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RESUMO

Utilizacdo de microesclerddios do fungo Metarhizium rileyi (Hypocreales:
Clavicipitaceae) para controle de Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae)

Microesclerodios (MS) sdo agregados de hifas melanizados que possuem reserva
nutricional enddgena e podem ser produzidos através da fermentacdo liquida em alguns
fungos entomopatogénicos, como Metarhizium rileyi. Este fungo é conhecido pela sua alta
viruléncia a lepidopteros da familia Noctuidae, causando epizootias naturais e sendo um
fungo promissor para controle de importantes pragas, como Spodoptera frugiperda. O
objetivo deste projeto foi avaliar a possibilidade de producdo de MS de M. rileyi para o
isolado ESALQ5611, através da selecdo de um meio de cultura e escalonamento para
biorreator de bancada, seguido do teste de viruléncia desse propéagulo para o controle de S.
frugiperda em diferentes habitats do seu ciclo de vida: folhas, solo e cartucho, em bioensaios
de laboratério e casa de vegetacdo. Meios de cultura com relacdo carbono e nitrogénio
menores (10:1 e 12:1) produziram mais de 10* MS/mL, sendo estatisticamente melhores que
0s meios com razdes elevadas (30:1 e 50:1). MS de M. rileyi granulados sobre folhas de milho
(94,9%) e soja (92,7%) germinaram e esporularam mais rapido do que sobre &gar-agua
(29,3%) apds 24 horas. A aplicacdo da mistura contendo 1 x 10° MS/g foi altamente eficiente
em laboratdrio, alcancando uma media de 44,4% de mortalidade de lagartas (L3) em trés dias
e 95% de mortalidade total ao final do experimento (10 dias), sendo estatisticamente melhor
que a pulverizagdo de conidios aéreos (1 x 107 conidios/mL). Os MS também tiveram 6timo
desempenho sobre o solo, com germinacdo de 69% em 72 horas e mortalidade total de 85%
em dez dias para lagartas de 5° instar. A umidade em casa de vegetacédo foi provavelmente um
fator limitante no desenvolvimento desse propagulo, pois os indices de germinacdo dos MS
foram muito baixos (4% + 3,19%), bem como a taxa de mortalidade das lagartas (20 + 20,9%
para MS aplicados preventivamente e 11,6 * 11,7 % para MS aplicados no dia do
posicionamento da lagarta na planta). Contudo, a elevada viruléncia em condigdes de
laboratério e a estabilidade no armazenamento mesmo ap0s 6 meses coloca a estratégia do
uso de MS como promissora. Contudo, existe a necessidade de mais estudos para
desenvolvimento de formulagbes que possam favorecer a germinacdo para aplicacBes em
campo.

Palavras-chave: Fermentacdo liquida submersa, Fungo entomopatogénico, Lagarta-do-
cartucho-do-milho, Controle biolégico
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ABSTRACT

Use of Metarhizium rileyi (Hypocreales: Clavicipitaceae) microsclerotia to control
Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

Microsclerotia (MS) are described as aggregates of melanized hyphae that possess
endogenous nutritional reserves and can be produced through liquid fermentation in some
entomopathogenic fungi, such as Metarhizium rileyi. This fungus is commonly known for its
high virulence against the Lepidoptera (Noctuidae) group, causing natural epizootics and
being a very promising fungus for the control of important pests, such as Spodoptera
frugiperda. The goal of this project was to evaluate the possibility of producing MS of M.
rileyi for the isolate ESALQ5611, through the selection of a culture media and scaling up to
benchtop bioreactor, followed by testing the strategy of this propagule for the control of S.
frugiperda in different contexts of its life cycle: leaves, soil, and whorl, through laboratory
and greenhouse bioassays. Culture media with lower carbon-to-nitrogen ratios (10:1 and 12:1)
produced more than 10* microsclerotia mL™, statistically better than media with higher ratios
(30:1 and 50:1). It was also observed that M. rileyi MS germinated and produced conidia
faster on maize and soybean leaves than on water agar (maize 94,9%, soybean 92,7% and
water agar 29,3% of germination after 24 hours). The application of the formulation
containing 1 x 10° MS/g was highly effective in laboratory, reaching an average mortality of
44,4% in three days and 95% total mortality at the end of the experiment (10 days),
statistically better than conidial spraying. MS also had good results in soil, with a 69%
germination rate in 72 hours and 85% mortality in ten days. The moisture in the greenhouse
were probably a limiting factor in the performance of this propagule because the germination
rates in the greenhouse were very low (4% + 3,19%), as well as the mortality rate of
caterpillars (20% + 20,9 to MS application previously and 11,6 % = 11,7 to MS applied in the
day which the caterpillars were transferred to the plants). Therefore, the high virulence in
laboratory and stability within six months of storage shows a promising strategy. Although,
the technology requires further studies to develop formulations that can promote germination
to field applications.

Keywords: Submerged liquid fermentation, Entomopathogenic fungus, Fall armyworm,
Biological control
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho-do-milho  Spodoptera  frugiperda (SMITH, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) € atualmente considerada a principal praga-chave da cultura,
causando danos em todos os estagios fenoldgicos da planta e podendo levar a planta a morte
(GRUTZMACHER, et al., 2000; VALICENTE, 2015). Além do seu habito alimentar voraz e
polifago, o problema de desenvolvimento de resisténcia em S. frugiperda também € evidente,
com muitas populagdes ja resistentes as principais tecnologias de controle do mercado, como
sementes geneticamente modificadas (tecnologia bt) (FARIAS et al., 2014; BURTET et al.,
2017; FATORETTO et al., 2017) e aos principais grupos de moléculas quimicas (DIEZ-
RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; NASCIMENTO et al., 2016; GARLET et al., 2021). Além
disso, este inseto passa maior parte da fase de lagarta dentro do cartucho do milho,
protegendo-o de aplicagdes de controladores (seja quimicos ou biolégicos) na forma de
pulverizag&o.

Metarhizium (Nomuraea) rileyi Kepler, S.A. Rehner & Humber é um fungo
entomopatogénico que apresenta alta viruléncia e especificidade ao clado Lepidoptera
(Noctuidae), o que inclui inumeras pragas de grande importancia para 0 agronegocio
(MOSCARDI; SOSA-GOMEZ, 1993; ALVES, 1998; COSTA et al., 2015; FRONZA et al.,
2017), entre elas, S. frugiperda. Este microrganismo também possui grande capacidade de
causar epizootias e é conhecido pela sua ocorréncia natural em vérias lagartas de importancia
econémica, como Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens (ALLEN et al., 1971;
ALVES, 1998; FRONZA et al., 2017).

Apesar da alta viruléncia de M. rileyi a Noctuideos, existem poucos bioprodutos a
base deste fungo no mundo, devido a suas altas exigéncias nutricionais e ambientais, além de
um perfil gendmico ainda pouco explorado (QIN et al., 2009; THAKRE et al., 2011).
Pensando nisso, seria de grande importancia a exploracdo de novos propagulos através da
fermentacdo liquida para M. rileyi. Song et al. (2013) produziram microesclerédios deste
fungo e apontaram como uma alternativa a ser estudada para criacdo de bioprodutos.
Microesclerddios sdo enovelados de hifas que apresentam reserva nutricional enddgena e
produzem melanina, garantindo maior protecdo e persisténcia no campo em condicdes
adversas (JACKSON; JARONSKI, 2009; VILLAMIZAR et al.,, 2018), podendo ser
produzidos para alguns fungos entomopatogénicos através da fermentacdo liquida submersa.
Quando em microclimas favoraveis, estas estruturas germinam projetando hifas e

posteriormente produzindo conidios aéreos, que sdo propagulos infectivos para 0s insetos.
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Pensando na alta viruléncia de M. rileyi a lagartas, somada a dificuldade na produgéo
de conidios aéreos e 0 habito de S. frugiperda de permanecer dentro do cartucho (um
microclima com alta umidade), o presente trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de
microesclerédios de M. rileyi isolado ESALQ 5611 no controle da lagarta-do-cartucho-do-
milho em diferentes habitats do seu ciclo-de-vida: folhas, cartucho e solo. O isolado
selecionado ja teve sua alta viruléncia a lagarta demonstrada em estudos anteriores (GOTTI
et al., 2023). Foi avaliada a possibilidade de producdo de MS deste isolado, bem como
escalonamento em biorreator. Em seguida, foram realizados testes com lagartas em
laboratério e casa de vegetacdo, com intuito de verificar a acdo deste propégulo para S.

frugiperda.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Importéancia e danos da lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae)

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta-do-
cartucho-do-milho, é a principal praga do milho nas Américas, podendo reduzir a producao
em aproximadamente 34 a 52% (VALICENTE, 2015; MONTEZANO, 2018). Trata-se de um
inseto polifago, ou seja, que pode se alimentar de inimeros outros cultivos. Montezano et al.
(2018) apontaram 356 espécies de plantas pertencentes a 76 familias como possiveis
hospedeiras para a lagarta. No Brasil, este inseto também causa sérios danos a soja e algodao
(BARROS et al., 2010 a, b), contudo os maiores prejuizos se concentram na cultura do milho
(SARMENTO, 2002), sendo um grande problema tendo em vista que o pais esta no ranking
dos maiores produtores de milho do mundo. Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), no ano safra 2022/23 o Brasil produziu um valor estimado de
125.062,4 milhdes de toneladas de milho, totalizando uma area de aproximadamente 22.316,
3 milhdes de hectares plantados. Neste contexto, a lagarta-do-cartucho-do-milho é um grande
problema para os produtores, devido aos grandes danos e perdas econdémicas que este inseto
causa a producdo, afetando a economia do pais e a seguranca alimentar.

