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RESUMO

Producao de microesclerédios por isolados de Metarhizium spp. para inoculagao de

sementes de milho visando o controle de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Os fungos do género Metarhizinm (Hypocreales: Clavicipitaceae) sio conhecidos pelo
potencial como agentes de controle de artropodes que causam danos economicos a agricultura
como cigarrinhas, coleopteros, lagartas e acaros. Algumas espécies de Metarhizinm sao capazes de
produzir estruturas de resisténcia conhecidas como microesclerédios. Essas estruturas oferecem
vantagens ao controle de pragas devido a grande formacao de conidios iz situ e persisténcia no
ambiente sob condi¢oes adversas de temperatura e radiagao solar. Ainda, a producao z vitro de
microesclerédios de Metarhizium em fermentagao liquida é mais rapida e com controle maior das
condig¢bes de cultivo comparada com a produgao de conidios aéreos. Entretanto, o potencial de
microesclerédios como inoculantes de sementes para o controle de pragas de parte aérea de
plantas nao foi explorado. No presente estudo verificou-se a habilidade de microesclerédios de
Metarhizium spp em promover o crescimento vegetativo de plantas de milho e prote¢do de plantas
ao ataque de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Dalbulus maidis (Hemiptera:
Cicadellidae), através do tratamento de sementes de milho. A produc¢io de microesclerédios foi
realizada por fermentacdo em meio liquido com relagao carbono:nitrogénio de 10:1, contendo
extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Uma selegdo para encontrar os isolados com maior
produgao de microesclerédios foi realizada com o cultivo de 48 isolados de Metarhizium spp.
nativos do Brasil (Mezarhizium anisopliae, Metarbizinm robertsii, Metarhizinm humberi e Metarhizium sp.
Indeterminada 2 e 3). Os isolados mais produtivos de cada espécie, M. anisopliae ESALLQ1814, M.
robertsii ESA1.Q2450 e M. humberi ESAIQ1638, foram utilizados para promover o crescimento de
plantas de milho e protegao contra pragas, através do tratamento de sementes de milho com
granulos de microesclerédios. Em geral, as plantas de milho inoculadas com os trés isolados de
Metarhizium spp. apresentaram maior desenvolvimento (area e peso seco de folha, comprimento e
peso seco de raiz, comprimento e peso seco de plantas) do que as plantas niao inoculadas.
Lagartas de S. frugiperda apresentaram diminuicao na sobrevivéncia (mortalidade maior que 55%
no sétimo dia) que o controle, quando alimentadas com plantas de milho inoculadas por fungo.
Por outro lado, nio houve efeito na sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis alimentados com
plantas inoculadas por fungo. Os resultados obtidos sugerem que a inoculagio de semente de
milho por microesclerédios de Metarhizinm spp. representa alternativa ao controle convencional
de pragas, e possui potencial para promover o crescimento de plantas e auxilia no manejo de .

[frugiperda.

Palavras-chave: Fungo entomopatogénico, Fermentacdo liquida, Bioestimulante de plantas,
Dalbulus maidis



ABSTRACT

Production of microsclerotia by isolates of Metarhizium spp. for inoculation of maize seeds

for the control of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

The fungi of the genus Metarhizinm (Hypocreales: Clavicipitaceae) are known for the
potential as control agents of arthropods that cause economic damage to agriculture such as
leathoppers, beetles, caterpillars and mites. The fungi Metarhizium comprises species capable of
producing resistant structures known as microsclerotia. These structures offer advantages to pest
control due to the large formation of conidia z sitn and persistence in the environment under
adverse conditions of temperature and UV radiation. In addition, the 7z witro production of
Metarhizium microsclerotia under controlled liquid fermentation is faster and with greater control
of the conditions than the production of aerial conidia. However, there are no reports regarding
the potential of Metarhizium microsclerotia as plant inoculant for control of aboveground pests.
In this study, the ability of Metarhizium spp. microsclerotia to promote corn growth and to
support plant protection against Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) and Dalbulus maidis
(Hemiptera: Cicadellidae) were verified, through seed coating. Liquid fermentation of conidia was
carried out using liquid cultivation with carbon:nitrogen ratio of 10:1, containing yeast extract as
nitrogen source. A screening to find the higher microsclerotia producers was carried out by
culturing 48 native Brazilian isolates of Metarhizium spp. (Metarbizinm anisopliae, Metarhizium
robertsii, Metarhizinm bumberi and Metarhizium sp. indeterminate 2 and 3). The best microsclerotia
producer of each specie, M. anisopliae ESALQ1814, M. robertsii ESALQ2450 and M. humberi
ESALQ1638, were examined for its ability to promote corn growth and support plant protection
against pests, through seed coating using microsclerotia granules. Overall, corn plants inoculated
with the three isolates of Metarhizium spp. presented higher development (leaf area and dry
weight, root length, root dry weight, length and dry weight of plants) than non-inoculated plants.
S. frugiperda caterpillars presented a decrease in survival (mortality above 55% on the seventh day)
than the control, when fed on corn plants treated with fungi. On the other hand, no effect in the
survival was observed on Dalbulus maidis fed with fungus-inoculated plants. The results obtained
suggest that the inoculation of corn seed by microsclerotia of Metarhizium spp. is an alternative
pest control, and has the potential to promote plant growth and also help in the management of

S. frugiperda.

Keywords: Entomopathogenic fungus, Liquid fermentation, Plant biostimulant, Dalbulus
maidis



1. INTRODUCAO

Metarhizium (Metschnikoff) Sorokin, 1883 (Ascomycota: Hypocreales: Clavicipitaceae)
sao fungos entomopatogénicos empregados no controle biologico de pragas agricolas. Os fungos
do género Metarhizinm podem ser encontrados em regides temperadas, subtropicais e tropicais
(ROBERTS; ST. LEGER, 2004). Dentre os propagulos desse fungo, o uso das estruturas de
resisténcia denominadas microesclerédios podem conferir vantagens ao controle biolégico de
pragas. A formagao de microesclerédio ocorre exclusivamente sob cultivo 7z vitro em condigoes
nutricionais e fisicas apropriadas (JACKSON; JARONSKI, 2009; MASCARIN et al., 2014). A
germinagao vegetativa de microesclerédio ocorre por formagao de hifas e, subsequentemente, ha
a esporulagdo mediante formagao de conidios infectivos 7z sitn quando reidratados (JARONSKI;
JACKSON, 2008). Os conidios possuem habilidade de penetrar a cuticula e colonizar a hemocele
do inseto levando o hospedeiro a morte. Conidios produzidos por um tnico microesclerédio
podem levar a morte insetos no solo, podendo ser tao eficaz quanto ou supetior aos conidios
aéreos produzidos em substrato sélido (JACKSON; JARONSKI, 2009).

Outras fungées ecolégicas desempenhadas por Mezarhizinm se referem a sua capacidade
em colonizar endofiticamente algumas plantas mono e dicotiledoneas, especialmente a rizosfera
de plantas, e sua capacidade de sobreviver no solo saprofiticamente. A interacio do fungo com a
planta pode ativar mecanismos de defesa do vegetal e promover o controle de insetos de parte
aérea (RIOS-MORENO et al., 2016). Existe uma relacio tritréfica entre Metarhizium, o inseto e a
planta, podendo o fungo translocar nitrogénio do inseto infectado para as raizes de planta
adjacente (BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012).

Em vista de mitigar os danos causados pelas pragas de maneira menos agressiva e com
menor impacto negativo ao ambiente, o uso de fungos entomopatogénicos é uma alternativa ao
uso do controle convencional para o controle de pragas agricolas. O potencial de
microesclerédios de Metarhizium spp. como agente de controle de pragas em milho Zea mays 1.
(Poaceae) foi pouco explorado. A cultura do milho possui grande importancia econdémica no
mundo e os prejuizos podem ser irreversiveis devido ao ataque de insetos pragas. Entre as
principais pragas da cultura do milho, destacam-se a cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis) e a
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda). Neste contexto, granulos de microesclerdédios de
Metarhizium spp. foram utilizados para inoculacao de sementes de milho visando o controle de D.
maidis e S. frugiperda.

O objetivo do autor foi: 1) selecionar isolados de Metarhizium spp. com alta

produtividade de microesclerédios via fermentagao liquida submersa; i) formular e estimar a
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viabilidade e produgdo de conidios de microesclerédios dos trés isolados de Metarhizium spp.
selecionados; iii) avaliar a sobrevivéncia de D. wmaidis e S. frugiperda alimentadas com plantas
inoculadas por microesclerédios de Metarhizium spp.; iv) avaliar a a¢do endofitica do fungo e os

efeitos no crescimento vegetativo de plantas de milho que foram colonizadas via semente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia da cultura do milho (Zea mays)

O milho (Zea mays L. subsp. mays) apresenta grande importancia socioeconémica sendo
a cultura mais cultivada no mundo. O grio de milho ¢ de uso versatil destacando-se como fonte
de alimento animal e, consequentemente, humano (BOREM; GALVAO; PIMENTEL, 2015). O
Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (Zez mays 1.) sendo os dois maiores
produtores os EUA e a China. No Brasil, a producao de milho foi acima de 80 milhdes de
toneladas por ano, de acordo com estimativas nos ultimos anos da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2018; CONAB, 2019). Do total da produc¢ao brasileira de milho, a
Regiao Centro-Oeste do Brasil contribui com aproximadamente 50% do produzido no pais,
sendo a producao dessa regiao concentrada no periodo de segunda safra ou safrinha (CONAB,
2019). A alta produgdo de milho possibilita a exportagdo do grao que esta entre as principais
commodities na agricultura brasileira. Apesar da alta produ¢ao de milho, no Brasil existem perdas
devido ao ataque de artrépodes pragas que pode estar associado a diminui¢ao da eficiéncia do uso
de métodos convencionais de controle.

Plantas de milho podem sofrer perdas de produtividade devido a efeitos abibticos e
bidticos. Dentro dos efeitos bidticos se destacam os insetos-pragas devido as perdas economicas
causado aos agricultores. Estima-se que os danos provocados por insetos geram perdas na
produtividade de 5,7 milhGes de toneladas do grao por ano no Brasil (OLIVEIRA et al.,, 2014).
As pragas podem causar danos as rafzes ou a parte aérea das plantas e estio taxonomicamente
agrupadas nas mais diversas ordens de insetos (KABALUK; ERICSSON, 2007). Além dos danos
por herbivoria, as plantas de milho estdo sujeitas a aquisi¢ao de doengas por insetos vetores.

