguns, esta interacdo possibilita um aumento no
desenvolvimento vegetativo de plantas hospedeiras e, consequentemente, aumento na producéo
(ENKERLI, 2016; CANASSA et al., 2019).

Neste estudo, foi comprovada que a aplicacéo via pulverizacéo foliar de M. anisopliae
e B. bassiana, em plantas de milho, resultou em colonizacdo dos fungos e com isso, pode-se
observar diferencas no desenvolvimento das plantas tratadas. Assim como estudos de Liao et
al., (2014), Sanchez-Rodriguez et al. (2018), Ahmada et al., (2020), Ramos et al., (2020), Wei
et al. (2020), que confirmaram a presenca de B. bassiana e M. anisopliae endofitico através da
colonizacdo da planta com o método pulverizacdo foliar e também observaram influéncia
positiva do endofitico em parametros agrondmicos das plantas estudadas.

No presente estudo, as respostas de incremento no crescimento das plantas de milho
foram diferentes entre os isolados ESALQ 818 e LPPSP1. Foi observado um aumento
significativo da altura de planta, comprimento de raiz e area foliar pelo isolado B. bassiana LPP
SP1 até os 90 dias DPI, enquanto que o didmetro de caule foi maior em plantas inoculadas por
M. anisopliae ESALQ 818, em comparacdo com LPP SP1 e controle. Outros estudos também
observaram variacdo no crescimento de plantas inoculadas por diferentes isolados do fungo do
género Metarhizium (LIAO et al., 2014; LIRA et al., 2020).

A interacdo positiva entre fungo-planta, pode ocorrer por varios fatores e um deles, a
existéncia de translocacdo de nutrientes entre planta e fungos entomopatogénicos (BEHIE et
al., 2017). O incremento de biomassa e o crescimento vegetativo de plantas inoculadas pelo
fungo pode ser dependente da disponibilidade de nutrientes do solo cultivado (TALL,;
MEYLING, 2018). Alguns estudos demonstram que M. anisopliae e B. bassiana na forma
endofitica podem ser capazes de induzir a secre¢do de proteinas relacionadas a fotossintese e
ao estresse (AHMADA et al., 2019). Além de aumentar o acimulo dos nutrientes como boro,
cobre, fosforo, manganés e zinco disponivel para a planta (ALVEZ et al., 2021) e também o
aumento de alcaloides devido a sintese de metabolitos secundarios (ESPINOSA et al., 2020).
Adicionalmente, o crescimento das plantas colonizadas por B. bassiana pode ser desencadeado
pelo aumento na biodisponibilidade de macro e micro nutrientes, tais como solubilizagéo de
fosfato, aumento da disponibilidade nitrogénio e aumento da concentracdo de calcio
(ZITLALPOPOCA-HERNANDEZ et al., 2017; PAL E GHOSH, 2018; BARRA-BUCAREI et
al., 2020). Além da questdo nutricional, estudos mostram que alguns fungos

entomopatogénicos, como M. anisopliae e B. bassiana ainda séo capazes de produzir e regular
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hormonios de crescimento em plantas, como a auxina, citocinina, giberelina e etileno (BEHIE
etal., 2017; LIAO et al., 2017; KRELL et al., 2018).

As espécies de fungos do género Beauveria e Metarhizium por serem frequentemente
isolados do solo, possuem uma relagdo proxima com o ambiente terrestre (VEGA et al., 2018).
Entretanto, as comunidades microbianas associadas a rizosfera sdo fortemente influenciadas
por espécies de plantas e caracteristicas do solo em um agroecossistema (SANCHEZ-
FERNANDEZ et al., 2016). Assim, a presenca de endofiticos pode variar em fungdo dos
estadios de crescimento da planta, local em que esta cultivada e época do ano (TEHERAN-
SIERRA et al., 2021). Variadas espécies de plantas fornecem diferentes recursos especificos
como exsudatos de raizes, metabdlitos e outros compostos benéficos associados a rizosfera
(TIEMANN et al., 2015). Estima-se que, 80% dos microrganismos presentes na rizosfera
produzem reguladores de crescimento vegetal com capacidade de regular varios processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas, através de alteracdes morfoldgicas
e fisioldgicas (BATISTA et al., 2018). Portanto, é notorio que a associacdo fungo-planta é
bastante vantajosa, pois nesta interacdo, os fungos auxiliam na mineralizacao, permitindo uma
melhor absorcéo de nutrientes (DA SILVEIRA et al., 2019).