Figura 1. Danos causados por S. frugiperda em plantas de milho no campo (A e B) e mariposa na folha de milho
(©).

Fonte: préprio autor.

Além disso, S. frugiperda é um inseto cosmopolita, ou seja, amplamente distribuido
pelo mundo. Além de sua grande dispersdo no continente americano, este inseto vem sendo

encontrado em inUmeros outros paises do globo, como em quase todo o continente africano
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(GOERGEN et al., 2016), india (SHARANABASAPPA KALLESHWARASWAMY et al.,
2018), Indonésia (SARTIAMI et al., 2020), China (WANG et al., 2020) e inUmeros outros
paises da Asia (BALOCH et al., 2020) e Oceania (PIGGOTT et al., 2020, QI et al., 2021).
Recentemente, a espécie tem sido reportada na Europa, porém de forma mais restrita
(BABENDREIER et al., 2022). No Brasil, a sua ocorréncia é ampla, sendo reportada em todo
territorio nacional (SARMENTO et al., 2002; BUSATO et al., 2004; MIRANDA, 2006;
RICHARDT et al., 2020; NEGRINI, 2019). Trabalhos de modelagem computacional tem
apontado a influéncia de mudancas climéticas e ocupacdo de terra na futura distribuicdo e
ocorréncia de S. frugiperda pelo mundo. Neste sentido, as mudancas climéaticas podem alterar
0 padrdo de distribuicdo do inseto, contudo, a forma de utilizacdo do territério é o fator que
mais influencia na distribuicdo espacial de S. frugiperda, sendo que culturas anuais e
pastagens sdo os principais nichos responsaveis pelo aumento na distribuicdo da praga (Early
et al., 2018; Liu et al., 2020).

Spodoptera frugiperda possui todos os atributos de uma praga-chave de grande
importancia, como alta fecundidade, distribuicdo cosmopolita, habito polifago e alimentacéo
em todos os estagios fenoldgicos de desenvolvimento da planta (AVILA et al., 1997;
MONTEZANO et al., 2018). Além disso, séo reportadas populacdes resistentes as principais
classes de inseticidas, como piretroides e organofosforados (YU, 1991; DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; CARVALHO, 2013; GARLET et al., 2021), benzoilureias (NASCIMENTO
et al., 2016) e também altas chances de evolucdo de resisténcia a espinosinas (OKUMA et al.,
2017; LIRA et al.,, 2020) e diamidas (BOLZAN et al., 2019). Varios trabalhos também
apontam desenvolvimento de resisténcia a variedades geneticamente modificadas de milho
(FARIAS et al., 2014; MONNERAT et al., 2015; BURTET et al., 2017; FATORETTO et al.,
2017). Isso ocorre principalmente devido ao manejo inadequado com aplicacdo continua de
defensivos quimicos e falta de monitoramento, falta de implementacao de areas de refigio em
lavouras com variedades transgénicas e alta fecundidade e plasticidade genética de S.
frugiperda, tornando o controle desta praga continuamente mais desafiador (CRESPO et al.,
2021).

2.2. Bioecologia da espécie Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda possui o desenvolvimento holometabdlico, ou seja,

compreende os estadios de ovo, lagarta, pupa e adulto e o seu ciclo de vida tem duracéo de
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aproximadamente 30 dias, podendo variar com as condi¢Oes de temperatura e umidade
ambiente (SPARKS, 1979; CRESPO et al., 2021).

A postura dos ovos € realizada comumente a noite, e estes sdo depositados nas folhas
do milho, sendo em média 100 a 200 ovos por postura, que eclodem em um periodo de trés a
cinco dias. A duracdo média do periodo larval se d& entre treze a quinze dias compreendendo
de cinco a sete instares, variando com as condi¢des de temperatura, umidade, sexo e
disponibilidade de alimento (ROSA; BARCELOS, 2012; VALICENTE, 2015; CRESPO et
al., 2021). No ultimo instar larval, a lagarta dirige-se ao solo, onde permanece sem se
alimentar. Esse periodo € denominado de estadio pré-pupa e a duracdo pode variar de um a
trés dias. O estadio seguinte de pupa tem duracdo de oito a dez dias. Ap6s o periodo pupal,
ocorre a emergéncia do adulto, com longevidade de aproximadamente dez dias (CRUZ, 1995;
VALICENTE, 2015).

As fémeas colocam massas de ovos que comumente apresentam uma camada de
escamas, provenientes do seu abdémen. Logo apoés a eclosao, as larvas apresentam a cabeca
preta e 0 corpo esbranquicado, escurecendo apés trés dias. No ultimo instar, a lagarta
apresenta o dorso com coloracdo marrom-acinzentado, linhas evidentes na regido dorsal e
subdorsal e uma marcacdo em formato de Y invertido na cabeca (CRUZ, 1995; AVILA et al.,
1997; ROSA; BARCELOS, 2012). Os adultos, possuem aproximadamente 35 mm de
envergadura e 15 mm de comprimento, coloracdo acinzentada sendo as asas posteriores de
coloracdo clara e as asas anteriores de coloracdo pardo-escura. As mariposas apresentam
dimorfismo sexual, diferenciadas no macho pela presenca de manchas claras evidentes
(CRUZ, 1995; AVILA et al., 1997).

Quanto ao seu comportamento na planta do milho, no primeiro instar de
desenvolvimento, ocorre a raspagem das folhas do milho. A partir do segundo e terceiro
instares, as lagartas perfuram as folhas e entdo se direcionam para a regido do cartucho, onde
passam maior parte do seu ciclo imaturo e causam grandes danos ao cultivo, podendo levar as
plantas a morte (ROSA; BARCELOS, 2012). Logo apds a eclosdo, podem ser encontradas
mais de uma lagarta por cartucho, porém devido ao seu comportamento canibal, com o
desenvolvimento do inseto é comum encontrar apenas uma lagarta por cartucho (AVILA,
1997; ROSA; BARCELOS, 2012). Apos o seu desenvolvimento alimentando-se da planta de
milho, a lagarta dirige-se ao solo para a fase de pupa (SPARKS, 1979; VALICENTE, 2015).

Esse habito de viver dentro do cartucho durante maior parte do seu ciclo de vida
dificulta 0 acesso para o controle dessa praga (FARIA et al., 2021). Pensando nisso, a busca

por diferentes metodologias de controle é essencial para S. frugiperda, e sabendo da sua alta
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tendéncia ao desenvolvimento de resisténcia, métodos de controle biolégico como o controle

microbiano atraves de fungos, sdo os principais candidatos para 0 manejo desse inseto.

2.3. Fungos entomopatogénicos

Sabendo-se do impacto deste inseto na producdo agricola e a dificuldade no seu
controle, é necessario o estudo de métodos de controle além dos defensivos quimicos, que
possam otimizar 0 manejo e associar novas ferramentas de controle para a lagarta-do-
cartucho-do-milho.

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos como agentes de controle de insetos praga
é amplamente descrita na literatura ha muitos anos, sendo o primeiro trabalho publicado sobre
controle de insetos com fungos datando de 1878-79 (ALVES, 1998b). Estes microrganismos
sdo agentes muito estudados e utilizados no mundo todo, sua grande aplicabilidade se da
especialmente pelo amplo espectro de acdo, capacidade de infeccdo por contato
(diferentemente de virus e bactérias que necessitam de ingestdo) e patogenicidade as
diferentes fases de desenvolvimento dos insetos (ALVES, 1998a; VALADARES-INGLIS et
al., 2020).

O Brasil ¢ uma grande referéncia em controle biolégico com fungos, sendo o
programa de utilizacdo do fungo Metarhizium anisopliae para o controle das cigarrinhas da
cana-de-acUcar (Hemiptera: Cercopidae) conhecido mundialmente (ALVES, 1998a; LI et al.,
2010). Além disso, vem sendo registrados inimeros produtos de base biolégica nos ultimos
anos no pais. Entre os anos 2022 e 2023, aproximadamente 100 novos produtos bioldgicos
foram registrados, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Apesar dos fungos serem estudados hd muito tempo, a necessidade de constante
pesquisa é essencial para o avanco do mercado de bioprodutos, com obstaculos a serem
superados como a otimizacdo da persisténcia em campo, tempo de prateleira, producdo e
exploracdo de novos propagulos e prospeccdo de novas espécies ou cepas que possam ser
utilizadas no controle microbiano, principalmente no Brasil, um pais com tamanha

biodiversidade e clima favoravel a utilizacdo de microrganismos.
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2.4. Metarhizium (Nomuraea) rileyi Kepler, S.A. Rehner & Humber

Metarhizium (Nomuraea) rileyi Kepler, S.A. Rehner & Humber é um fungo
entomopatogénico classificado dentro do filo Ascomycota, ordem Hypocreales e familia
Clavicipitaceae (KEPLER et al., 2014). Durante muito tempo, este microrganismo foi
classificado na literatura como Nomuraea rileyi, contudo através de estudos moleculares
desenvolvidos por Kepler et al. (2014), passou a ser classificado como Metarhizium rileyi
(Farl.) Kepler, S.A. Rehner & Humber.

E um fungo dimorfico, ou seja, possui um estagio morfoldgico inicial leveduriforme
seguido de uma fase hifal/micelial (PENDLAND; BOUCIAS, 1997; ALVES, 1998a).
Apresenta distribuicdo cosmopolita, podendo ser isolado a partir de insetos, artropodes e solo
pelo mundo todo (HUMBER et al., 2011). E um agente de controle natural, e seu grande
destaque é para a ordem Lepidoptera, especialmente a familia Noctuidae, sendo 90% de seus
hospedeiros pertencentes a este grupo, o que é muito relevante tendo em vista o grande
impacto econdmico dos insetos desse clado na agricultura (MOSCARDI; SOSA-GOMEZ,
1993; ALVES, 1998; FRONZA et al., 2017).