A cultura do milho passou por importantes modificagdes por ferramentas de
biotecnologia resultando eventos capazes de mudar o cenario do controle de insetos pragas.
Entretanto, relatos no Brasil e no mundo da evolugio no processo de populagbes de insetos
resistentes a tecnologia comprometeram a eficacia da utilizacio desses eventos (STORER et al.,

2010; FARIAS et al,, 2014; LEITE et al., 2010).
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2.2. Insetos praga na cultura do milho: Spodoptera frugiperda e Dalbulus

maidis
2.2.1 Dalbulus maidis

Dalbulus maidis (DelLong & Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae), popularmente
conhecida por cigarrinha-do-milho ocorre em grande parte do Continente Americano desde o sul
dos Estados Unidos da América até a Argentina (NAULT, 1990; CARLONI et al., 2013). No
Brasil, a cigarrinha-do-milho anteriormente era considerada praga secundaria; atualmente tornou-
se abundante no campo nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 1998).
O aumento populacional da praga esta associado aos cultivos sucessivos do milho em duas safras
(verdo e inverno), o que contribui com a disponibilidade de plantas hospedeiras.

Na cultura do milho, a cigarrinha-do-milho atua como vetor de patégenos responsaveis
pelo enfezamento vermelho (Maize Bushy Stunt Phytoplasma) e enfezamento palido (Corn Stunt
Spiroplasma e Spiroplasma kunkelli), ambos associados a classe Mollicutes. Os sintomas dessas
doencas em plantas de milho sdo caracterizados por estrias nas folhas de coloragdo cloréticas
(enfezamento palido) ou avermelhadas (enfezamento vermelho), porte de planta menor,
produgao de grao reduzida e numero desregulado de espigas (NAULT, 1980; OLIVEIRA et al.,
1998). Além das doencgas de enfezamento, o inseto também ¢é responsavel pela doenga virdtica
Maize Rayado Fino Virus (AMMAR et al., 2011).

Os fitopatogenos associados aos enfezamentos (palido e vermelho) sio encontradas
geralmente no floema da planta e no inseto hospedeiro. A transmissao a partir da planta infectada
para o inseto saudavel ocorre pela sucgao de seiva durante a alimentacio do inseto. Os insetos
infectados apresentam os molicutes nas células do intestino que se replicam pelo corpo e saliva
do artrépode. Plantas saudaveis adquirem o enfezamento pela transmissio dos molicutes pelo
inseto infectado ao se alimentar dessas plantas (WEBB et al., 1999; CHRISTENSEN et al., 2005;
HOGENHOUT et al., 2008).

O controle das doencas em que D. maidis ¢ vetor consiste em medidas culturais como
plantas mais tolerantes, erradica¢ao de plantas daninhas e plantio de milho em localidades que
nao apresentem histérico de alta infestagdo das doencas (SABATO; LANDAU; OLIVEIRA,
2014). O controle quimico consiste em tratamento de semente com inseticidas sistémicos para
evitar infestagdes em plantulas. No Brasil dentre os produtos registrados para o controle estio
inseticidas quimicos do grupo dos neonicotindide e inseticida bioloégico a base de Beanveria

bassiana (AGROFIT, 2019).
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2.2.2 Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ou lagarta-do-cartucho é
um inseto polifago considerado no Brasil uma praga chave na cultura do milho. A ocorréncia do
inseto pode ser observada nas Américas Norte, Central e Sul e recentemente em regides do
Continente Africano (NAGOSHI; MEAGHER, 2004; BATISTA-PEREIRA et al, 2000;
BAUDRON et al., 2019). As lagartas durante o processo de alimentagdo danificam plantas de
milho desde a emergéncia da plantula até a formacio de espigas (CRUZ, 1995). Além de ser
praga na cultura do milho, ha relatos de danos econdémicos em outras culturas agricolas de
importancia com em arroz, algodao, trigo, sorgo e amendoim (CRUZ, 1995; NAGOSHI;
MEAGHER, 2004).

A biologia da §. frugiperda consiste em desenvolvimento em metamorfose completa: ovo,
lagarta, pupa e adulto. Os ovos sdo dispostos em camadas ou em uma unica camada nas folhas da
planta hospedeira e a eclosdo ocorre em média de dois a trés dias (CRUZ; FIGUEIREDO;
SILVA, 2010). Fémeas adultas possuem alto potencial reprodutivo sendo capazes de depositar
em média 1600 ovos durante a vida. A fase de lagarta compreende seis instares com duragdo
média de 12 a 30 dias e dependente das condi¢oes climaticas, sobretudo a temperatura. A
caracteristica morfoldgica para identificagao de lagartas pode ser a fronte com sutura em forma
de “Y” invertido (CRUZ, 1995). As lagartas nos primeiros instares se alimentam de um lado da
folha provocando manchas opacas na epiderme. Apds o segundo instar as lagartas apresentam
comportamento canibal, sendo comum uma lagarta por planta (AVILA; DEGRANDE;
GOMEZ, 1997). Apos o terceiro instar as lagartas sdo capazes de provocar danos mais severos as
folhas e ao cartucho das plantas de milho (VALICENTE; TUELHER, 2009). Posteriormente a
fase de lagartas, as pupas se formam no solo ou no interior do cartucho do milho até a
emergéncia dos adultos. Os adultos sdo ativos durante a noite e durante o dia se escondem sob a

folhagem e préximo ao solo (CRUZ, 1995).

A persisténcia nas areas agricolas da lagarta-do-cartucho em niveis populacionais
elevados ¢ intensificada devido ao cultivo sucessivo de plantas hospedeiras. O cultivo de milho
durante o verao e inverno e a disponibilidade de areas irrigadas vem aumentando o uso de
inseticidas para o controle de pragas e desencadeando o processo de selecao de populagoes de
insetos resistentes (CARVALHO et al., 2013). Eventos de milho transgénico foram largamente
empregados para garantir o controle de S. frugiperda; contudo relatos de populagbes de lagartas
resistentes a eventos de milho contendo proteinas de Bt (Bacillus thuringiensis) comprometem a alta

eficiencia da técnica (FARIAS et al, 2014, OMOTO et al, 2016). Em busca de opgoes
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alternativas ao controle quimico, trabalhos mostram a suscetibilidade de lagartas pragas a
Metarhizium e seu uso como agente no controle biolégico (HUMBER; HANSEN; WHEELER,
2011; COSTA et al., 2015; FRONZA et al., 2017).

2.3. O género Metarhizium

Algumas espécies de fungos sao consideradas entomopatogénicos pela eficiéncia no
controle de pragas agricolas. Em biomas do territério brasileiro sdo encontradas espécies de
fungos entomopatogénicos que sio capazes de manter o equilibrio dos niveis populacionais de
insetos. Esses fungos podem ser empregados como ferramenta no controle biolégico de pragas
por meio de aplicagdes inundativas em areas agricolas. Visando o controle de praga os principais
e mais comercializados fungos sio da ordem Hypocreales dos géneros Beauveria, Metarhizinm e
Isaria. Tais fungos geralmente apresentam propaga¢ao na natureza ou 7 vitro na forma anamorfica

de conidios, blastosporos, conidios submersos e microesclerédios (JARONSKI, 2014).

Metarhizium (Metschnikoff) Sorokin, 1883 sio fungos do filo Ascomycota da familia
Clavicipitaceae, cosmopolita e amplamente empregado como agente de biocontrole de
artropodes pragas de indmeros cultivos agricolas. O complexo Metarhizinm compreende espécies
filogeneticamente identificadas por meio de técnicas moleculares como: M. anisopliae, M. acridum,
M. brunneum, M. globosum, M. guizhouense, M. humberi, M. lepidiotae, M. majus, M. pingshaense e M.
robertsii (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009, LUZ et al, 2019). Espécies do género
Metarhizium estao presentes em regides tropicais e temperadas no mundo (BISCHOFF;
REHNER; HUMBER, 2009) e podem ser encontrados infectando insetos (REZENDE et al,,
2015), agindo endofiticamente na rizosfera de plantas (SASAN; BIDOCHKA, 2012) e
saprofiticamente em solos (HERNANDEZ-DOMINGUEZ; GUZMAN-FRANCO, 2017). O
incremento da acao de Mefarhizum no ambiente pode ser dado com a aplicagdo inundativa de
propagulos do fungo com o objetivo de aumentar a concentracio de conidios infectivos a
insetos. Existem relatos de Metarhizium infectando mais de 100 espécies de artropodes em
diferentes ordens de insetos como Hemiptera (HERNANDEZ-DOMINGUEZ et al., 2016),
Coleoptera (SEPULVEDA et al.,, 2016), Isoptera (WRIGHT; CORNELIUS, 2012), Diptera
(YOUSEEF et al., 2017) e Orthoptera (HUNTER et al., 20106), além de outros artrépodes como
acaros (BUGEME et al., 2015; CASTRO; EILENBERG; DELALIBERA, 2018).
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Fungos entomopatogénicos podem exercer agdo endofitica em diferentes espécies de
plantas (VEGA et al,, 2009; PAVA-RIPOLL et al., 2011; BEHIE; JONES; BIDOCHKA, 2015;
LACEY et al., 2015). O fungo quando endofitico coloniza internamente os tecidos vegetais de
plantas sem causar danos aparentes a essas plantas (CARROLL, 1986). A coloniza¢io do fungo
nas diferentes partes da planta é desigual, como no caso do fungo Beauveria agir endofiticamente
por toda a planta enquanto que Metarhizinm estar mais associado a rizosfera das plantas (SASAN;
BIDOCHKA, 2012; BEHIE; JONES; BIDOCHKA, 2015; VEGA, 2018). Na literatura, a a¢ao
endofitica esta relatada em varios trabalhos como M. robertsii em sorgo (Sorghum bicolor) para o
controle da broca do milho (Sesamia nonagrioidesy (MANTZOUKAS; CHONDROGIANNIS;
GRAMMATIKOPOULQOS, 2015); M. brunnenm agindo endofiticamente em feijao (JABER;
ENKERLI, 2016); M. anisopliae na promogcio de crescimento em plantas de tomate (GARCIA et
al, 2011). A colonizagdo endofitica de fungos em plantas pode resultar na producio de
fitormonios relacionados com o sistema de defesa de planta como 4cido salicilico e acido
jasmoénico bem como na produgao de metabdlitos secundarios dos fungos como destruxinas e
beauvericina (GOLO et al., 2014; SIDDAIAH et al., 2017; MALLEBRERA et al., 2018). Esses
compostos produzidos pela planta ou fungo podem resultar em relagio de antibiose no qual o
controle de pragas ocorre de forma indireta pela inibicio da herbivoria. Além disso, estudos
mostraram mortalidade significativa de duas importantes espécies de insetos pragas em cruciferas
que foram alimentados por folhas de couve previamente tratadas por destruxinas provenientes de

Metarhizium anisopliae (AMIRI; IBRAHIM; BUTT, 1999).