Resultados mostrados acima demonstram ser importantes, pois além dos fungos
endofiticos promoverem controle de pragas, ainda estimulam o desenvolvimento das plantas.
Entretanto, sdo necessarios estudos sobre a relacdo fungos endofiticos e hospedeiros, pois 0s
fungos endofiticos sdo um dos componentes mais importantes no agroecossistema, por possuir
influéncia positiva no hospedeiro, promovendo tanto o desenvolvimento quanto protecdo contra
insetos e doencas (McKINNON et al., 2017; VEGA et al., 2018; TEHERAN-SIERRA et al.,
2021).

5.4 Sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda expostas a plantas de milho colonizadas

endofiticamente com M. anisopliae ou B. bassiana

Larvas de S. frugiperda do 3° instar foram oferecidas folhas de milho inoculadas
endofiticamente (via pulverizacdo foliar) com os isolados ESALQ 818 e LPPSP1, os mais
virulentos e mais aptos a colonizarem as plantas de acordo com os bioensaios de viruléncia e
de colonizagdo. A sobrevivéncia das larvas foi afetada pela exposicdo a folhas de milho
colonizadas com os isolados flngicos testados (x>= 182,6, gl= 2, P < 0.0001) (Figura 16).

Larvas que foram expostas as folhas colonizadas por ESALQ 818 e LPPSP1, apresentaram
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valores de sobrevivéncia de 3,6 e 4,8%, respectivamente depois de 3 dias de exposicao, gerando
um valor de Sso de 3 dias para os dois isolados. Aproximadamente 96% das larvas morreram
até o 7° dia de avaliacdo, enquanto no tratamento controle a sobrevivéncia foi acima de 90%.

Entretanto, ndo houve conidiogénese nos cadaveres das larvas mortas.
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Figura 16. Sobrevivéncia de larvas de 3° instar de S. frugiperda ap6s consumo de folhas de
milho colonizadas endofiticamente pelos isolados M. anisopliae (ESALQ 818) e B. bassiana
(LPPSP1). As plantas controles foram tratadas somente com Tween 80 (0,01%).

A utilizacdo de fungos na forma endofitica através do método de pulverizacdo foliar
mostrou-se ser um potencial método de controle de S. frugiperda. As curvas de sobrevivéncia
mostraram uma rapida mortalidade das larvas de S. frugiperda durante um periodo de 6 dias.
Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana apresentaram eficacia semelhante
em reduzir sobrevivéncia de S. frugiperda, tanto na forma endofitica, quanto via contato direto
com os conidios diretamente nas larvas. Diversos estudos comprovam efeitos negativos na
sobrevivéncia e no desenvolvimento de larvas de S. frugiperda alimentadas por plantas de milho
colonizadas com M. anisopliae e B. bassiana endofiticos, utilizando métodos de inoculagéo de
conidios via pulverizago foliar e tratamento de sementes (RESQUIN-ROMERO et al., 2016;
LIRA etal., 2020; RAMOS et al., 2020; RUSSO et al., 2020; GUSTIANINGTYAS et al., 2021;
HERLINDA et al., 2021).

Em nosso estudo, observou-se que as taxas de sobrevivéncia larval foram reduzidas
rapidamente apds a alimentacdo com folhas de milho colonizadas com os endofitos, com 50%

dos insetos mortos no 3 dia de avaliacdo. Em comparacdes feitas através de observacdes visuais



45

das larvas do grupo controle com as que se alimentaram de folhas inoculadas com os fungos
endofiticos, observou-se também que todas as larvas mortas nos bioensaios apresentavam uma
diminuicdo no consumo de folhas de milho antes da morte, corpos menores (dados nédo
apresentados) e com coloracdo preta (Figura 17). Esse resultado foi semelhante aos estudos de
Gustianingtyas et al., (2021) e Herlinda et al., (2020b) que também utilizaram fungos
endofiticos dos géneros Metarhizium e Beauveria contra S. frugiperda, e perceberam que as
larvas diminuiram o apetite, consequentemente resultando em perda de peso. De acordo com
Mora et al., (2016), a diminuicdo de apetite das larvas pode ter sido causada pela a infeccéo

pelos fungos através da acdo de metabdlitos secundarios.
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Figura 17. Viruléncia do fungo endofitico presente nas folhas quando oferecidas a lagartas
de S. frugiperda. A) Lagarta sadia se alimentando com folha inoculada com fungo endofitico.
B) Lagarta apresentando sintomas de infeccdo do fungo, apds consumo de folha colonizada
com fungo endofitico.