Este microrganismo possui grande capacidade de causar epizootias e sua eficiéncia
no controle natural de lagartas da soja como Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens,
e também no algoddo como em Helicoverpa armigera, € amplamente conhecida pelos
produtores (ALLEN et al., 1971; ALVES, 1998a; COSTA et al., 2015; FRONZA et al.,
2017). Em revisao feita por Fronza et al. (2017) foram apontadas 60 espécies de lepidopteros
suscetiveis a M. rileyi em todo o mundo, sendo muitas dessas espécies de importancia
econémica. No Brasil, segundo o catalogo de isolados de fungos entomopatogénicos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa — Soja), a maioria dos isolados de M.
rileyi é proveniente de A. gemmatalis e S. frugiperda (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2002).
Alguns trabalhos apontam que a grande capacidade epizo6tica de M. rileyi pode ocorrer por
lagartas mumificadas no solo como fonte de indculo, citadas como esclerédios, que mesmo
apos longos periodos entre safras, sob condicbes favoraveis de temperatura e umidade, o
fungo € capaz de germinar e esporular, produzindo conidios infectivos (SPRENKEL;
BROOKS, 1977; THORVILSON et al., 1985).

Além disso, existem inimeros estudos sobre a capacidade endofitica do género
Metarhizium spp., mostrando sua forte interacdo com o solo e plantas. Cotes et al. (2020)
mostraram a capacidade de M. brunneum em alterar fisiologicamente plantas de Brassica

oleracea gerando respostas comportamentais na mosca-da-couve Delia radicum L. (Diptera:
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Anthomyiidae), reduzindo sua oviposi¢do. Zheng et al. (2023) mostraram a capacidade
endofitica de inimeros fungos entomopatogénicos em tomate para estimular o crescimento e
controle da populacédo da traca do tomateiro Phthorimaea absoluta (Tuta absoluta), entre eles
M. rileyi, M. flavoviride e M. anisopliae apresentaram resultados satisfatorios. Meirelles et al.
(2013) também estudaram a capacidade endofitica de M. rileyi, e constataram que o fungo
aumentou a biomassa e estimulou a produgdo de metabolitos secundarios em Hypericum
polyanthemum.

Alguns trabalhos também apontaram a capacidade de associacdo de M. rileyi a
inseticidas quimicos, in vitro e no campo, objetivando uma estratégia de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), onde seria possivel otimizar o controle da praga alvo além de reduzir as
chances de desenvolvimento de resisténcia pelos insetos (AMBETHGAR, 2009). A
biocompatibilidade de M. rileyi in vitro com alguns defensivos como thiamethoxan
(BATISTA et al.,, 2001), chlorantranilirpole, azoxystrobin (MATCHA et al., 2021) e
imidacloprid (COSTA et al., 2018) ja foi verificada. Outra estratégia a ser explorada € a
associacdo de microrganismos, em que experimentos com M. rileyi, baculovirus Anticarsia
gemmatalis (AgMNPV) e baculovirus Chrysodeixis includens (ChinNPV) obtiveram
resultados de campo satisfatorios para aplicacdo associada destes microrganismos (Lopes et
al., 2020).

Contudo, apesar da sua alta viruléncia para lagartas e alta capacidade epizootica,
ainda existem poucos produtos de M. rileyi no mercado brasileiro e mundial comparado a
outras espécies de fungos entomopatogénicos, devido a dificuldade em encontrar isolados que
possuam estabilidade genética e menores exigéncias nutricionais e ambientais para sua
producdo massal de conidios aéreos (DEVI et al.,, 2001; EDELSTEIN et al., 2004;
SUWANNAKUT et al., 2005; THAKRE et al., 2011; SONG et al., 2013). No Brasil, Faria et
al (2021) alcancaram uma producdo de aproximadamente 1,3 x 10° conidios por grama de
arroz utilizando indculo de pré-cultura utilizando o isolado CG381 de M. rileyi. Outro ponto a
ser destacado em M. rileyi, € o fato de blastosporos serem produzidos com facilidade através
da fermentacdo liquida, porém apresentam menor viruléncia quando comparados a conidios
aéreos, diferentemente de outros fungos (RIBA; GLANDARD, 1980; CORREA, 2020;
GOTTl et al., 2023).

Sabendo-se da producdo de varios propagulos diferentes por um mesmo
microrganismos, € evidente a necessidade de exploracdo de novos propagulos e diferentes
métodos de produgdo massal, procurando tornar M. rileyi um microrganismos mais presente

no mercado de bioldgicos, tendo em vista seu grande potencial.
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2.5. Estudo e utilizacdo de novos propagulos

A principal forma de producdo de fungos entomopatogénicos é através da
fermentacdo solida estatica em substratos como meios de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
ou arroz, onde sdo obtidos conidios aéreos (ALVES; FARIA, 2010; MASCARIN et al.,
2018). Outra forma de producdo é a fermentagcdo liquida submersa para obtencdo de
blastoporos, conidios submersos e microesclerodios, porém é utilizada com menor frequéncia
(MASCARIN et al., 2018).

Tendo em vista a constante evolu¢do no mercado de produtos biol6gicos, estudos
vém sendo realizados para a producédo e desenvolvimento de metodologias de producdo mais
econdmicas e eficientes e aplicacdo de novos propéagulos. Microesclerddios sdo estruturas de
resisténcia que consistem em agregados de hifas que produzem pigmento fotoprotetor
(melanina) ao longo do seu desenvolvimento, o que os protege da radiacdo UV e elevadas
temperaturas (ZHONG et al., 2008; JACKSON; JARONSKI, 2009; SONG et al., 2013;
VILLAMIZAR et al., 2018). Além disso, essas estruturas possuem reservas nutricionais
enddgenas e permanecem em estado de quiescéncia ou dorméncia sob condi¢Ges ambientais
desfavoraveis, sendo assim capazes de tolerar a dessecacdo. Quando submetidos a condicGes
adequadas de umidade, germinam e produzem conidios aéreos, que quando entram em
contato com o artrépode alvo, d&o inicio ao processo de infeccdo (JACKSON; JARONSKI,
2009; SONG et al., 2013; SONG, 2018).

Os microesclerddios sdo comumente produzidos por fungos fitopatogénicos, contudo
inimeros trabalhos apontam a inducdo desse propagulo através da fermentacdo liquida de
varios fungos entomopatogénicos (EVANS; SAMSON, 1982; JACKSON; JAROSNKI, 2009;
JACKSON; JARONSKI, 2012; MASCARIN et al., 2014; SONG et al., 2013; VILLAMIZAR
et al., 2018). Além da vantagem quanto a resisténcia as condi¢des ambientais, aumentando
assim a permanéncia do in6culo no campo, a producdo de microesclerédios é obtida através
de fermentacdo liquida, o que acarreta economia de tempo e maior controle do ambiente.
Nesse sentido, ha reducdo das chances de contaminacdo, resultando em uma producdo com
menos gastos e em menor tempo comparada a producdo de conidios aéreos em arroz
(JACKSON; JARONSKI, 2009; LIRA et al., 2020). Além disso, sua resisténcia a dessecacao
pode proporcionar uma elevada vida de prateleira (JACKSON; JARONSKI, 2012; YOUSEF-
YOUSEF et al., 2022). Jaronski e Jackson (2008) também apontam que apenas uma unidade
de granulo de microesclerddio pode vir a produzir uma quantidade letal de conidios para um

inseto.
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Contudo, apesar das inumeras vantagens, também existem as desvantagens e desafios
a serem trabalhados e superados. Os microesclerodios ndo sdo propagulos infectivos,
precisam de condi¢fes de umidade favordveis para germinarem e produzirem os conidios
infectivos, sendo assim, so serdo capazes de contaminar o inseto-alvo quando submetidos as
condicOes favoraveis de umidade para germinacéo e esporulacdo (JARONSKI, 2014). Outro
ponto seria devido ao grande tamanho, maior que conidios e blastosporos, inviabilizando a
pulverizacdo com uso de calda e sendo necessario estudos de tecnologia de aplicacdo e
estratégias de utilizacéo.

Song et al. (2013) estudaram a obtencdo de microesclerddios de M. rileyi em
laboratorio e obtiveram resultados satisfatorios, sendo realizada otimizacdo de meio de cultura
e teste de viruléncia em lagartas de Etiella zinckenella (SONG et al., 2014). Estudos
moleculares e de produgdo em biorreator também foram realizados, levando a Otimos
resultados e mostrando que microesclerodios de M. rileyi poderiam ser estudados como uma
alternativa promissora para a producdo e comercializacdo desse fungo (LIU et al., 2014;
SONG et al., 2014; SONG et al., 2017). Contudo, trabalhos de utilizagdo deste propagulo
ainda sdo escassos na literatura, sendo necessario maiores estudos sobre uma estratégia de
utilizacdo em semi-campo e campo.

Tendo em vista o grande potencial de epizootias e viruléncia de M. rileyi
principalmente para a familia Noctuidae, este trabalho visa investigar o desempenho em
laboratério e casa de vegetacdo de microesclerodios deste fungo, com o intuito de
proporcionar mais uma alternativa de manejo para S. frugiperda. A hipotese inicial parte da
ideia de que o microambiente do cartucho do milho, pela sua arquitetura, retencéo de agua e
ponto de orvalho, apresente as condi¢cGes de umidade, temperatura e baixa incidéncia UV
necessarias para o microesclerodio produzir conidios infectivos. Considerando que S.
frugiperda passa a maior parte da sua fase de lagarta dentro do cartucho, o contato seria
facilitado levando a infeccdo e morte das lagartas, seguido da esporulacdo, o que garante a
continuidade do in6culo no campo.