A capacidade de Metarhizinm infectar insetos no solo e estar associado a raizes de plantas
possibilita uma relacdo tritréfica entre planta, inseto e fungo. O fungo ¢é capaz de translocar
nitrogénio do inseto morto para a planta que em troca disponibiliza carbono para o fungo
(BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012; BEHIE et al.,, 2017). Foi detectada a associaciao de
Metarhizium spp. (M. robertsit, M. brunnenm e M. guizhonense) na rizosfera de 51% das plantas
analisadas de solos no Canada (WYREBEK et al., 2011). Diabrotica spp. (HOFFMANN et al.,
2014), insetos da familia Termitidae (KHAENJE; GOHOLE; MANIANIA, 2013) e corés da
familia Melolonthidae (PEREIRA; SALVADORI, 20006) sao exemplos de artropodes pragas que
passam parte do ciclo de vida no solo possibilitando o contato facilitado com o fungo

entomopatogénico.

Alguns estudos foram realizados para avaliar os efeitos letais e sub-letais dos fungos
entomopatogenicos em inimigos naturais. Na literatura ha relatos de compatibilidade entre o uso

de fungos por endofitismo e o uso de parasitéides e predadores (GATHAGE et al., 2016). Foi
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observada a auséncia de efeitos deletérios significativo no ciclo de vida de microhimenépteros e
predadores apds o contato com pulgbes sobre plantas colonizadas endofiticamente por

entomopatégenos (JABER; ARAJ, 2017; GONZALEZ-MAS et al., 2019).

O primeiro inseticida microbiano a base de fungo registrado comercialmente no Brasil
continha M. anisopliae (BETTIOL, 2011). No Brasil, em torno de 34 produtos a base de M.
anisopliae  estao registrados pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
principalmente para o controle em areas de cana-de-agucar e pastagens (AGROFIT, 2019). Cerca
de dois milhdes de hectares de area cultivada com cana-de-agicar no pais sio submetidos a
aplicacao de M. anisopliae, correspondente a 20% da area total de cana-de-agtcar no territorio

brasileiro (PARRA, 2014).

2.3.1 Microesclerodios de Metarhizium

Fungos submetidos a situa¢oes adversas podem desenvolver estruturas especializadas de
resisténcia para aumentar as chances de sobrevivéncia do indculo. As condi¢oes desfavoraveis a
persisténcia do fungo no ambiente geralmente estio ligadas a fatores microclimaticos e falta de
hospedeiro. O género Metarhizium possui  espécies com a capacidade de produzir
microesclerédios que sao estruturas de resisténcia, pigmentadas e compactas devido a agregagao
de hifas (JARONSKI; JACKSON, 2008). A germina¢ao de microesclerédios de Metarhizinm
ocorre em condi¢bes de alta umidade gerando a producio de conidios de forma dessincronizada
no tempo. Espécies de Metarhizinm sao capazes de formarem microesclerédios, com excegao da
espécie de M. acridum (JARONSKI, 2013). A formagao de microesclerédios tipo pelete do género

Beauveria foi observada por Huarte-Bonnet et al. (2019).

A formagao de microesclerédios de Metarbizinm (=Nomuraea) rileyi foi estudada por
Zhou et al. (2015). Na maioria dos fungos existem duas cadeias de transporte de elétrons na
respiracao que ocorrem na mitocondria: uma cadeia classica com citocromo cianeto oxidase (c-
oxidase) como a oxidase terminal e uma cadeia alternativa, que se ramifica da membrana
mitocondrial interna e usa a oxidase alternativa (Aox) como oxidagao terminal. A expressao de
Aox esta relacionada com estresses do ser vivo que reduzem o fluxo de elétrons da respiracao.
No processo inicial de formagdo de microesclerédios de M. rileyi foi observada a expressao
crescente do gene de oxidase alternativa (Nraox) (YOU-PING et al., 2012; ZHOU et al., 2015).

Entretanto, houve decrescente formagao de estruturas de resisténcia do fungo com a presenca de
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acido salicilhidroxamico, responsavel pela inibi¢ao da Nraox, (SONG et al., 2013). Além disso, os
autores identificaram 17 genes que sdo expressos durante a formacdo de microesclerédios pelo
fungo M. riley, sendo esses genes relacionados a respira¢ao mitocondrial. Portanto, a formagao de
microesclerédios esta intimamente ligada a ativacdo da rota de respiracdo alternativa devido a
menor disponibilidade de oxigénio no meio de cultura. A diminui¢do de oxigenagdo pode ser

ajustada com a diminui¢ao da agitagdo do meio liquido.

A producio de microesclerddios de fungos entomopatogénicos ocorre 7 vitro sob
condi¢des controladas e em meio de cultura liquido especifico (JACKSON; JARONSKI, 2009).
O método de producao de microesclerédio de Metarhizinm pode ser realizado em fermentagao
liquida em torno de quatro dias. Tendo-se em vista a economia no tempo de produ¢io a
obtengao de microesclerédios é menor se comparado ao tempo de fermentagao sélida em arroz
na produciao de conidios (14 dias). Assim, as vantagens de cultivo em meio liquido estao
relacionadas a obtenc¢ao rapida de propagulos do fungo e maior controle das propriedades fisico e

quimico do meio de cultura (YPSILOS; MAGAN, 2005).

Posteriormente a produgao em meio liquido, as estruturas de resisténcia do fungo
podem passar por processo de secagem para posterior armazenamento. A secagem de
microesclerédios ocorre em equipamento spray-dryer ou em camara de secagem, ambos com o
objetivo de atingir atividade de agua em torno de 0,3 a,. Aos microesclerédios podem-se
adicionar inertes para estabilizacgio em um produto final. Goble et al. (2016a) ao utilizarem
diferentes inertes (terra de diatomacea, caulim e MCC) para compor a mistura com
microesclerédios nao observaram diferenca significativa na concentragao de conidios e inertes
adicionados. Nesse estudo os autores observaram formacao de conidios a partir de
microesclerédios de 6,0X10” conidios g a partir de MS+inerte sobre dgar-dgua a 4%. O niimero
de conidios formados por MS é maior em meio rico em nitrogénio e carbono, sendo o ultimo
componente mais limitante para alta produciao de conidios (JACKSON; JARONSKI, 2016).
Produgio de conidios foi superior (8,5%10” conidios g de MS) quando o MS foi obtido em meio
mais rico em nitrogénio (relagio C:N de 30:1) que MS obtido em meio mais pobre com relagao

C:N de 50:1 (5,5%10° conidios g' de MS) (BEHLE; JACKSON, 2014).

Microesclerédios podem ser desidratados em forma de granulos e posteriormente
reidratados para formacao de conidios infectivos a insetos e capazes de estabelecer relagio com
as raizes de plantas (JACKSON; DUNLAP; JARONSKI, 2010). A producao de conidios de
Metarhizinm brunnenm (F52) é maior em condigoes de laboratério (na ordem de 10°) e menor em

exposicio as condicoes de floresta (na ordem de 107-10%) (GOBLE et al., 2016b). A capacidade



18

de distribuir alta concentracao de conidios confere vantagens ao emprego de microesclerédios de
entomopatogenos no controle de pragas. Um unico granulo de MS oferece concentragido letal de
conidios a um inseto (JARONSKI; JACKSON, 2008). A inoculagio do solo com
microesclerédios de Metarhizinm possui vantagens a aplicacdo de conidios ou blastosporos no
dossel de plantas. Ha possibilidade de aplicagao de microesclerédios em condi¢oes de tempo com
baixa umidade, radiagio ultravioleta com valores altos e temperatura alta enquanto que a
aplicagao de conidios e blastosporos requerem um cuidado maior no momento de aplicagdo em
condi¢des de campo. No solo as estruturas de resisténcia do fungo estao protegidas dos danos
provocados por radiagao solar UV (FARGUES et al., 1997), variagao extrema de temperatura
(MEYLING; EILENBERG, 2007), volume de chuva que levem o fungo para longe do local de
aplicagao e estresse por dessecagao (INGLIS; GOETTEL; JOHNSON, 1993; GARCIA et al,
2011). Além disso, os microesclerédios sao capazes de produzir conidios que controlam
artropodes no solo nio atingidos pelo controle tépico (BEHIE; JONES; BIDOCHKA, 2015).
Portanto, a aplicacdo granular de microesclerédios ¢ a forma mais eficiente de inocular o fungo

entomopatogénico para colonizagiao de plantas e como estratégia de controle de insetos de solo.

Microesclerédios de Metarhizium brunneum foram obtidos em meio liquido segundo
Jackson e Jaronski (2009) apds 4 dias de fermentagao em agitagao de 300 rpm, seguido de adi¢ao
de argila (BEHLE; JACKSON, 2014). Segundo os autores a mortalidade foi acima de 90% de
larvas de _Aphitobins diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) quando em contato com solo
inoculado por MS de M. brunnenm. Em outro estudo, microesclerodios de M. brunneum atingiram
o controle de 74% de ninfas de Ixodes scapularis (Acari: Ixoididae) apos seis semanas de exposicao
continua (BEHLE; JACKSON; FLOR-WEILER, 2013). Behle et al. (2015) observaram que
microesclerédios de Metarhizinm brunneun (F52) foram mais eficientes que formulado de conidios
no controle de besouro praga de areas urbanas, o Popillia japinica (Coleoptera: Scarabaeidae). Os
autores estimaram custo por quilo do fungo de 2,10 délares para microesclerédios frente a 75
ddlares para o produto comercial a base de conidios. Em estudos por Goble et al. (2016b) houve
mortalidade de besouros praga de madeira, o Angplophora glabripennis (Coleoptera: Cerambycidae).
Segundo os autores houve producio de conidios por MS de Metarhizinm apos mais de 25 dias de
exposicio a condi¢des de campo durante o verdo e produgio maior que 5X10° conidios cm™ em
supetficie contendo granulos de MS de M. brunnenm em hidromulch (3,5%10° conidios g de
granulos). A necessidade de reaplicagdo de MS ¢ de 6 meses, devido ao fato de produgao

continua de conidios por MS reidratado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Criagdo de insetos
3.1.1. Criagao de Spodoptera frugiperda

A criagdo de 8. frugiperda foi mantida em sala climatizada a 262 °C de temperatura,
70£10% de umidade relativa e 12 horas de fotofase no Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP, Piracicaba-SP, Brasil. As lagartas
da criagao foram acondicionadas em copos plastico de 50 mL (4 cm de altura, 5 cm de diametro)
vedados por disco de acrilico (5 cm de diametro). Cada copo plastico continha em torno de 200
lagartas alimentadas com dieta artificial segundo Greene, Leppla e Dickerson (1976). Pupas
foram transferidas das placas de Petri de vidro (9 cm de diametro) e postas dentro de gaiolas
confeccionadas com cano de PVC (policloreto de vinila) de 24 cm de altura e 14,5 cm de
diametro, com placas de acrilico nas extremidades para evitar que os insetos adultos escapem.
Adultos emergidos dentro das gaiolas foram alimentados com solu¢io de mel a 10% embebida
em algodao. As posturas dos adultos foram realizadas nas paredes da gaiola sobre papel tamanho
A4 (210 X 297 mm), sendo o papel substituido diariamente. O papel contendo os ovos foi
mantido em copos de plastico de 50 mL sobre papel filtro até a eclosao das lagartas. Lagartas

recém-eclodidas foram transferidas para copos contendo dieta, como anteriormente descrito.