Outro resultado interessante observado foi que, quando colocadas em camara umida,
as larvas mortas nao apresentaram esporulacdo nos cadaveres. Nesse sentido, em que ndo houve
esporulagdo dos fungos e as larvas se apresentaram na coloragdo preta, isso poderia ser um
indicativo de que as toxinas ou enzimas secretadas nas plantas podem ter efeito negativo na
fisiologia do inseto. Também, os fungos endofiticos poderia ter estimulado a planta a produzir
compostos defensivos (VEGA et al., 2018). Em concordancia com este estudo, Lira et al.,
(2020) ao oferecer folhas de milho inoculadas com isolados de M. anisopliae para larvas de S.
frupigerda, também notou a auséncia de conidiogénese em insetos mortos. Da mesma maneira,
foi observado por Mahmood et al., (2019) a auséncia de esporulacdo em Sitobion avenae

(pulgéo), apos se alimentar da seiva de folhas de milho inoculadas com B. bassiana. Sanchez-
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Rodriguez et al., (2018), ao oferecer folhas de trigo inoculadas com B. bassiana via
pulverizacgdo foliar, ndo observaram conidiogénese em larvas de Spodoptera litorallis mortas.

Sabe-se pouco sobre como os fungos entomopatogénicos endofiticos atuam na morte de
insetos (SILVA et al., 2020). Foram sugeridas vérias possibilidades, porém, infeccdo por
micose parece ser a menos provavel (VEGA, 2018). Durante a infec¢do do inseto hospedeiro,
toxinas fangicas podem desempenhar um papel importante no processo de patogenicidade,
(SAMUELS et al., 1988), assim como serem expressas durante a colonizacdo endofitica,
protegendo as plantas de insetos praga (CHRISTIAN et al., 2020). Varios trabalhos
comprovaram a acdo de toxinas secretadas pelos fungos entomopatogénicos na inibicdo da
alimentacdo e na mortalidade dos insetos, tais como oosporeina, destruxina e beauvericina
(RESQUIN-ROMERO et al., 2016; GARRIDO-JURADO et al., 2017; AHMADA et al., 2019).

Embora essas toxinas possam ser detectadas em plantas colonizadas pelos fungos

(ALLEGRUCCI et al. 2018), estudos mais detalhados sobre a producdo de metabdlitos
secundarios, assim como a inducgédo do sistema de defesa da planta sdo necessarios, pois nao é
conhecido a concentracdo necessaria desses compostos para induzir efeito inseticida nas pragas.

Um outro fator que pode resultar em efeitos antagénicos em insetos praga € a inducgao
de compostos de defesa de plantas, ap6s a colonizacdo de plantas por fungos endofiticos
(VEGA, 2018). Neste trabalho, a auséncia de conidiogénese do fungo nas larvas de S.
frugiperda indica que é possivel que a mortalidade pode ser resultado da interacdo do fungo
com a planta e ndo por infeccdo das larvas depois da ingestdo de fungos entomopatogénicos.
Bucarei et al. (2020) comprovaram que isolados fungicos endofiticos sdo capazes de atuar de
forma sistémica. Portanto, o mecanismo de acdo poderia estar associado a producdo de
metabolitos secundarios pelo fungo, ativacao de defesas da planta ou uma combinacéao dos dois
fatores. Em resposta ao ataque de patogenos/predadores, a planta produz compostos de rotas
fisioldgicas envolvidas na producdo de enzimas que ativam seu sistema de defesa (LU et al.,
2021).