Para isso, 0 presente trabalho foi dividido em dois capitulos, em que no primeiro
foram apresentados experimentos das etapas de producdo, formulacdo e avaliacdo da
germinacdo dos microesclerddios em diferentes superficies. J& no segundo capitulo, foram
apresentados bioensaios com avaliacdes de estratégias de utilizacdo de microesclerddios para
controle de S. frugiperda, em diferentes contextos do ciclo de vida da lagarta: nas folhas, no

cartucho e no solo.
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3 PRODUQAO E ESCALONAMENTO DE MICROESCLERODIOS DE
Metarhizium rileyi (Hypocreales: Clavicipitaceae) E GERMINACAO EM
DIFERENTES SUPERFICIES PARA O CONTROLE DE Spodoptera frugiperda
(SMITH, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo

O fungo Metarhizium rileyi € conhecido pela sua capacidade de causar epizootias
naturais em lepiddpteros, entre eles a lagarta-do-cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda).
O presente trabalho teve como objetivo a exploragdo do propéagulo microesclerédio (MS),
produzido através da fermentacdo liquida, para controle de S. frugiperda. Para isso, foi
avaliada a possibilidade de producdo de MS do isolado de M. rileyi ESALQ5611 em shaker,
selecionando uma razéo C:N ideal para producdo, seguido do escalonamento para biorreator
de bancada (4 L). Foram avaliadas também diferentes formulacdes em microclimas com
diferentes umidades relativas (40%, 70%, 80% e 100%) e o desempenho dos MS sobre
diferentes superficies, como folhas expandidas, solo, agar-agua e cartucho. Foi constatado que
razdes C:N menores (10:1 e 12:1) produziram até 10 vezes mais MS (10* MS/mL) do que as
razOes maiores (30:1 e 50:1) e também estruturas mais homogéneas em tamanho (1,6 x 10* +
1,97 x 10* um? e 1,8 x 10* + 3,1 x 10* um?, para as razbes 10:1 e 12:1, respectivamente),
contudo as razbes mais altas produziram propagulos mais melanizados. Quanto ao
escalonamento em biorreator, observou-se que a alta rotacdo e aeracdo foram parametros
essenciais na producdo desse propagulo. Além disso, a quantidade de indculo também foi um
critério avaliado, obtendo-se dez vezes mais propagulos quando utilizado 10% de pré-cultura
como inéculo (10* MS/mL) em relagdo a 5%. A umidade relativa (UR) mostrou-se um fator
limitante no desenvolvimento dos MS, sendo observada germinagédo e esporulagdo somente
em microclimas com UR% proxima a 100%, e isto provavelmente tenha sido responsavel pela
germinacdo quase nula em casa de vegetacdo. Outro ponto de destaque foi que os MS
germinaram e esporularam mais rapido sobre a superficie de folhas de milho (94,9%) e soja
(92,7%) do que sobre o agar-agua (29,3%) em 24 horas, e produziram estatisticamente mais
conidios sobre a folha de milho (1,38 x 10° con/mL) do que sobre a soja (9,13 x 108 con/mL)
em seis dias de incubacdo. Além disso, foi observado que em 6 meses de armazenamento de
microesclerédios em geladeira (aproximadamente 5 °C) e freezer (aproximadamente — 20

°C), a germinacdo e producdo de conidios pelos MS permaneceu inalterada. Estes
dados indicam a viabilidade da utilizacdo desses propagulos no campo, pois mesmo com a
elevada umidade proporcionada pelo agar-dgua, os MS se desenvolveram melhor sobre a
superficie de plantas.

Palavras-chave: Fermentacdo liquida; biorreator; Fungos entomopatogénicos;

PRODUCTION AND SCALING UP OF Metarhizium rileyi (Hypocreales:
Clavicipitaceae) MICROSCLEROTIA AND GERMINATION IN DIFFERENT
SURFACES TO CONTROL Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera:

Noctuidae)

Abstract
The fungus Metarhizium rileyi is widely known for its ability to induce natural
epizootics in lepidopterans, especially the Noctuidae family, including Spodoptera
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frugiperda, the fall armyworm. The present study aimed to explore a propagule named
microsclerotia through liquid fermentation, to control S. frugiperda. The initial goal was to
assess the capability of producing microsclerotia of the M. rileyi isolate ESALQ5611 in a
shaker, selecting an ideal C:N ratio for production, followed by scaling up to benchtop
bioreactor (4L). Different formulations were also evaluated in microclimates with varying
relative humidities (40%, 70%, 80%, and 100%), and the germination and sporulation of the
propagules on different surfaces, such as, leaves, soil, water-agar, and the maize whorl. Lower
C:N ratios (10:1 and 12:1) produced up to 10 times more microsclerotia (10* MS/mL) than
higher ratios (30:1 and 50:1), as well as more homogenous structures in size (1,6 x 10* + 1,97
x 10* um? and 1,8 x 10* + 3,1 x 10* um?, respectively), however, media with higher C:N ratios
led to greater melanization. In the bioreactor scaling-up process, high rotation and aeration
were essential parameters in microsclerotia formation, as well as the quantity of inoculum
used, reaching ten times more MS when used 10% pre-culture inoculum (10* MS/mL) than
with 5%. Relative humidity proved to be a limiting factor for germination and sporulation in
microsclerotia, achieved only in microclimates with RH% near 100%. Another observed
aspect was that microsclerotia germinated and produced conidia faster on leaf surfaces than
on water-agar (maize 94,9%, soybean 92,7%, and water agar 29,3% of germination in 24
hours). It also statistically produced more conidia on maize leaves than on soybean leaves in
six days of incubation (1,38 x 10° and 9,13 x 108, respectively). It was also observed that the
germination and production of conidia rates remain unchanged within six months of storage
in the fridge (approximately 5 °C) and freezer (approximately — 20 °C). It is an exciting result
because the goal is to use the propagules in the field, and the MS germinates and sporulates
better on the plant surfaces than on water-agar, a theoretically great environment.

Keywords: Liquid fermentation; Bioreactor; Entomopathogenic fungi.

3.1 Introducéo

Microrganismos entomopatogénicos sdo de imensuravel biodiversidade e podem
apresentar uma serie de diferentes propagulos produzidos por uma mesma espécie.
Atualmente, com objetivo de desenvolvimento e comercializacdo de bioprodutos microbianos,
a fermentacdo liquida tem ganhado grande destaque devido a qualidade do produto final,
facilidade de escalonamento e reducdo no tempo de producdo (JARONSKI, 2014,
MASCARIN et al., 2019). Além disso, o fato de ter um maior controle das condicdes fisico-
quimicas de cultivo (variacbes em meios de cultura, pH, rotacdo, aeracdo, etc.) permite a
exploracdo de diferentes propagulos submersos e maior controle das condi¢des de cultivo
(JARONSKI, 2014; MASCARIN et al., 2019).

Metarhizium (Nomuraea) rileyi é um fungo entomopatogénico pertencente ao filo
Ascomycota, ordem Hypocreales e familia Clavicipitaceae (KEPLER et al., 2014). Este
apresenta alta viruléncia e especificidade ao clado Lepidoptera (Noctuidae), o que inclui
inmeras pragas de grande importancia para o agronegécio (MOSCARDI; SOSA-GOMEZ,
1993; ALVES, 1998; COSTA et al., 2015; FRONZA et al., 2017), entre elas, a lagarta-do-
cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Este
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inseto € um grande problema h& anos em vérias culturas, principalmente no milho, e se
disseminou rapidamente pelo mundo nos ultimos anos. Apesar de ser um excelente
controlador natural de S. frugiperda e outros noctuideos, existe dificuldade em encontrar
isolados com uma menor instabilidade genética e capazes de produzirem conidios aéreos sem
a necessidade de altas exigéncias nutricionais e de condicBes ambientais especificas
(THAKRE et al., 2011; FRONZA et al., 2017)

Pensando nesse aspecto, seria de grande notoriedade a exploracdo de novos
propéagulos através da fermentacdo liquida para M. rileyi. Song et al. (2013) produziram
microesclerddios deste fungo e apontaram como uma alternativa a ser estudada para a geracao
de bioprodutos. Microesclerddios sdo estruturas de resisténcia produzidas naturalmente por
certos fungos fitopatogénicos, mas que podem ser induzidas em alguns fungos
entomopatogénicos através da fermentagéo liquida em laboratorio. Trata-se de enovelados de
hifas que apresentam reserva nutricional endogena e produzem melanina, garantindo maior
protecdo e persisténcia no campo em condi¢cfes adversas (JACKSON; JARONSKI, 2009;
VILLAMIZAR et al., 2018). Quando em microclimas favoraveis, estas estruturas germinam
projetando hifas e posteriormente produzindo conidios aéreos, que sd@o propagulos infectivos
para os insetos. Sendo assim, o microesclerddio ndo é a estrutura infectiva em si, porém pode
produzir grande quantidade de conidios para infectar os insetos-alvo. Jackson e Jaronski
(2009) apontam que em certas situacOes, apenas uma unidade de microesclerddio pode
produzir quantidade suficiente de conidios para matar um inseto.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a producdo de microesclerédios
pelo isolado ESALQ 5611 de M. rileyi, utilizado em estudos anteriores e que obteve alta
viruléncia para S. frugiperda mesmo em baixas concentracbes ou em instares finais de
desenvolvimento da lagarta (GOTTI et al., 2023). Com a finalidade de otimizar a producédo e
o desempenho de microesclerddios deste isolado, foram testados meios com diferentes razdes
C:N, escalonamento para biorreator de bancada, teste de formulacGes e germinacdo em
diferentes superficies, com o intuito de futuramente, este propagulo vir a ser uma alternativa

para 0 manejo da lagarta-do-cartucho-do-milho S. frugiperda.