Para a realizacao de bioensaios, ovos provenientes da criagao foram mantidos em potes
de plastico de 500 mL e com papel filtro umedecido no fundo. Lagartas recém-eclodidas foram
imediatamente alimentadas com fragmentos de folha de milho. Destaca-se que todas as lagartas
utilizadas no presente trabalho foram exclusivamente alimentadas com dieta natural a base de

folhas de milho nao transgénico.

3.1.2. Criacao de Dalbulus maidis

A cria¢ao de D. maidis foi mantida no Laboratério de Insetos Vetores de Fitopatogenos
do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP, Piracicaba-SP, Brasil. A
metodologia de criagdo consiste de cigarrinhas-do-milho em plantas de milho sem a doenga do

enfezamento, dentro de gaiolas em casa de vegetacao (OLIVEIRA; LOPES; SILVA, 2017).
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Plantas de milho em vaso foram mantidas dentro de gaiolas para alimentagao dos
adultos (5 a 6 dias apos emergéncia) e realizagdo das posturas endofiticas. Cada gaiola continha 5
vasos, sendo cada vaso com 3 a 4 plantas de milho (3 a 4 folhas expandidas). As plantas de milho
foram oferecidas por periodo de 5 dias para oviposi¢iao e posteriormente colocadas em novas
gaiolas até a eclosiao das ninfas (15 dias em média). Plantas de milho foram substituidas conforme
necessario para fornecimento de alimento para as ninfas. Os adultos emergidos foram mantidos
em gaiolas separadas das ninfas e com plantas para realizacao da oviposi¢ao.

O ciclo de vida do inseto se completa em torno de 45 dias (ovo até adulto). As gaiolas
(60 X 30 X 30 cm) possuem estrutura de plastico com 3 lados revestidos de voile para permitir
ventilacio e um unico lado em material plastico transparente com porta fechada por ziper.

Aspirador bucal foi utilizado para capturar os adultos.

3.2. Produgcao de microesclerédios: Avaliagio de 48 isolados de

Metarhizium spp.

Foi realizado a produ¢ao de microesclerédios de 48 isolados de Mezarhizinm da Colecao
de Microrganismos Entomopatogénicos “Prof. Sérgio Batista Alves” do Laboratério de Patologia
e Controle Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ-
USP, Piracicaba - SP, Brasil (Tabela 1). Os isolados utilizados estao armazenados em fragmentos
de 1 mm? de 4gar em glicerol 10% a -80 °C. Dos 48 isolados, as espécies em estudo foram: 16
Metarhizium anisopliae, 16 Metarhizium robertsit, 8 isolados de Metarhizium sp. Indeterminada e 8
Metarhizium  bumberi sp. nov. As espécies Indeterminadas referidas como Metarhizium sp.
Indeterminada 2 e 3 ndo podem ser agrupadas taxonomicamente dentro das espécies conhecidas
de Metarhizium e estudos estio em andamento para identificacio destas espécies. A espécie de
Metarhizium humberi, anteriormente Indeterminada 1, foi recentemente classificada como espécie
nova no género Metarhizium (LUZ et al., 2019). Os isolados utilizados foram previamente

identificados através de técnicas moleculares.
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Tabela 1. Relacdo de 48 isolados de Mezarhizium utilizados para a producdao de microesclerédios.

Codigo do Espécie Origem Local de coleta
isolado P (solo/inseto) (cidade-estado)

ESALQ1604 Metarhizinm anisopliae Biotech G -
ESALQ1610 Metarhizinm anisopliae Banana Sinop-MT
ESALQ1615 Metarhizinm anisopliae Vegetacao Nativa Sinop-MT
ESALQ1617 Metarhizium anisopliae Vegetacdo Nativa ~ Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1791 Metarhizium anisopliae Palma Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1814 Metarhizium anisopliae Vegetacao Nativa  Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1816 Metarhizium anisopliae Vegetacao Nativa  Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1989 Metarhizinm anisopliae Cana-de-agticar Rio Verde-GO
ESALQ2787 Metarhizinm anisopliae Banana Sinop-MT
ESALQ3167 Metarhizinm anisopliae Milho Sinop-MT
ESALQ4090 Metarhizinm anisopliae Banana Sinop-MT
ESALQ4133 Metarhizium anisopliae Milho Sinop-MT
ESALQ4258 Metarhizium anisopliae Vegetacao Nativa ~ Delmiro Gouveia-AL
ESALQ4676 Metarhizium anisopliae Vegetaciao Nativa Teotonio Vilela-AL
ESALQA4767 Metarhizium anisopliae Vegetacao Nativa Teotonio Vilela-AL
ESALQ4797 Metarhizium anisopliae Vegetacao Nativa Sinop-MT
ESALQ1621 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ1624 Metarhizium robertsii Milho Rio Verde-GO
ESALQ1890 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ1891 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ1952 Metarhizinm robertsii Milho Rio Verde-GO
ESALQ2409 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ2412 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ2450 Metarhizinm robertsii Milho Rio Verde-GO
ESALQ2559 Metarhizinm robertsii Milho Rio Verde-GO
ESALQ2966 Metarbizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ3165 Metarbizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ3253 Metarhizium robertsii Milho Rio Verde-GO
ESALQ3348 Metarhizium robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ4399 Metarbizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ4406 Metarbizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ4638 Metarhizinm robertsii Milho Sinop-MT
ESALQ1608 Metarhizium humberi sp. nov. Vegetagao Nativa Rio Verde-GO
ESALQ1637 Metarhizium humberi sp. nov. Vegetacao Nativa Rio Verde-GO
ESALQ1638 Metarhizium humberi sp. nov. Vegetacao Nativa Rio Verde-GO
ESALQ2048 Metarhizium humberi sp. nov. Vegetacao Nativa Rio Verde-GO
ESALQ2474 Metarhizium humberi sp. nov. Vegetacao Nativa Rio Verde-GO
ESALQ3715 Metarbizinm humberi sp. nov. Milho Sinop-MT
ESALQ4376 Metarbizinm humberi sp. nov. Milho Sinop-MT
ESALQ4637 Metarhizium humberi sp. nov. Milho Sinop-MT
ESALQ1636  Metarhizium sp. Indeterminada 2 Vegetagao Nativa Sinop-MT
ESALQ1660  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Cana-de-agtcar Iracemapolis-SP
ESALQ1684  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Cana-de-agtcar Iracemapolis-SP
ESALQ1686  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Cana-de-agtcar Iracemapolis-SP
ESALQ3240  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Vegetacdao Nativa ~ Delmiro Gouveia-AL
ESALQ3947  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Vegetacao Nativa ~ Delmiro Gouveia-AL
ESALQ3988  Metarhizinm sp. Indeterminada 3 Vegetacao Nativa ~ Delmiro Gouveia-AL
ESALQA4684  Metarhizium sp. Indeterminada 3 Vegetacdo Nativa Sinop-MT
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O meio liquido utilizado como substrato patra a fermentacio foi o n°4 com relagio C:N
de 10:1 contendo por litro de agua destilada: glucose (45,0 g); extrato de levedura (45,0 g);
KH,PO, (4,0 g); CaClL.2H,O (0,8 g); MgSO,.7H-O (0,6 g); FeSO..7H,O (0,1 g); CoClL.6H-O (0,1
2); MnSO..H,O (16 mg); ZnSO.7H,O (14 mg); tiamina, riboflavina, pantotenato de Ca, niacina,
piridoxamina, acido tiético (500 mg cada) e acido folico, biotina, vitamina B12 (50 mg cada)
(JARONSKI; JACKSON, 2009). O meio de n° 4 foi previamente escolhido dentre os demais
meios desenvolvidos por Jaronski e Jackson (2009) mediante ensaios preliminares (dados nao
apresentados) para maior produgdo de microesclerédios. Nos ensaios preliminares para escolha
do meio a ser utilizado no presente estudo, foi observado que a capacidade de formagao de
microesclerédios é influenciada pela relagio carbono e nitrogénio e pela fonte de nitrogénio
utilizada. A utilizagdo de extrato de levedura mostrou-se mais promissora a obtencio de
microesclerédios comparativamente com a caseina hidrolisada (resultados nao publicados). A
relacio C:N foi calculada considerando que a glucose possui 40% de carbono e o extrato de
levedura contém 8% de nitrogénio e 45% de carbono.

Suspensoes de conidios utilizadas como inéculo para a fermentacio liquida foram
produzidas em meio composto de batata, dextrose e agar (BDA, Difco®, Sparks, MD, USA) em
placas de Petri (9 cm de diametro) incubados em camaras tipo Biological Oxigen Demand
(B.O.D.) a 25£1 °C e 12 horas de fotofase durante 10 dias. Cada suspensiao de conidios foi
preparada em 10 mL. de 4gua destilada estéril com espalhante adesivo Tween® 80 (0,05%).

O meio de cultura n® 4 (45 ml) foi entio inoculado com 5 mL de suspensio de
conidios ajustada para uma concentragio final de 5X10° conidios mL." em frascos com defletores
do tipo “baffled flasks” (250 ml) com trés defletores na base (Glass, Bellco®, Vineland, NJ,
USA). Os frascos contendo meio inoculado com fungo permaneceram em mesa orbital tipo
Shaker (MARCONI®, Modelo: MA 830) a 300 rpm, 28%2 °C de temperatura, 12 horas de
fotofase durante 4 dias. O periodo de fermentacao de 4 dias foi escolhido baseado em estudos de
Jackson e Jaronski (2012) que revelaram nao haver diferenca na produgao de MS entre o quarto e
sétimo dia de fermentagao para M. brunneum cultivado em bioreatores de 100 L. com relagao C:N
de 30:1. Diariamente os frascos foram agitados manualmente para retirada de micélios aderidos
na parede dos frascos. Foram realizadas 3 repeti¢oes em tempos diferentes com 2 replicatas para
cada isolado (n=0). Cada replicata foi representada por um frasco.