Estudos de Shrivastava et al., (2015) relacionaram a diminuicdo de peso de larvas
alimentadas com folhas de tomate colonizadas endofiticamente por Beauveria, com a alta
sintese de terpenos, que € um metabdlito secundario. Ainda existem os fitormonios que exercem
funcdo importante em rotas metabolicas relacionadas a inducdo de defesa de plantas em
resposta a algum estresse causado pelo ataque de patogenos, tais como os acidos salicilico e
jasmonico (HU et al., 2021; LU et al., 2021). Ahmada et al., (2020), com o objetivo de avaliar
o efeito da colonizacdo endofitica de M. robertsii em plantas de milho, sobre o crescimento de

milho, na expressao de genes de defesa e na mortalidade de Agrotis ipsilon, observaram que
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houve mortalidade da lagarta, porém sem esporulagdo nos cadaveres, sugerindo entdo, que a
mortalidade pode ter sido pela inducédo de defesa da planta, ja que obtiveram como resultados,
uma regulacdo positiva da via de biossintese do acido jasmonico (JA), lipoxigenase 1 e 12-0xo-
fitodienoato redutase 7 (opr7) em tecido foliar de plantas cultivadas a partir de sementes
inoculadas com M. robertsii.

O estudo atual comprova que isolados de M. anisopliae e B. bassiana, conseguem se
estabelecer como endofiticos em plantas de milho através de pulverizacdo foliar com
suspensdes de conidios e a colonizacdo foi detectada de 7 a 90 dias DPI. Nesse sentido, a
colonizacdo de milho com fungos entomopatogénicos pode ser uma forma de controle de S.
frugiperda, pois o fungo permanece atuando nas defesas das plantas e estimulando o
desenvolvimento, desde os estadios iniciais até a fase reprodutiva do milho, periodo em que a
praga ataca, causando sérios danos. Em geral, os endéfitos tem uma vasta perspectiva de
aplicacdo para uso como agentes de controle biolégico em MIP. Embora este trabalho se
mostrou eficiente nos bioensaios, ainda é necessario estudos para entender o mecanismo de

interacdo molecular e bioguimica entre os fungos entomopatogénicos e planta (HU et al., 2021).
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6 CONCLUSOES

Ao testar dois isolados de M. anisopliae (ESALQ 818; LPP M1) e dois de B. bassiana
(LPP 129; LPP SP1) com a finalidade de identificar os isolados mais virulentos a praga S.
frugiperda, os isolados ESALQ 818, LPP SP1 se demonstraram mais virulentos e LPP129,
mesmo tendo uma viruléncia mediana, ainda foi capaz de controlar a praga, e interferiu com o
desenvolvimento da pupa.

Através da inoculagdo por pulverizagdo foliar em plantas de milho, estabelecemos com
sucesso a colonizagdo dos dois isolados mais virulentos (LPP SP1 e ESALQ 818) como
endofiticos. Notou-se maior colonizacdo dos fungos em tecidos foliares e caulinares. A
presenca dos fungos nos tecidos, foram aumentando ao longo do tempo, persistindo na planta
de milho até 90 dias DPI, momento em que a planta chegou em fase de florescimento (estadio
R1).

Apds a confirmacéo da colonizacao endofitica dos isolados mais virulentos, em milho,
foram observadas diferencas nos parametros agronémicos como 0 comprimento de raiz,
diametro do caule, altura da planta, &rea foliar em que o fungo alterou o desenvolvimento das
plantas, tornando-as maiores e mais bem desenvolvidas, comparando com as plantas sem
tratamento. Além do crescimento das plantas, os fungos endofiticos ainda foram capazes de
causar mortalidade de larvas de 3° instar de S. frugiperda, expostas as folhas inoculadas com
os dois isolados, matando 50% das larvas em 3 dias.

Apesar de uma pequena diferenca entre os isolados mais virulentos, o isolado LPP SP1,
foi melhor em quesito de viruléncia, adaptacao a planta apds a inoculacéo e controle das larvas
em forma endofitica. Dessa forma, a utilizacdo de B. bassiana de modo endofitico em plantas
de milho pode ser uma alternativa para reducdo dos danos de S. frugiperda. Contudo, ainda €
necessario mais estudo sobre o tema, em busca de melhores metodologias de aplicacdo dos
fungos endofiticos e sua interacdo com o agroecossistema, visando aplicacdo deste método

inovador em programas de manejo de pragas em campo.
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