3.2  Materiais e Métodos
3.2.1 Producéo de microesclerdédios em meios de cultura com diferentes razdes de
carbono e nitrogénio (C:N)
O isolado utilizado para todos os bioensaios foi ESALQ 5611 de M. rileyi da

Colecao de Microrganismos Entomopatogénicos “Prof. Sérgio Batista Alves” do Laboratorio
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de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da Esalg — USP, Piracicaba — SP. O isolado foi
selecionado previamente em estudos para viruléncia em S. frugiperda (GOTTI et al., 2023).
Os conidios de M. rileyi foram obtidos em meio s6lido SMAY (10 g/L de
neopeptona, 40 g/L de maltose, 2,0 g/L de extrato de levedura, 15 g/L de &gar) (KISH;
ALLEN, 1978; BOUCIAS; PENDLAND, 1984) e as placas incubadas por até 10 dias sob
condigdes controladas (26 + 2 °C; 70 + 10% UR; 12 h de fotofase). Suspensdo de conidios
(5x107 conidios/mL) foi utilizado como indculo para obtengdo de microesclerédios. O meio
de cultura liquido consistiu em um meio basal contendo 2,0 g/L de KH2PQO4, 0,4 g/L de
CaCl2.2H20, 0,3 g de MgS0O4.7H20, 37 mg/L de CoCl,.6H20, 0,05 g/L de FeSO..7H20, 16
mg/L de MnS0O4.H20, 14 mg/L de ZnSO4.7H20 e enriquecido com extrato de levedura e
fonte de carbono, que variaram dependendo da razdo C:N que se objetivou avaliar (10:1, 12:1,
30:1 e 50:1) (Tabela 1). O pH inicial foi ajustado para 6, ndo sendo controlado durante a
fermentacdo. Foram utilizados 54 mL de meio de cultura e 6 mL de indculo contendo 5x10’
conidios/mL em cada frasco do tipo “baffled flasks” de 250 mL (28 + 2 °C; 300 rpm).

Tabela 1. ConcentracGes de carbono e nitrogénio total nos meios de cultura avaliados para producdo de
microesclerddios de M. rileyi.

Razéo C:N Carbono total (g/L) Nitrogénio total (g/L)
10:1 36,06 3,6
12:1 56,1 4,5
30:1 36,2 1,2
50:1 35,9 0,72

O experimento foi repetido trés vezes no tempo com trés repeticdes para cada
tratamento, cada frasco considerado uma repeticdo (N = 9). Diariamente durante seis dias,
uma aliquota de 1 mL foi retirada de cada frasco sob condicGes assépticas e avaliada quanto a
producdo de microesclerodios. Para isso, 100 uL do caldo fermentado +oi aplicado em lamina
coberta com laminula (24 x 60 mm) e a superficie inteira foi contabilizada, sendo considerado
microesclerddio somente estruturas melanizadas maiores que 50 pm de diametro (JACKSON;
JARONSKI, 2009). No ultimo dia de avaliacdo (144 horas de fermentagdo), as estruturas
foram analisadas quanto a sua morfologia atraveés da medicdo de area utilizando o software
Leica Application Suite (LAS) versdo 4.1.0 (2012). A maioria das estruturas formadas
apresentou formato oval (elipse), portanto a morfologia foi avaliada através da area da elipse

em um?.  No Gltimo dia também foi avaliada a biomassa seca por mL das produgdes, sendo
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retirado duas amostras de 1 mL de cada frasco e filtrado em funil de Buchner sobre Kitassato
acoplado a uma bomba de vécuo. Utilizou-se papel filtro previamente pesado e ap6s processo
de filtragem, o material foi submetido a secagem durante 48h em estufa de secagem. Apoés a
secagem do material, foi aferido o peso da biomassa seca de cada repeticao.

Quanto a analise da taxa de germinacdo dos microesclerodios e a producdo de
conidios, foram aplicados 100 uL de suspensdo de microesclerodios frescos contendo 103
microesclerédio/mL em placas de Petri contendo agar-agua (2 %) e incubadas em condicGes
controladas (26 + 2 °C, UR 70 + 10% e 12 h de fotofase). Apos 24 horas de incubacdo, a taxa
de microesclerddios germinados (sendo considerados microesclerddios germinados estruturas
melanizadas com projecOes de hifas, independente do tamanho) foi contabilizada em
estereomicroscopio. Para analise da producdo de conidios pelos microesclerddios, estas
mesmas placas continuaram incubadas durante 7 dias. Apos esse periodo, 10 mL de solucao
Tween 80 (0,05%) foram adicionados as placas e os conidios raspados. O liquido foi
recoletado com o auxilio de uma pipeta e por meio de diluicdes, foi realizada a contagem da
quantidade de conidios por placa de Petri em camara de Neubauer (Jackson e Jaronski, 2009;
Lira et al., 2020).

3.2.2 Producéo de microsclerddios em biorreator de bancada

O meio que apresentou melhor desempenho para producdo de microesclerddios em
frascos na primeira etapa (meio com razdo C:N 12:1) foi utilizado para escalonamento em
biorreator. O equipamento utilizado foi o Minifors 2 (Infors HT®), que possui capacidade de 6
litros, sendo produzidos sempre em 3 litros de meio de cultura.

Foi avaliada a produgdo quanto ao tipo de in6culo: suspensdo de conidios (1x107
conidios/mL) e pré-cultura (5% e 10%). Para producéo da pré-cultura, 3 discos (diametro 7
mm) foram destacados de placas esporuladas e aplicados dentro de frascos baffled flasks
contendo 50 mL de meio liquido 12:1 (totalizando aproximadamente 5x10’ conidios/mL) e
incubados em shaker com condicdes controladas de temperatura e fotoperiodo durante 3 dias
(300 rpm; 28 £ 2 °C; 12 h de fotofase). Para controle de qualidade, a pré-cultura foi diluida,
aplicada em placas contendo &gar-nutriente e placas contendo batata-dextrose-agar (BDA) e
incubadas por 48 horas em condi¢6es controladas (26 + 2 °C; 12 h de fotofase) para verificar a
pureza do inéculo.

Para avaliar a cinética de crescimento, diariamente durante 72 horas foi coletada uma

amostra da fermentacdo e avaliada\ quanto a unidades formadoras de col6nia (UFC),
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biomassa seca e a producdo de microesclerodios. A amostras foram submetidas a dilui¢cGes
seriadas e plagueamento de aliquotas de 100 puL em placas de Petri contendo BDA, sendo a
formacdo de coldnias contada a partir de 48 horas de incubacdo. Para a anélise da biomassa
seca, unidades de papel filtro de 7 cm foram secados em estufa durante 24 horas (100 °C), 1
mL das amostras foi filtrado no papel, submetido a secagem novamente (24 horas a 100° C) e
entdo pesado em balanca de preciséo, sendo 3 repeti¢fes para cada amostra. No Gltimo dia de
fermentacdo, as amostras foram aferidas em morfologia quanto a area em pm? dos
microesclerddios utilizando o software Leica Application Suite (LAS) versdo 4.1.0 (2012), e
os propagulos aplicados em agar-4gua para contagem da taxa de germinacdo, como descrito
no item 3.2.1.

3.2.3 Desenvolvimento de formulagdes com microesclerodios de M. rileyi

Objetivando a otimizacdo no desempenho dos microesclerédios, foram testadas
formulacGes com diferentes ingredientes, sendo eles um umectante do tipo hidrogel em po
(polimero superabsorvente Stockosorb® 660, Evonik) para criar um microclima mais imido
favorecendo a germinacao, nutrientes (amido de milho e sacarose) e um inerte de origem
argilomineral (terra de diatoméceas). As formulages foram padronizadas para 1x10°
microesclerddios/g de formulagéo, equivalendo a aproximadamente 15% do produto final. Foi
considerado como controle a utilizagdo do inerte terra de diatoméceas associado aos

microesclerdédios.

Tabela 2. Constituicdo qualitativa e quantitativa das formulagbes utilizadas em bioensaios de germinacéo e
esporulacdo de microesclerédios em diferentes umidades relativas (1x10° microesclerddio/g de mistura).

Terrade
Formulagcdo diatomaceas Hidrogel Amido de Sacarose  Ativo 1x10°
/ mistura (%0) em po (%) milho (%6) (%0) MS/g (%)
A 85 0 0 0 15
B 45 0 20 20 15
C 55 0 30 0 15
D 50 10 25 0 15
E 45 10 15 15 15

A producdo de microesclerddios para formular foi feita em frascos em shaker, e os
ingredientes das formulacdes foram adicionados a biomassa fresca e a mistura filtrada em

bomba de vacuo acoplada a um frasco Kitassato contendo funil de Buchner e papel filtro de
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70 mm. O material retido no filtro foi seco em camara de fluxo laminar durante 48h, triturado
e submetido a secagem novamente até atingir atividade de agua igual ou inferior a 0,3
(AquaLab® Series TE3). Para armazenamento, o produto final foi acondicionado em sacos de
polietileno, embaladas a vacuo e armazenadas em geladeira (aproximadamente 5 °C) para

utilizag&o nos experimentos.