A quantificacio da concentracio de MS foi realizada diariamente durante os 4 dias de
fermentac¢ao. Para tanto, uma aliquota de 1 mL foi retirada do meio inoculado seguido de diluigao
em 9 mL de 4gua + Tween® 80 (0,05%). Dos 10 mL de suspensio foi retirada uma aliquota de

100 pL. e colocada em laminas de vidro (25X75 mm) para a contagem de todos os
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microesclerédios na lamina com o auxilio de microscopio de luz no aumento de 10 vezes.
Estruturas de hifas enoveladas, pigmentadas e maiores que 50 um de diametro foram

contabilizadas como microesclerédios (JACKSON; JARONSKI, 2009).

3.3. Producdao de microesclerédios de trés isolados selecionados de

Metarhizium spp.

Com base nos resultados de producao de microesclerodio dos 48 isolados, foram
selecionados 3 isolado de espécies diferentes para utilizacdo nos bioensaios de tratamento de
semente de milho. Estes isolados sao: Metarhizium anisopliac ESALQ1814, Metarhizinum robertsii
ESALQ2450 e Metarbizinm humberi ESA1.Q1638. A metodologia adotada para a produgio de MS
dos 3 isolados foi idéntica a utilizada na producao dos 48 isolados (segao 3.2.).

A producio de MS e blastosporo dos trés isolados foram estimadas diariamente. A
concentracao de MS foi estimada segundo metodologia utilizada com os 48 isolados. Os
blastosporos foram contabilizados a partir de dilui¢ao em série de solugao de 10 mL contendo 1
ml. de meio inoculado e 9 mL de solucdo estéril de Tween® 80 (0,05%). A contagem de
blastosporos foi realizada com o auxilio de camara de Neubauer e microscopio de luz
(DM4000B, Leica® Microsystems, Wetzlar, Germany).

Ao quarto dia de fermentagao foi adicionado 5% (peso/volume) de terra de diatomacea
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO) nos meios liquidos, segundo metodologia adaptada de
Jackson e Jaronski (2009). A massa formada de meio liquido com microesclerédios e terra de
diatomacea (MS-TD) foi filtrada a vacuo em funil de Buchner e frasco Kitassato em discos de
papel filtro de 70 mm de diametro (Unifil, Brasil). O material filtrado foi colocado em placa de
Petri (9 cm de diametro) e transferido para camara de secagem a 50£5% de umidade relativa, 25
°C por 2 dias ou até atingir atividade de dgua (ay) igual ou inferior a 0,3 medido através de
instrumento Labmaster-aw, Novasina®, Lachen SZ, Switzerland. Posteriormente as amostras
foram embaladas a vacuo e pesadas em balanga analitica para estimar a produgdo em gramas de
MS-TD por litro de meio. As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno a 4£2 °C.

A viabilidade de MS e a concentragdo de conidios produzidos por MS dos 3 isolados
selecionados foi realizada com a inoculagao de granulos de MS-TD (25 mg) em superficie agar-
agua a 2% em placas de Petri e incubadas a 2842 °C. O agar-agua foi preparado com adi¢ao de
20 g de agar em 1 L de agua destilada seguido de esterilizacao em autoclave. A viabilidade de MS
foi obtida apds 24 horas de incubagao das placas pela contagem de estruturas germinadas em

microscopio a partir das 100 primeiras estruturas de MS encontradas aleatoriamente em cada
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placa. As mesmas placas foram mantidas incubadas por 7 dias a 262 °C para determinac¢io de
producio de conidios (conidios g de MS+TD) pela contagem do total de conidios. Foram
adicionados 10 mL de solugio de Tween® 80 (0,1%) ao conteido de cada placa com igar-igua
incubada a 7 dias. Por meio de dilui¢des foram quantificados os conidios em camara de Neubauer
com auxilio de microscopio de luz. Cada amostra de isolado de Metarhizium foi representada por

uma placa de Petri.

3.4. Colonizagdo endofitica, densidade de Metarhizium spp. no solo e

promocgao de crescimento de plantas de milho inoculadas via semente

Sementes de milho (hibrido simples Férmula®, Syngenta, Brasil) foram recobertas por
granulos de MS-TD de um dos 3 isolados de Metarhizinm. A quantidade em gramas de MS-TD
por semente de milho foi ajustada considerando uma provavel esporulacio destes gerando 10'?
conidios por hectare segundo dados obtidos de cada amostra quanto a viabilidade e produgio de
conidios por MS. Juntamente com o MS-TD, foi adicionado hidrogel STOCKOSORB® 660
(Evonik, Alemanha) segundo recomendag¢ées do produto (400 g de hidrogel para 100 kg de
sementes). O hidrogel foi adicionado com a fungao de reter agua e contribuir com a aderéncia do
MS-TD na superficie da semente. Para tanto, a mistura com hidrogel foi hidratada o suficiente
para aderir as sementes. No tratamento controle foram utilizadas sementes inoculadas apenas
com hidrogel.

As sementes de milho foram esterilizadas antes da inoculagio com 70% de etanol por
2 minutos, seguidos de 3 minutos em 1,5% de hipoclorito de sédio (Agua sanitaria Super
Candida, 2 a 2,5% de cloro ativo), 2 minutos em etanol 70% e triplice passagem em agua
destilada estéril (AKUTSE et al., 2013). A 4agua do ultimo enxague foi plaqueada em BDA para
averiguar a eficiéncia do procedimento de esterilizagao superficial das sementes (SCHULZ et al.,
1998).

Para confirmar a eficiéncia da inoculagao estimou-se a producao de conidios na
superficie de sementes inoculadas. Sementes foram mantidas sobre meio seletivo em placas de
Petri (9 cm de didmetro) e incubadas a 28%2 °C por 7 dias. O meio seletivo é composto por
BDA (39 g), ciclohexamida (0,5 g), cloranfenicol (0,2g), dodine 65% (0,5 g), cristal violeta (10 mg)
por litro de agua destilada e estéril. Foram utilizadas trés sementes por placa e trés placas por
tratamento. No sétimo dia todas as sementes foram individualmente imersas em 10 mL de
solucdo de 4gua destilada com Tween® 80 (0,1%). Cada semente com o meio contendo o fungo

ao redor foi transferida para solugio de dgua+Tween® 80 e apds agitacio em Voértex (IKA, Brasil,
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Modelo: Vortex Genius 3) obteve-se suspensio de conidios. Conidios foram contabilizados com
o auxilio de camara de Neubauer e microscopio de luz em 40X de aumento.

A capacidade do fungo colonizar endofiticamente as plantas de milho foi avaliada pelo
plaqueamento de fragmentos de raiz e folha em placas de Petri sobre meio de cultura seletivo de
parte das plantas do experimento com os insetos cultivadas em vasos na mesma casa de
vegetacio (ARAUJO et al., 2002). Os fragmentos foram obtidos de plantas de milho (3 folhas
expandidas) previamente inoculadas por tratamento de sementes com microesclerédios de
Metarhizinm (ESALQ1814, ESALQ2450, ESALQ1638) e do controle. Os fragmentos foram
lavados em agua corrente para remover particulas de solo e esterilizados por submersio em
alcool 70% por 2 minutos, em hipoclorito de sédio a 1,5% por 3 minutos, seguido de alcool 70%
por 2 minutos e triplice passagem em agua destilada estéril. Os fragmentos de raizes e folhas
foram plaqueados em meio de cultura seletivo a Metarhizium. As placas de Petri foram incubadas a
25%2 °C e 14 horas de fotofase por até 20 dias (BEHIE; JONES; BIDOCHKA, 2015).

As colonias foram identificadas visualmente com base em caracteristicas morfologicas
para confirmagao da colonizacao de Metarhizium. Para a confirmacao da colonizag¢ao dos fungos
foram preparadas laminas para verificagilo em microscopio Optico. A porcentagem de
recuperagao (PR) foi dada pela razio entre o numero de fragmentos que apresentarem
crescimento do fungo Metarhizinm e o nimero total de fragmentos inoculados.

A promogao de crescimento associada a presenga do fungo em plantas de milho foi
avaliada pela medi¢ao da area foliar, altura da parte aérea, comprimento da raiz e peso fresco e
seco das partes aérea e radicular das plantas aos 30 dias apds semeadura. Adicionalmente a area
foliar e altura da parte aérea das plantas foram mensuradas também aos 15 dias ap6s a semeadura.
O calculo da area foliar foi realizado com a multiplicagdo do comprimento pela largura da mesma
folha, seguido de multiplicacio de um fator de 0,77 para o ajuste (FRANCIS et al.,, 1969). O
método de medir as folhas foi escolhido por ser simples e nio destrutivo as plantas. Foi
considerada a altura da parte aérea das plantas do inicio do hipocoétilo, regiao logo acima da
semente, até o ponto mais distante da dltima folha expandida. Todas as medidas foram realizadas
com o auxilio de uma régua milimetrada. A area foliar foi mensurada em 5 plantas de cada
tratamento em trés vezes no tempo.

Foi mensurado o peso fresco e seco de plantas aos 30 dias apds a semeadura. Foram
utilizadas 5 plantas de cada tratamento em duas repeticoes no tempo. Para a obtengao de peso
fresco e seco foi realizado primeiramente a remog¢ao dessas plantas dos vasos contendo substrato
seguido do transporte das amostras para o laboratério. Todo o substrato envolvendo as raizes foi

retirado com agua corrente. Foi realizado um corte na regido acima da primeira raiz de cada
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planta seguido de pesagem em balanca de precisao para obtengao de peso fresco. Posteriormente,
os fragmentos das plantas foram acondicionados em sacos de papel (13X18 cm) e transferidos a
estufa a 60 °C por 24 horas ou até obten¢do de peso constante o qual foi considerado o peso
seco da amostra.