3.2.4 Avaliacédo da germinacéo e esporulacao das formulagdes

Em seguida, foi avaliada a germinagdo e esporulacdo dos microescler6dios nas
formulacdes em diferentes condi¢cbes de umidade relativa do ar. As umidades relativas
testadas foram aproximadamente 40 %, 70 %, 80 % e 100% e os microclimas com as
respectivas umidades foram criados em caixas plasticas (30 cm comprimento x 19 cm de
largura x 12 cm de altura) a partir de solucgdes salinas saturadas. Utilizou-se MgCl, para UR
de aproximadamente 40 %, NaCl para aproximadamente 70 %, KCI para aproximadamente
80 % e agua destilada para 100% (ROCKLAND, 1960; TAKESHITA; JANKOWSKY, 2015;
MEDEIROS, 2006). Estas solucdes foram embebidas em algod&o e posicionadas em placas
de Petri (60 x 15 mm) nas extremidades de cada caixa e acondicionadas em BOD a 25 °C
durante 24h antes da montagem do experimento, para estabilizacdo do microclima. A
temperatura e umidade relativa dentro de cada caixa foi aferida diariamente utilizando o
termohigrémetro Testo® 625 através de um pequeno orificio recortado no topo de cada caixa.

A aplicacdo das formulacgdes foi feita diretamente em placas de Petri (60 x 15 mm)
vazias para avaliar a influéncia direta da umidade do microclima na germinacdo dos
microesclerédios. Para isso, 0,03 g de cada formulacdo foi espalhado nas placas e
posicionadas dentro das caixas plasticas, sendo 2 repeticdes para cada amostra para cada
tempo, sendo realizada amostragem destrutiva.

Os parametros avaliados foram germinacéo e esporulacdo. A germinacéo foi avaliada
através de esteromicroscopio em 24, 32, 48, 72 e 96 horas de incubacdo. Para a avaliacdo da
producdo de conidios, 5 mL de solucdo Tween (0,05%) foi aplicado dentro de cada placa,

recoletada, submetida a diluicdo seriada e quantificado em camara de Neubauer.
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3.2.5 Auvaliacdo da germinacgdo dos microesclerddios em diferentes superficies
3.2.5.1 Avaliacao da germinacdo na superficie do solo

Um dos ambientes selecionados para avaliacdo da germinagdo dos microesclerddios
foi o solo, pelo fato de S. frugiperda passar parte do seu ciclo de vida no solo, durante o
estagio de pré-pupa e devido a possibilidade de queda de formulacdo no solo durante a
aplicagéo.

Para isso, placas de Petri (60 x 15 mm) foram preenchidas com 10 g de solo
peneirado ndo estéril e ajustado para 15% de capacidade de campo (JACKSON; JARONSKI,
2009), sendo uma placa uma repeticdo. O solo foi avaliado quanto a capacidade de campo
através do método gravimétrico descrito por Estefan, Sommer e Ryan (2013), por meio da
saturacdo do solo e calculo do teor de agua retido através de dados de peso do solo umido e
solo seco. Em seguida, 0,03g da mistura de microesclerddios e terra de diatoméaceas foi
distribuida sobre o solo e incubada em BOD (26 = 2 °C; 12 h fotofase) dentro de caixas
plasticas contendo algoddo embebido em agua destilada nas extremidades (UR 100%). A taxa
de germinacdo foi avaliada em 24, 48 e 72 horas através de estereomicroscépio. Ao todo,
foram feitas 15 repeticOes para cada intervalo de tempo e 0 experimento repetido duas vezes

no tempo.

3.2.5.2 Avaliacdo da germinacao de microesclerodios em soja e milho

Durante testes preliminares foi observado que os microesclerddios germinavam
melhor sobre o milho do que sobre o &gar-agua. Para confirmar a hipltese de que essas
estruturas germinariam melhor sobre a superficie de plantas, foi avaliado a germinagédo e
producdo de conidios de microesclerddios sobre folhas de milho e soja (ndo-transgénicos)
comparativamente ao agar-agua (2%). Para isso, folhas de milho foram cortadas em 3 x 3 cm
e folhas de soja com tamanhos similares foram coletadas. As folhas passaram por processo de
esterilizacdo externa sendo submersas em hipoclorito de sédio 0,02%, alcool 70% e agua
destilada, seguidas de exposicdo em luz UV durante 15 minutos para cada face da folha. As
folhas foram posicionadas sobre placas contendo &gar-agua para criar o microclima com
umidade ideal para germinacdo. Em seguida, 0,02 g da mistura de microesclerodios + terra de

diatomaceas foi aplicado sobre as folhas e sobre placas de Petri e espalhado com alca de
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Drigalski. As placas foram incubadas durante 6 dias (26 °C; 100% UR), sendo a germinagéo
avaliada nos dias 1, 2, 3 e 4 e a producéo de conidios nos dias 3, 4 € 6.

A germinacdo também foi avaliada em casa de vegetacdo e campo e para garantir a
permanéncia dos microesclerddios nas plantas, estruturas retangulares (2,5 x 3 cm) foram
confeccionadas em etileno vinil acetato (EVA) e fixadas as folhas através de grampos (Figura
2). Em casa de vegetacdo, a temperatura e umidade foram monitoradas atraves de data
loggers (Instrutherm® HT900), e as analises de germinacdo foram feitas com 72 horas de
exposicao da mistura de microesclerddios e terra de diatomaceas nas plantas. Utilizou-se em
casa de vegetacdo e campo o tempo 72 horas pois com 48 horas ainda ndo havia projecédo de
hifas.

Para a contagem da taxa de germinacdo, utilizou-se estereomicroscopio e foram
considerados germinados estruturas melanizadas com projecdes de hifas. Para avaliar a
producdo de conidios sobre as folhas, estas foram transferidas para tubos Falcon contendo 10
mL de Tween 80 (0,05%), submetidas a agitacdo do vortex e diluidas para contagem de
conidios em camara de Neubauer. Para as placas contendo agar-agua + mistura de TD e
microesclerddios, 10 mL de Tween 80 (0,05%) foram adicionados as placas, esfregadas com
alca de Drigalski e em seguida o liquido foi recolhido e transferido para tubos onde foi

realizada diluicdo seriada e contagem em cdmara de Neubauer.

Figura 2. Estrutura confeccionada em EVA e fixada na planta com objetivo de recoletar a mistura contendo
microesclerddios para analise em estereomicroscopio.
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3.2.6 Vida de prateleira

A avaliagdo do tempo de prateleira foi realizada durante 6 meses. Para isso amostras
de 0,1 g foram pesadas, individualizadas em sacos de polietileno e embalados a vacuo. As
embalagens contendo o fungo, ja seladas, foram posicionadas dentro de uma segunda
embalagem contendo sachés a base de ferro (Ageless®), objetivando reduzir a concentragdo
de oxigénio na embalagem, seladas a vacuo novamente e acondicionadas em BOD (26 + 2
°C), geladeira (aproximadamente 5° C) e freezer (aproximadamente — 20°C), sendo feitas trés
replicatas para cada ambiente. A taxa de germinacdo foi avaliada em agar-agua (2%) através
da pesagem de 0,02 g de cada amostra, espalhamento com alca de Drigalski e
acondicionamento das placas contendo as amostras em BOD (26 + 2 °C; 12 h fotofase). A
avaliagdo da germinacéo foi realizada em 24h e 48h, pois o armazenamento de fungos pode
retardar o seu tempo de germinacdo (FARIA et al., 2010; SONG et al., 2014).

3.2.7 Analise estatistica

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Levene ou Barttlet), e quando os pressupostos foram atendidos, utilizou-
se 0 teste Repeated Measures ANOVA para dados repetidos no tempo e One-Way ANOVA
para dados sem variacdo no tempo. Quando ndo atendidos, utilizou-se de transformacdes (raiz
quadrada, raiz cubica e logaritmica) ou modelos lineares generalizados (GLM). As analises
foram realizadas nos softwares R (R CORE TEAM, 2023) e Software Statistica® versao 10.0
(STATSOFT, 2011).

Para andlise do experimento de producdo de microesclerédios em meios de cultura
com diferentes razdes de carbono e nitrogénio (C:N), os dados ndo atenderam normalidade e
homocedasticidade, portanto foram ajustados a um modelo de regressdo quadratica. Dados de
producdo de conidios pelos microesclerodios foram analisados pelo teste One-Way ANOVA,
dados de biomassa seca foram transformados em raiz quadrada e analisados pelo mesmo teste.
Dados de morfologia das estruturas (area em pm?) foram transformados em log na base 10,
ajustados em um modelo linear generalizado com distribuicdo Gamma. Todas as comparagdes
de média foram realizadas através do teste de acompanhamento Tukey HSD a 5% de
significancia.

Os dados de producdo de microesclerodios em biorreator de bancada foram

analisados através do teste One-Way ANOVA, a biomassa seca das producdes ao longo dos
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dias foi avaliado através do teste Repeated Measures ANOVA e os dados de unidades
formadoras de colonia (UFC) ao longo dos dias foram transformados em log na base 10 e
avaliados por Repeated Measures ANOVA. Dados de morfologia das estruturas (area em
um?) foram transformados em log na base 10, ajustados em um modelo linear generalizado
com distribuicio Gamma. A comparacdo de médias foi realizada através do teste de
acompanhamento Tukey HSD a 5% de significancia

Para andlise da germinacdo de diferentes formulagdes, os dados foram ajustados a
um modelo linear generalizado (GLM) familia quasibinomial seguido de ANOVA. Para
andlise da producdo de conidios dessas formulagdes, os dados foram transformados em log na
base 10 e analisados pelo teste Repeated Measures ANOVA. A comparacdo de médias foi
realizada através do teste de acompanhamento Tukey HSD a 5% de significancia.

Os dados de germinacdo em diferentes superficies (4gar-agua, milho e soja) foram
ajustados em um modelo quasibinomial e a producdo de conidios tambem em diferentes
superficies foram ajustados em um modelo linear generalizado (GLM) binomial negativo. A
comparagdo de médias foi realizada atraves do teste de acompanhamento Tukey HSD a 5% de
significancia. Para analise da germinacdo no solo, os dados atenderam aos prossupostos de
homocedasticidade e normalidade dos residuos e foram analisados pelo teste One-Way
ANOVA, seguido pelo teste de acompanhamento Tukey HSD a 5% de significancia.

Os dados de germinacdo ao longo do tempo na avaliagcdo da vida de prateleira foram
ajustados em um modelo quasibinomial, seguido do teste ANOVA. Para dados de producéo
de conidios do mesmo experimento, pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram

atendidos, sendo realizado o teste ANOVA para medidas repetidas.

3.3 Resultados

3.3.1 Producéo de microesclerdédios em meios de cultura com diferentes razdes de

carbono e nitrogénio (C:N)

Quanto a obtencdo de microesclerddios nos meios com diferentes razdes de carbono
e nitrogénio, obteve-se producdo deste propagulo em todas as razdes testadas (10:1, 12:1, 30:1
e 50:1), sendo formados os primeiros propagulos a partir de 72 horas de fermentacdo. Além
disso, foi observado formacdo de enovelados de hifas ndo compactados e ndo melanizados,
que poderiam vir a se tornar microesclerodios com mais tempo de fermentacdo e/ou
otimizacdo do meio. Obteve-se também presenca de blastosporos ao longo da fermentacéo e

producédo de conidios nas paredes do frasco.



42

Quanto ao desempenho na producdo, constatou-se que a razdo entre carbono e
nitrogénio no meio é um fator essencial na producdo de microesclerodios de M. rileyi,
ocorrendo diferenca estatistica entre todas as curvas nos diferentes intervalos de tempo (entre
as razdes F = 22, 189; df = 3; p < 0,001; entre os tempos F = 190, 246; df = 1; p < 0,001;
razdes em relacdo ao tempo F = 31,729; df = 3; p < 0,001) (Figura 3). RazGes menores (10:1 e
12:1) foram mais eficientes na producdo de M. rileyi, apresentando maior producgédo de
microesclerodios/mL (1,7 x 10* e 4,1 x 10 respectivamente) enquanto razées maiores (30:1 e
50:1) apresentaram uma producdo pequena (1,4 x 10% e 1,8 x 102, respectivamente) e uma

grande proporcéo de hifas dispersas.
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Figura 3 Producdo de microesclerddios/mL de M. rileyi em diferentes razdes de carbono e nitrogénio ao longo
de 144 horas de fermentacdo (6 dias). Valor de p < 0,05 aponta diferenga estatistica entre as médias para os
diferentes tempos pelo teste de Tukey HSD.

Em relacdo a morfologia das estruturas, foi observada grande variacdo no tamanho
dos propagulos nos meios 30:1 e 50:1 (3,9 + 6,19 x 10* um? e 6,8 = 11 x 10%
respectivamente) além de uma grande quantidade de hifas agregadas (Figura 4 e 5). A razdo
50:1 obteve estruturas com o maior tamanho e a maior heterogeneidade, jA nas razdes
menores (10:1 e 12:1) as estruturas além de mais numerosas apresentaram tamanho menor,
mais regular, homogéneo (1,6 + 1,97 x 10* um? e 1,8 + 3,1 x 10* um?, respectivamente) e com
menor concentracdo de hifas agregadas (Figura 4 e 5). Quanto a melanizacdo das estruturas,

nas razdes maiores (30:1 e 50:1) foi evidente uma maior melanizagdo dos propagulos (Figura
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4). Diante disso, a producdo e morfologia foram os principais pontos a serem considerados na

selecdo do meio de cultura 12:1 para o seguimento dos experimentos.

Figura 4. Microesclerddios de M. rileyi ESALQ 5611 referentes as razdes C:N 10:1 (a), 12:1 (b), 30:1 (c) e 50:1
(d) ap6s 6 dias de fermentacéo liquida.



44

B A
c
C

&  le+05
£
2
7]
o
2
=
Q9
o
(7]
o
e
L
£
o le+04
o
o
(3]
g
R

1e+03

10:1 12:1 30:1 50:1

Razodes C:N

Figura 5. Andlise da morfologia através da area em pm? de microesclerodios de M. rileyi ESALQ 5611

produzidos em meios com diferentes razdes C:N. Letras diferentes apontam diferenca estatistica entre os
tratamentos (p<0,05).

A producdo de conidios por mL de producdo de microesclerddios ndo apresentou
diferenca estatistica entre os meios com diferentes razdes C:N (F = 2,21; p = 0,108). Contudo,
em relacdo a biomassa seca, 0 meio 12:1 diferiu estatisticamente dos demais, apresentando
uma biomassa seca média de 32 g/L (F = 8,329; df = 3; p = 0,0003) (Tabela 2).
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Tabela 3. Produgdo de conidios por mL de fermentado contendo microesclerddios a fresco e biomassa seca (g/L)
nos meios com diferentes razdes C:N.

Razédo C:N Produc&o de conidios/mL (x 10°) Biomassa seca (g/L)
10:1 51+165A 21,3+5,68 B
12:1 6,7+ 1,39 A 32+10,09 A
30:1 39+151A 194+748B
50:1 52+458 A 155+5,64 B

F 2,2103 8,329
df 3 3
p-valor 0,10819 0,00031

Médias (+ desvio padrdo) seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3.2 Producéo de microesclerodios em biorreator de bancada

Na producéo de microesclerodios em biorreator de bancada, quando utilizado in6culo
de conidios (5 x 107 conidios/mL), ndo ocorreu formagdo de microesclerddios em até 6 dias
de fermentacao, apenas biomassa. Observou-se que a producéo de microesclerodios com 72
horas de fermentacdo foi maior quando utilizado 10% de indculo de pré-cultura (1,5 x 10*
MS/mL) (Tabela 4). Contudo, quando avaliado os parametros de biomassa seca (g/L) e
unidades formadoras de colonia (UFC), ndo foi observada diferenca estatistica entre os
tratamentos (F = 0,11567; df = 1; p 0,750890 e F = 5; df = 1; p = 0,089085, respectivamente)
em nenhum dos tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 horas) (Tabela 4). Quanto a morfologia,
ficou evidente grande variagdo no tamanho das estruturas (2,4 + 2,3 x 10* pm?) quando a
cultura foi iniciada com 5% de in6culo, enquanto 10% de indculo resultou em estruturas mais
homogeéneas (6,0 + 4,1 x 10° um?) (Figura 6). Em relagdo a germinagdo, os microesclerodios
frescos (recém produzidos) de todas as bateladas apresentaram 100% de germinacdo sobre o
agar-agua apos 48 horas de incubacdo. Apesar do encurtamento no tempo de producdo em
relacdo a fermentacdo em shaker, os parametros e meio de cultura para biorreator ainda
podem ser otimizados para aumento no numero de propagulos, reducédo na quantidade de hifas

e producdo de estruturas mais homogéneas em tamanho.
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Tabela 4. Producdo de microesclerddios (MS/mL), biomassa seca (g/L) e UFC em biorreator de bancada com
diferentes concentragdes de inoculo apds 72 horas de fermentacao.

In6culo Producéo de MS/mL Biomassa seca UFC
(x 10%) (g/L) (x 10%)
5% 6,4+298B 0,046 + 0,008 A 43+153A
10% 147+121 A 0,047 £ 0,018 A 3,8+0,09 A
F 39,285 0,11567 5,00
df 1 1 1
p-valor p < 0,0001 0,750890 0,089085
Teste One-way ANOVA ANOVA repeated ANOVA repeated
measures measures

Médias (+ desvio padrdo) seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 6. Analise da morfologia através da area em pum? de microesclerédios produzidos em biorreator de

bancada com diferentes concentragdes de indculo de pré-cultura. Diferentes letras apontam diferenca estatistica
entre os tratamentos (p < 0,05).
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3.3.3 Avalicdo de formulacbes para otimizacdo da germinagdo e esporulacéo de

microesclerodios de M. rileyi e vida de prateleira

Né&o foi observada germinacdo em nenhuma das formulagdes nos microclimas com
umidades relativas abaixo de 100%. Quanto a germinacdo entre as diferentes formulacdes,
quando submetidas a umidade relativa proxima de 100%, todas alcangaram germinagdo acima
de 80% em 48 horas e acima de 90% em 96 horas. Na analise ao longo do tempo, somente 0
tempo 32 horas apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (F = 9,7516; df = 4; p <
0,0001), sendo apontado a formulagdo E (terra de diatomaceas 45%, hidrogel em p6 10%,
amido de milho 15%, sacarose 15%) com maior germinagdo em relacéo a formulagdo D (terra
de diatoméceas 50%, hidrogel em p6 10% e amido de milho 25%) (Figura 7). Quando
analisada a producdo de conidios ao longo do tempo, ndo ocorreu diferenca estatistica entre 0s
tratamentos em nenhum dos tempos (F = 0,17; df = 4; p = 0,95) sendo produzida uma média
de 3,7 x 10° 8,1 x 10°% e 1,6 x 10 conidios/g em 96, 120 e 168 horas de incubagio,
respectivamente (Figura 8). Diante disso, para a continuidade do trabalho optou-se por utilizar
a mistura A (terra de diatomaceas 85%), que é o padrdo para microesclerédios comumente
encontrado na literatura.

A
mA =B »C #D =E AB I
AB AB
' li B
24h 32h 48h 72h 96 h

Tempo (horas)

100

&

]

8
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Figura 7. Taxa de germinacdo de microesclerédios ao longo do tempo em diferentes formulacgdes,
acondicionados em umidade relativa proxima a 100%. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos para 0 mesmo periodo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 8. Barras contendo a média + desvio padrdo. Producdo de conidios por microesclerodios em diferentes
formulacdes ao longo do tempo. Nao ocorreu diferenca estatistica entre as médias segundo teste de Tukey HSD
(p<0,05).