A presenca de Metarhizinm no solo onde as sementes tratadas por Metarhizinm spp.
foram semeadas foi avaliada por contagens do nimero de unidades formadora de colonias (UFC)
em meio seletivo. A avaliagio foi realizada ao final do experimento, ou seja, 30 dias apds o
plantio. A metodologia utilizada foi uma adaptagao segundo Behle e Jackson (2014). Amostras de
solo foram coletadas proximas as raizes das plantas de milho com o auxilio de uma espatula
previamente flambada para assepsia. As amostras de solo (1 g) foram diluidas serialmente 3 vezes
em 4gua destilada estéril (obtendo-se 10 mL por dilui¢do) contendo espalhante adesivo Tween®
(0,05%). Cada diluigao foi representada por uma aliquota de 20 uL inoculada em placa de Petri e
mantida a 262 °C, 12 horas de fotofase por 7 dias. A UFC foi estimada pela contagem das

coldnias formadas sobre o meio seletivo.

3.5. Eficacia no controle de Dalbulus maidis e Spodoptera frugiperda em

plantas inoculadas por Metarhizium spp.

A sobrevivéncia de D. maidis e S. frugiperda em plantas inoculadas via semente com
microesclerédios de um dos 3 isolados de Metarhizinm (ESALQ1814, ESALQ2450 e
ESALQ1638) foi avaliada. No controle, foram utilizadas plantas nao inoculadas. As plantas
foram entio infestadas com uma das duas espécies de insetos em estudo. O conjunto formado
por planta e insetos foram confinados em gaiolas com formato cilindrico confeccionadas por
material acrilico transparente (21 cm de altura e 8 cm diametro) vedadas por voile na extremidade
superior e pelo proprio substrato suporte da planta na extremidade inferior. As plantas de milho
foram cultivadas em vasos de plastico (500 mL) em solo nao autoclavado + substrato comercial
(Tropstrato HT, Vida Verde, Mogi Mirim, Brasil) (1:1) em sala climatizada a 25£5 °C e 12 horas
de fotofase.

Plantas com 2 a 3 folhas expandidas foram infestadas por lagartas com um dia apos
atingir o terceiro instar criadas em dieta natural a base de folha de milho. Foram 20 repeticdes
(plantas) por tratamento com 2 lagartas por planta (n=40). O nimero maior de plantas utilizadas
nos tratamentos com lagartas justifica-se pela necessidade de maior area foliar e devido ao habito
canibal. Foram utilizadas 2 sementes por vaso para posterior desbaste e cultivo de apenas 1

planta. A mortalidade de lagartas de S. frugiperda foi avaliada diariamente por 7 dias. Para
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confirmagao de morte por colonizagao de Metarhizinm os cadaveres das lagartas mortas durante o
bioensaio foram transferidos e individualizados em placas de Elisa com 24 compartimentos
(pogos) contendo algodio umido entre os compartimentos para proporcionar umidade para
esporulacao do fungo. Foram realizadas 2 repeti¢oes temporais.

Dez adultos de cigarrinha-do-milho com 5 dias apds a emergéncia e nao sexados foram
confinados em cada gaiola contendo uma planta de milho (2 a 3 folhas expandidas) previamente
inoculadas por cada tratamento. Foram utilizadas 5 repeticdes por tratamento (n=50). A
mortalidade foi avaliada a cada 48 horas durante 10 dias. Foram 4 tratamentos (ESALQ1814,
ESALQ2450, ESALQ1638 e controle) e 4 repeti¢cOes temporais.

3.6. Analise Estatistica

A producao de Metarhizinm spp. (microesclerédios, blastospores e conidios) foi
analisado por modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢io binomial negativa, pois se
refere a dados de contagem. A analise dos dados de viabilidade de microesclerddios foi ajustada a
um modelo linear generalizado misto com distribui¢do logistica-normal e efeito aleatério para a
variavel observacional. A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada através da analise grafica de
residuos usando o pacote “hnp” (MORAIL; HINDE; DEMETRIO, 2017) juntamente com o
critério de informagao de Akaike (AIC), sendo AIC menor um indicativo de melhor ajuste. A
comparacao multipla de médias foi baseada no método de Tukey HSD a 5% de significancia
usando o pacote “emmeans” (LENTH, 2018).

Os dados de peso das plantas de milho foram analisados através de one-way ANOVA
usando um modelo linear misto com distribuicao normal. Diferencas significativas entre médias
foram determinadas por um teste de comparacao multipla baseado em contrastes pelo método de
Tukey HSD a 5% de significancia.

Os dados de mortalidade de lagartas de S. frugiperda apés 7 dias sobre plantas de milho
foram ajustados a um modelo linear generalizado misto com distribui¢ao binomial e fun¢ao logit
link. As médias de mortalidade de lagartas foram separadas pelo teste de contraste de Tukey HSD
a 5% de significancia. A estimativa do tempo letal mediano (TLso) das lagartas foi analisada pelo
modelo Weibull. Enquanto isso, os dados de sobrevivéncia de D. maidis foram coletados durante
10 dias de infestacdo e analisados pelo método de Kaplan-Meier seguido do teste de log-rank
com 5% de significancia. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas entre si com base no
teste da razdo log-verossimilhan¢a com 5% de significancia. No presente trabalho, as analises

foram realizadas em ambiente estatistico do software R (R CORE TEAM, 2018).
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4. RESULTADOS

4.1. Selegao de isolados Metarhizium spp. para produgao de

microesclerddios

No cultivo dos 48 isolados de Metarhizinm spp. foi observada produgiao de
microesclerédios por todos os isolados submetidos a fermentagao (F = 7,19; df = 47, 240; p <
0.0001). A concentragdo de MS produzidos pelos 48 isolados no quarto e ultimo dia de
fermentacdo vatriou entre 1,3X102 e 2,9%X10° MS mL". A pigmentacio dos microesclerédios foi
crescente durante os 4 dias de fermenta¢ao e com eventual formagao de conidios nas paredes dos
frascos no terceiro e quarto dia (esporulagao de conidios formando manchas de coloragio verde
no interior do frasco). Além da formacao de microesclerédios, houve formacao de blastosporos e
estruturas enoveladas de hifa (hifas ndo completamente compactadas e pouco pigmentadas em
relacdo aos microescler6dios).

Dentre os 16 isolados de Metarhizinm anisopliae destaca-se o isolado ESALQ1814 com
producdo de 1,43X10° MS mL.". Metarhizium anisopliae ESA1.Q1814 além da alta produgio de MS
apresentou desenvolvimento de muitas hifas enoveladas. A alta formacao de enovelados de hifas
indica que o potencial de producio de microesclerédios poderia ser maior com devidas
adaptagoes ao cultivo do fungo ESALLQ1814. Dentre os isolados com as menores produgoes de
microesclerédios da espécie M. anisopliae esta ESALQ4797 (1,7x10°MS mL"). Os 16 isolados de
M. robertsii em estudo, produziram entre 2,7X10* (ESALQ1624 e ESALQ2559) e 9,3X10*> MS
ml"' (ESALQ2450). Dos isolados de Metarhizium sp. Indeterminada destaca-se o isolado
ESALQ1636 como um dos mais produtivos (1,6X10° MS mL™"). Ja o isolado ESALLQ4684 de
Metarhizinm sp. Indeterminada foi um dos menos produtivos (1,3%102 MS mL."), dos 48 isolados
em estudo. O isolado de M. humberi sp. nov. ESALQ1638 destacou-se com alta produciao de
microesclerodios (2,9%10° MS mL"), dentre os 48 isolados em estudo (Figura 1).

Baseado nas médias de producao de microesclerédios dos 48 isolados de Metarhizinm,
somente trés isolados, de diferentes espécies e com alta producao de MS, foram escolhidos para
os estudos de inoculagao de sementes de milho. Os isolados escolhidos foram: M. humberi sp.

nov. ESALQ1638, M. anisopliac ESA1.Q1814 e M. robertsii ESALQ2450.
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Figura 1. Producio de microesclerédios de Metarhizium spp. (MS mlL") no quarto dia de

fermentacio no meio de cultura liquido numero 4 a 2842 °C, 20+£10% de umidade relativa, 12

horas de fotofase e 300 rpm. Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferenca

significativas pelo teste Tukey.



31

4.2. Desempenho dos isolados selecionados de Metarhizium spp.

A produgiao de microesclerédios dos isolados M. anisopliae ESALQ1814, M. robertsii
ESALQ2450 e M. humberi sp. nov. ESALQ1638, foi respectivamente de 1,2X10°, 1,8x10° e
3,6x10° microesclerédios mL.". A germinacio (formacio de hifas a partir dos MS), desses
granulos de MS foi acima de 90%, ap6s incubagao dos granulos sobre superficie agar-agua por 24
horas e a 28+2 °C. A concentracio de conidio formados a partit dos microesclerédios
germinados foi superior a 7,2X10° conidios g de MS estabilizado, ap6s reidratagio em superficie

agar-agua por 7 dias e a 2812 °C (Figura 2).

Figura 2. Microesclerédios no quarto dia de fermentagao liquida de Metarbizinm humberi
ESALQ1638(a), Metarhizium anisopliac ESALQ1814 (b) e Metarhizium robertsii ESALQ2450(c).
Microesclerddios de Metarhizium humberi ESALQ1638(d), Metarhizinm anisopliae ESALQ1617 (e) e
Metarhizium robertsii ESALQ2450 (f) germinando apds 24 horas sobre superficie agar-agua a 2% a
28%2 °C e 12 horas de fotofase.

Houve formacao de blastosporos concomitantemente a produ¢ao de microesclerodios
de Metarhizium durante os 4 dias de fermenta¢ao no mesmo meio de cultura liquida. Os maiores
valores de produc¢ao de blastosporos coincidem com as maiores produ¢oes de MS do mesmo
frasco de fermentacdo. As maiores producoes de blastosporos (5,8%10” blastosporos mL.") e MS

foram observadas para o isolado ESALQ1638 (Tabela 2).
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Tabela 2. Produ¢ao de microesclerédios (MS) e blastosporos em meio liquido e viabilidade e

produgdo de conidios por grama de MS seco de trés isolados de Metarhizium spp.

Producao de s Producao de  Producio de

. Viabilidade 1
Isolado de Metarhizium MS de MS (%) conidios por g de blastosporos
(x10°MS mL") ) NS seco (%10 (x10"mL")

M. humberi ESALLQ1638 3,6t 0,7 93,0 £ 1,0 6,7+ 34 58109
M. anisopliae ESALQ1814 1,2+ 0,3" 94,0+ 2,0 1,7 £0,9° 0,4 £0,07
M. robertsit ESA1.Q2450 1,8 £ 04" 96,0+ 1,0 0,7 £0,1° 42+ 1,6
Deviance (1) 10,299 4,526 15,146 30,868
df 2,24 2,24 2,24 2,24
p-valor 0,0058 0,104 0,0005142 1,982¢-07
Modelo ajustado BN NB BN BN

Média (XEP), letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05). ™ sem diferenga significativa. BN = Binomial Negativo. NB = Normal Binomial.

A necessidade de aplicacio de MS por hectare foi estimada com base na viabilidade e
produgao de conidios por microesclerédios sobre agar-agua. Considerando a recomendagao de
aplicagio de 10" conidios por hectare para a cultura do milho foi calculada a necessaria aplicagio
de 150 g, 597 g e 1,4 kg de granulos de MS por hectare dos isolados M. hunberi ESALQ1638, M.
anisopliae ESALQ1814 e M. robertsii ESALQ2450, respectivamente.

4.3. Colonizagdao endofitica, densidade de Metarhizium spp. no solo e

promocgao de crescimento das plantas de milho inoculadas

A densidade de Metarhizinm no solo medida pela densidade de unidades formadoras de
colonias (UFC) foi significativamente maior (y*=34,87, df=2, 27, p < 0,0001) para os tratamentos
com isolados ESALQ2450 (1,2x10° UFC g" de solo) e ESALQ1814 (8,0x10* UFC g de solo)
do que para o tratamento com ESALQ1638 (9,7x10° UFC g' de solo) (Figura 3). Nos
tratamentos com solo nao inoculado por Metarhizium nao foi observada formagao de colonia do
fungo. A produgio de conidios por sementes de milho inoculadas por MS apds 7 dias sobre
superficie de meio seletivo a Metarhizinm, revelou uma maior quantidade de conidios produzidos
nas sementes inoculadas por ESALQ1638 (y°=9,26, df=2, 6, p = 0,0238). A concentracio média
foi de 7,0+1,0x10° 1,5+0,8x107, e 1,7£7,6X10" conidios por semente para M. robertsii

ESALQ2450, M. anisopliae ESALQ1814 e M. humberi ESALQ1638, respectivamente.
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Figura 3. Unidades formadoras de colonia (UFC) de Metarhizium spp. em solo inoculado e nao
inoculado através do tratamento de sementes de milho. Letras diferentes indicam wvalores

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<<0,05).

Nao foi observada colonizagao dos fungos Metarhizinm spp. (ESALQ1814, ESALQ2450
e ESALQ1638) nas plantas de milho tratadas via semente. Fragmentos de raiz e folha de milho
de todos os tratamentos foram mantidas sobre meio seletivo por 20 dias sem a formacao de
colonias que caracterizem Metarhizium. Entretanto, as plantas de milho inoculadas por
microesclerédios de Metarhizinm (ESALQ1814, ESALQ2450 e ESALQ1638) apresentaram em
geral maiores crescimentos medido pela area foliar, comprimento de raiz, porte da planta e peso
seco.

Ap6s 15 dias da semeadura (DAS) as plantas inoculadas com M. anisopliae apresentaram
area foliar superior ao controle nio inoculado, nao diferindo dos demais fungos. A altura das
plantas inoculadas com Metarbizinm humberi e M. robertsii foram superiores ao controle, nao

diferindo de M. anisopliae (Figura 4).
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Figura 4. Area foliar (A) e altura de plantas (B) de milho inoculadas por M. humberi ESALQ1638,
M. anisopliae ESALQ1814 e M. robertsii ESALQ2450 via tratamento de semente apds 15 dias de
semeadura em casa de vegetagdo. Médias seguidas por letras diferentes sao significativamente

diferentes (p<<0,05) pelo teste de Tukey.

Ap6s 30 dias as plantas de milho inoculadas com ESALQ1638 apresentaram maior
altura (p<0,001) e comprimento de raiz (p=0,003) do que os demais tratamentos. O
comprimento de raiz do tratamento com inocula¢ao de ESALQ2450 foi estatisticamente similar
ao ESALQ1638 ¢ ao controle. A area foliar aos 30 DAS nio foi significativamente diferente entre
os tratamentos (p=0,082).

Com relagao ao peso seco das rafzes houve diferenga significativa entre os tratamentos
sendo o maior peso observado em plantas inoculadas por ESALQ2450 (p=0,005). O peso seco
das folhas foi superior nas plantas inoculadas por microesclerédios de ESALQ1814 em relagao
ao controle nao inoculadas (p=0,024). Com relagdo ao peso seco de planta inteira as tratadas
pelos fungos M. anisopliae ESALQ1814, M. robertsii ESALQ2450 apresentaram maior peso seco

que o controle (p=0,002), nao havendo diferengas entre os tratamentos com fungos (Figura 5).
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Figura 5. Area foliar, comprimento de raiz, altura de planta e pesos seco de folha, de raiz e de
plantas inteiras de milho (A-F) inoculadas com Metarhizinm humberi ESALQ1638, Metarbhizinm
anisopliae ESALQ1814 e Metarbizinm robertsii ESALQ2450 via tratamento de sementes apds 30
dias de semeadura em casa de vegetagio. Médias seguidas por letras diferentes sio

significativamente diferentes (p<<0,05) pelo teste de Tukey.
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4.4. Eficicia de microesclerédios de Metarhizium spp. no controle de

Dalbulus maidis e Spodoptera frugiperda

Adultos de Dalbulus maidis e lagartas de 3° instar de Spodoptera frugiperda foram
alimentados com plantas de milho inoculadas via tratamento de semente com microesclerédios
de Metarhizinm: ESALQ1814, ESALQ2450 e ESALQ1638. A sobrevivéncia de adultos de D.
maidis nao foi afetada pela inoculagio dos fungos nas plantas de milho (2 = 0,67, df = 3, p =
0,90). Por outro lado, a inoculagdo de plantas por Metarhizium resultou em aumento da
mortalidade de lagartas de S. frugiperda (y2 = 27,5, df = 3, p<0,05) (Figura 6). Lagartas
alimentadas por plantas inoculadas via semente por uma das 3 espécies de Metarhizium
apresentaram valores de sobrevivéncia entre 36,2 e 45,0% e tempo letal mediano (TLso) entre 5 e
6 dias enquanto que no tratamento controle a sobrevivéncia foi acima de 70% e TLso de 12 dias
foram significativamente menor do que nos tratamentos com aplicagdo fungica (Tabela 3). Nao
houve diferenca estatistica da sobrevivéncia das lagartas entre os trés tratamentos inoculados com
espécies de Metarhizinm. Os cadaveres de lagartas foram transferidos para camara umida e apds 7-
10 dias nao apresentaram crescimento de esporulagdo de Mesarhizinm. Foram preparadas laminas
contendo fragmentos de lagartas mortas de todos os quatro tratamentos, porém foi observada

apenas a presenca de propagulos do fungo Penicillinm.
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Figura 6. Sobrevivéncia de lagartas de 3° instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com plantas de
milho inoculadas por Metarhizium spp. via tratamento de sementes a 2515 °C e fotofase de 12

horas.
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Tabela 3. Tempo Letal mediano (TLs) estimado e mortalidade de lagartas de terceiro instar de

Spodoptera frugiperda apos sete dias sobre plantas de milho originarias de sementes inoculadas por

microesclerédios de Metarhizinm spp.

Limite de confianca

Limite de confianca

TLso Sobrevivéncia
Isolado de 95% (dias) . : de 95% (dias)
(dias) ap6s 7 dias
(7o)
Abaixo Acima Abaixo Acima
Controle 11,48* 8,47 15,72 71,3 62,1 81,9
M. humberi ESALQ1638 537" 4,35 6,58 40,0 30,6 52,3
M. anisopliae ESALQ1814 6,00 4,85 7,44 45,0 35,3 57,3
M. robertsii ESALQ2450  5,01° 4,07 6,12 36,2 27,1 48,5

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatistica por teste de Tukey HSD (p

<0,05).



38



39

5. DISCUSSOES

Um ponto chave para garantir o sucesso na utiliza¢do de microesclerédios é a produgao
em escala desses propagulos por fermentagao liquida submersa. Para escolher o meio de cultura
ideal foram realizados testes preliminares que detectaram diferenca na produgio de
microesclerédios ao cultivar isolados de Metarhizium em sete combinagdes dos meios de cultura
liquido desenvolvidos por Jaronski e Jackson (2009), diferindo na relagao carbono e nitrogénio
(C:N). Além da relagao C:N, verificou-se que a produgdao de microesclerédios é dependente da
fonte de nitrogénio. A produgdo de estruturas de resisténcia no meio de cultura numero 4
(relagao C:N de 10:1) contendo extrato de levedura foi da ordem de 10 vezes maior do que a
produgao no meio de cultura nimero 5 (relagio C:N de 30:1). A maior produgio de
microesclerédios em meio com relagio C:N de 10:1 pode estar relacionada com a maior
necessidade de nitrogénio dos isolados em estudo. Estudos mostram que meio de cultura mais
rico em nitrogénio (30:1 em relagdo a 50:1 de C:N) proporcionaram maior eficiéncia em alguns
parametros como: a producdo de microesclerédios, a produgdo de conidios por grama de
microesclerédios estabilizado e a viruléncia a insetos (BEHLE; JACKSON, 2014). Além disso, a
concentracao dos componentes que contém o meio de cultura liquido estd intimamente
relacionada com a producio de propagulos como blastosporos e microesclerédios do mesmo
isolado fingico (YPSILOS; MAGAN, 2005; JARONSKI; MASCARIN, 2017).

Importante requisito na escolha do isolado fungico para o controle de pragas ¢ a
capacidade e a facilidade de produgao. Todos os 48 isolados de Metarhizinm em estudo foram
capazes de produzir microesclerédios, e as diferencas de produgao entre os isolados nio foi
superior a 22 vezes. Durante a producao de microesclerodios houve também produgao de
blastosporos de Metarhizium. A utilizagdo de microesclerédios e blastosporos conjuntamente
poderia contribuir para maior quantidade de propagulos no solo e contribuir para o controle
biolégico de pragas. Contudo, os blastosporos devem apresentar uma curta sobrevivéncia no solo
comparado aos microesclerédios. No presente estudo, nio foram incluidos blastosporos nos
tratamentos de sementes ja que quase todos devem ter sido eliminados pelo tamanho do filtro
usado na separa¢ao dos microesclerédios que sao maiores e os blastosporos remanescentes
devem ter sido inviabilizados pelo método de secagem usado, ja que estes sao menos resistentes a
secagem.

A produgao de microesclerédios tem grande importancia no controle de pragas quando
estes resultam em elevada formacio de conidios infectivos no ambiente, diferentemente do uso

no tratamento de sementes como inoculante ja que o que se espera é a colonizagao das plantas e
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do solo. A viabilidade e quantidade de conidios produzidos pelos microesclerdédios é um
parametro importante. Foi verificada alta viabilidade (acima de 90%) e a capacidade dos
propagulos de microesclerédios germinarem com a formagdao de hifas e posteriormente a
formagao de conidios em volta das estruturas de resisténcia para os trés isolados mais produtivos
dos 48 isolados em estudo: ESALQ1814, ESALLQ2450 e ESALQ1638. Segundo Behle e Jackson
(2014), a producao de conidios proveniente de microesclerédios esta relacionada com o meio de
cultura utilizado; e corroborando os resultados de nosso estudo sendo o meio de numero 4 o
melhor para producio de microesclerédios. No presente trabalho, a producio de MS mL" foi
menor que alguns resultados na literatura, contudo a produgao de conidios por grama de
microesclerédios pode ser comparada a tais estudos. Como exemplo, o isolado ESALQ1638
produziu 3,56x10° MS mL"' e ap6s adicio do inerte, terra de diatomicea, e secagem houve
produgio de 6,7%X10” conidios por grama de MS apdés sete dias de reidratacio dos
microesclerédios. Por outro lado, Jackson e Jaronski (2009) obtiveram produ¢io maxima de
10,3x10* MS ml' ao quarto dia e uma producio de conidios de 3,53x10° por grama de
microesclerédios apos 8 dias de incubagao dos microesclerddios.

O incremento de area foliar e peso seco de plantas de milho tratadas por
microesclerédios de Metarbizinm indicam a existéncia de interagdes entre o fungo e a planta. A
interacdo entre planta e fungo possibilita aumento no desenvolvimento vegetativo das plantas
hospedeiras (BEHIE; JONES; BIDOCHKA, 2015; JABER; ENKERLI, 2016; CANASSA et al,,
2019) e na producio (GARCIA et al., 2011; GATHAGE et al., 2016). Similar aos resultados
obtidos no presente trabalho, Kabaluk e Ericsson (2007) mostraram aumento no peso de plantas
provenientes de sementes de milho inoculadas por conidios de Metarhizium anisopliae. Estudos
mostraram a existéncia de translocac¢ao de nutrientes entre planta e fungos entomopatogénicos
(BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012) e que 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). Além da questiao nutricional, estudos mostram que
alguns fungos entomopatogénicos sio capazes de produzir e regular hormoénios de crescimento
em plantas tal como auxina (LIAO et al.,, 2017). As respostas de incremento no crescimento das
plantas de milho foram diferentes entre os isolados de Mezarhizinm. Foi observado promogao na
altura de planta pelo ESALQ1638 enquanto que a biomassa acumulada foi maior em plantas
inoculadas por ESALQ1814 ¢ ESALQ2450 apds 30 dias de semeadura. Outros estudos também
observaram varia¢ao no crescimento de plantas inoculadas por diferentes isolados do fungo do

género Metarhizinm (GARCIA et al., 2011; LIAO et al., 2014).
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A utiliza¢ao de microesclerdédios como ferramenta de manejo de lagartas de Spodoptera
frugiperda através do tratamento de semente de milho revelou ser um método com potencial. A
mortalidade acumulada de lagartas alimentadas por folhas de plantas inoculadas atingiu valores
até 35% superior ao controle ndo inoculado no sétimo dia e TLsy de 5 dias. O potencial de
microesclerédios de Metarhizium no controle de pragas no solo via producio de conidios no
ambiente foi comprovado por trabalhos anteriores (JACKSON; JARONSKI, 2009; BEHLE;
JACKSON; FLOR-WEILER, 2013; BEHLE; JACKSON, 2014; BEHLE et al, 2015;
GARDESCU et al., 2017). Outros estudos mostram efeitos negativos na sobrevivéncia e no
desenvolvimento de lagartas alimentadas por plantas colonizadas endofiticamente por fungos
entomopatogenicos utilizando métodos de inocula¢ao de conidios via semente (CHERRY et al.,
2004; POWELL et al., 2007; CASTILLO LOPEZ; SWORD, 2015; RESQUIN-ROMERO et al.,
2016). A inovagao do presente trabalho foi a utilizagdo de microesclerédios no controle de
insetos de forma indireta via tratamento de sementes. Além disso, é o primeiro relato de
aplicagio de microesclerédios com controle eficiente de lagartas de Spodoptera frugiperda,
importante praga na cultura do milho mundialmente.

As lagartas mortas nos bioensaios foram colocadas em camara umida e ndo
apresentaram crescimento e esporulacio de Metarhizium nos cadaveres. A auséncia de micoses
nos insetos mortos que foram alimentados por plantas inoculadas por entomopatégenos também
foi relatada por outros autores (CHERRY et al., 2004; AKUTSE et al, 2013; CASTILLO
LOPEZ; SWORD, 2015; MANTZOUKAS; CHONDROGIANNIS;
GRAMMATIKOPOULQOS, 2015). A auséncia de coloniza¢ao do fungo nas lagartas sugere que a
mortalidade ¢ resultado da interagao do fungo com a planta. Acredita-se que o mecanismo de
acao esteja associado a ativacao de defesas da planta ou a produgao de metabdlitos secundarios
pelo fungo ou na combinagao destes dois fatores. A planta em resposta ao ataque de organismos
sofre estresse que pode levar a producao de compostos de rotas fisiologicas envolvidas na
produgao de enzimas que induzem a ativagao de seu sistema de defesa contra o estresse. Estudos
detectaram a biossintese de metabdlitos secundarios em taxas acima do normal em plantas
inoculadas previamente por fungos entomopatogénico. Por exemplo, Shrivastava et al. (2015)
associaram a diminui¢ao de peso de lagartas alimentadas por folhas de tomate colonizadas
endofiticamente por Beauveria com a alta sintese de metabélitos secundarios (terpenos). Outros
componentes como os fitormonios, acido salicilico e acido jasmoénico, exercem importante
funcdo em rotas relacionadas a indugdo do sistema de defesa de plantas em resposta a algum
estresse causado pelo ataque de patdgenos e danos causados pela alimentagao de insetos (WAR et

al, 2011; NAVARRO-MELENDEZ; HEIL, 2014).



42

Varios estudos revelaram a agdo de toxinas secretadas pelos fungos entomopatogénicos,
tais como destruxina, beauvericina e oosporeina, na inibi¢ao da alimentagdo e mortalidade dos
insetos, (AMIRI; IBRAHIM; BUTT, 1999; CHERRY et al., 2004; GOLO et al., 2014; TAIBON
et al., 2015; RESQUIN-ROMERO et al., 2016; LEFORT et al., 2016; GARRIDO-JURADO et
al., 2017). Embora toxinas, como a destruxina, tenham sido detectadas em plantas colonizadas
pelos fungos, nao ¢ conhecido se a baixa concentragao destas poderia ser responsavel pelos
efeitos nas pragas. Estudos mais detalhados sobre a induc¢do do sistema de defesa bem como na
producao de metabolitos secundarios que apresentam efeito inseticida ainda sao necessarios.

Embora tenham sido observados efeitos de mortalidade de S. frugiperda e benéficos as
plantas inoculadas pelo fungo, ndo foi comprovada a colonizagao endofitica de Metarhizinm nos
tecidos das plantas 30 dias apds a inoculagio das sementes de milho. E possivel que a
colonizag¢ao tenha sido transitéria e a persisténcia menor do que 30 dias. Contudo foi observada a
persisténcia de conidios viaveis de Metarhizium no solo dessas plantas. Estudos indicam que a
acao endofitica de entomopatogénicos e o reisolamento do fungo a partir de tecidos vegetais
estao intimamente ligados a espécie de planta hospedeira e ao fungo inoculado, sendo a
quantidade desse fungo decrescente ao longo do tempo (AKUTSE et al., 2013; RUSSO et al.,
2015; PARSA et al, 2016). Similarmente, Mutune et al. (2016) ndo conseguiram detectar a
colonizagdo de Metarhizium em plantas de fefjdo inoculadas por conidios via tratamento de
semente, contudo a presenca do fungo nessas plantas proporcionou diminui¢ao da populagao de
Ophiomyia phaseoli que é uma espécie de Diptera praga de parte aérea. No presente trabalho, o uso
de técnicas moleculares poderia revelar se o fungo estava em quantidades nao detectaveis pelo
método de cultivo em meio seletivo.

No presente trabalho ndo houve mortalidade significativa de Dalbulus maidis sobre
plantas inoculadas por Metarhizium spp. (ESALQ1638, ESALQ1814, ESALQ2450) via semente
de milho. A ineficiéncia no controle de D. maidis pode estar relacionada com o habito alimentar
sugador restrito ao floema da planta. Estudos apontam que o controle de insetos de habito
mastigador é mais eficiente que os de habito sugador quando alimentados por plantas com fungo
endofiticamente (JUNG et al.,, 2012; VEGA, 2018). Gonzalez-mas et al. (2019) observaram que
nao houve efeito na sobrevivéncia de Aphis gossypii (Hemiptera; Aphididae) alimentados em
plantas inoculadas por Beauveria. Entretanto, em dois estudos foram observados efeitos nao letais
das plantas inoculadas em pulgdes. Foram observados efeitos negativos na reprodugio e
alimentacdo de _Aphis gossypii sobre plantas inoculadas por diferentes géneros de fungos
entomopatogenicos (GURULINGAPPA et al., 2010). Jaber e Araj (2017) mostraram que o

sugador Myzus persicae apresentou taxas de desenvolvimento e fecundidade alterados
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negativamente ap6s hospedarem  plantas inoculadas endofiticamente por  fungos
entomopatogénicos. Aparentemente, esses efeitos em insetos sugadores, por fungos parece ser de
forma indireta pela manifestagio de efeitos sub-letais aos insetos, o que nio foi objeto do
presente estudo.

O efeito letal em §. frugiperda e o incremento no crescimento de plantas de milho
indicam potencial de uso de microesclerédios para o tratamento de sementes visando prote¢ao as
plantas. Os beneficios da aplicacio de microesclerédios de Metarhizinm sugerem o uso do fungo
de forma alternativa aos inseticidas quimicos ou em associagio ao controle convencional. Os
resultados obtidos no presente trabalho reforcam a necessidade de maiores estudos para viabilizar
o uso desta estratégia de forma comercial e para entender os mecanismos envolvidos na relagao
entre planta, fungo e inseto. Estudos complementares também sdao necessarios para determinar se
existem efeitos sub-letais para D. maidis e outras pragas do milho quando alimentadas em plantas

inoculadas por Metarhizinm.
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