Em relacdo a vida de prateleira, em apenas 1 més de armazenamento, o contetdo ja
apresentou contaminacdo por bactérias na BOD (Figura 9), mostrando ndo ser possivel
armazenamento em temperatura ambiente para a metodologia testada. As formulacdes
armazenadas em freezer e geladeira ndo apresentaram diferenca na germinacgéo (F = 3,83; df =
1; p = 0,075) e producdo de conidios (F = 3,84; df = 1; p = 0,18) entre 0s 6 meses de
armazenamento, germinacao 98% e producéo de conidios média de 1,4 e 1,2 x 10° conidios/g

de mistura contendo microesclerddios, respectivamente).

Figura 9. Mistura de microesclerddios e terra de diatoméceas distribuidos sobre folha de milho e incubados em
BOD sobre agar-agua. Armazenamento durante um més em diferentes ambientes, da esquerda para direita:
freezer (- 20 °C), geladeira (aproximadamente 5 °C) e BOD (26 + 2 °C), sendo que a mistura armazenada em
BOD contaminou.
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3.3.4 Germinagdo dos microesclerodios em diferentes superficies: solo, folhas e

agar

A comparacdo da germinacao entre agar-agua e folhas de milho e soja apontou uma
germinacao mais rapida sobre as plantas nos dias 1 e 2 de incuba¢do do que sobre a superficie
do &gar (F = 453,36; df = 2; p < 0,0001) (Figura 10 e 11). A producdo de conidios também foi
superior sobre as folhas em comparagdo ao agar-agua em todos os 6 dias de avaliagdo (F =
16,92; p < 0,001) (Figura 12), sendo no ultimo dia de avaliacdo a producédo de conidios pelos
microesclerodios sobre a folha de milho (1,38 + 0,15 x 10° conidios/g de mistura com
microesclerodios) superior que sobre as folhas de soja (9,13 + 0,65 x 108 conidios/g de
mistura com microesclerédios) (Figura 12). Sendo assim, concluiu-se que a germinagdo e
esporulacdo dos microesclerodios de M. rileyi sobre as folhas de milho e soja foi superior a

agar-agua.

120

mAgar-agua mMilho =Soja

A A A A A A A A
100 A A I I z
I B
B
20 '
0
1 dia 2 dias 3 dias 4 dias
Tempo (dias)

Germinacéo (%)
(=] (=]
o o

F -
[=]

Figura 10. Barras contendo média + desvio padrdo. Germinacgdo de microesclerddios em diferentes superficies
ao longo do tempo. Letras diferentes apontam diferenga estatistica entre os tratamentos para 0 mesmo periodo
segundo teste de Tukey HSD (p<0,05).
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Figura 11. Germinacdo de microesclerodios de M. rileyi ao longo do tempo sobre a superficie de diferentes
substratos: agar-agua (A, B e C), milho (D, E e F) e soja (G, H e I).
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Figura 12. Producéo de conidios por microesclerddios por g de mistura MS + TD em diferentes superficies ao
longo do tempo. Letras diferentes apontam diferenca estatistica entre os tratamentos para 0 mesmo periodo
segundo teste de Tukey HSD (p<0,05).

Na superficie do solo, o crescimento de hifas iniciou com 24 horas, e a taxa de
microesclerddios germinados aumentou estatisticamente entre 24, 48 e 72 horas (Figura 13),
sendo iniciada a esporulacdo com 72 horas e alcancando uma média de 69% de propagulos
germinados. Em casa de vegetacdo, foram observadas taxas entre 0 e 10% de germinacgéo dos
microesclerédios sobre as plantas em 72 horas de exposicdo, enguanto no campo a
germinacdo variou de 0 a 52%, dependendo do posicionamento da planta nas linhas da

plantacdo no campo (borda ou centro da plantagéo).
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Figura 13. Barras contendo média + desvio padrdo. Germinagdo da mistura de microesclerodios de M. rileyi ao

longo do tempo em solo natural (26 + 2 °C; UR% 100%; 12 horas fotofase). Diferentes letras apontam
diferenca estatistica segundo teste de Tukey HSD (p < 0,05).

3.4 Discussao

Estudos mostram a grande influéncia de altas concentraces de carbono em meios de
cultura e variagdes na razdo de carbono e nitrogénio para producdo de microesclerodios
(JARONSKI. JACKSON, 2008; JACKSON; JARONSKI, 2009; BEHLE; JACKSON, 2014;
SONG et al., 2014; LIRA, 2019). No presente trabalho, maiores taxas de producdo foram
observadas em meios com razdo C:N menores (10:1 e 12:1), contudo, em trabalhos como de
Jaronski e Jackson (2008) e Mascarin et al. (2014), a producdo de microesclerodios de
Metarhizium spp. apresentaram destaque em razdes maiores de carbono e nitrogénio (30:1 e
50:1). Jackson e Jaronski (2009), em seu trabalho com producgdo de microesclerédios de M.
anisopliae, apontam que o isolado MA1200 obteve maior producéo nas raz6es 10:1 e 50:1,
enquanto no isolado F52 a producdo foi maior nas razdes 30:1 e 50:1. Portanto, é uma
caracteristica que apresenta variacdo de isolado para isolado, mesmo que dentro de um

mesmo género e até mesmo espécie.
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Song et al. (2014) otimizaram um meio de cultura para producao de microesclerédios
de M. rileyi & base de glucose, citrato de aménio e sais basais (KH2PO., CaCL..2H-0,
MgS04.7H.0 e FeSO4.7H,0) e obtiveram produces de até 2,2 x 10° em 6 dias de
fermentacdo. O mesmo meio (Amended Medium) foi utilizado para testes prévios com o0s
isolados de M. rileyi ESALQ5611 e ESALQ1305 (dados ndo publicados) e ndo produziram
microesclerddios melanizados, apenas pellets miceliais. Isso mostra como sdo amplas e
surpreendentes a variabilidade genética e a especificidade dentro de M. rileyi, sendo
necessaria uma exploracdo mais aprofundada do perfil genémico dos isolados para buscar
assinaturas genéticas que se correlacionem com a caracteristica fenotipica desejada, que neste
caso seria a producdo de microesclerédios melanizados, com a finalidade de favorecer a
resisténcia a luz UV (DEVI et al., 2007; QIN et al., 2009; FRONZA et al., 2017).

Apesar de uma producédo significativamente maior nos meios com menores razoes
C:N, visto que a maior quantidade de N nesses meios contribuem para aumento da biomassa
vegetativa do fungo, a melanizacdo das estruturas, por sua vez, foi evidentemente mais
intensa e mais homogénea em microesclerodios produzidos nos meios com maiores razoes
(30:1 e 50:1), corroborando os resultados obtidos por Jackson e Jaronski (2009), que também
obtiveram estruturas mais melanizadas nas raz6es 30:1 e 50:1. A pigmentacdo ou melanizacéao
dessas estruturas é uma caracteristica marcante e tudo indica que ha forte ligacdo com a
escassez de nitrogénio no meio e inducdo de genes atrelados ao estresse oxidativo e biogénese
de peroxissomos em Metarhizium (Paixao et al., 2021). Nos meios com menores razdes, 0S
microesclerddios apresentaram diferentes graus de melanizacdo entre os propagulos, e uma
melanizacdo mais homogénea pode ser alcancada com a extensdo do tempo de fermentacéo.
Mascarin et al. (2014) também destacam essa caracteristica em produgdes de
microesclerddios de diferentes espécies do género Metarhizium. Contudo, no presente estudo,
apesar da melanizacdo ndo ser tdo intensa, ndo houve alteracdo na germinacdo das estruturas
apos secagem, conforme demonstrado em dados de germinacdo em diferentes superficies e
tempo de armazenamento. Estudos seriam necessarios para avaliar a resisténcia destas
estruturas com diferentes graus de melanizacdo em exposicdo a faixas de radiacdo UV e
temperatura.

Em relacdo ao escalonamento de producdo para biorreator, foi observado que uma
alta rotacdo e aeracdo foram essenciais para a producdo de microesclerédios de M. rileyi,
sendo que condicBes baixas desses parametros foram testadas previamente e obteve-se uma
baixa (ou nula) producdo de microesclerédios e uma grande concentracdo de hifas (FETTER

et al, 2022 dados ndo publicados). Esses dados corroboram com o trabalho de Song et al.
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(2017), que apontaram a rotacdo e aeracdo como pontos essenciais na produgdo de
microesclerédios de M. rileyi tanto em shaker quanto em biorreator, sendo que pardmetros
mais altos de rotacdo e aeracdo produziram mais propagulos. Além disso, Song et al. (2017)
também apontaram que durante a fermentagdo para producdo de microesclerédios, M. rileyi
consome uma grande quantidade de oxigénio diluido, caracteristica que também foi observada
no isolado ESALQ5611. Contudo, para Jackson e Jaronski (2012), em seu trabalho de
escalonamento de producdo de microesclerédios de M. brunneum em biorreator, a produgéo
deste propagulo nédo foi afetada pelas variacdes na agitacdo e aeracdo, mostrando assim mais
uma vez a singularidade de M. rileyi dentro do género Metarhizium.

Outro ponto essencial observado na produgdo de microesclerédios em biorreator foi
0 tipo de in6culo e a concentracdo deste. Tentativas de produgdo com indculo de conidios
produziram muita biomassa e quantidades nulas ou muito baixas de microesclerddios. Quanto
a pré-cultura, observou-se que a utilizacdo de 10% de inoculo produziu quantidades
consideravelmente maiores que 5%, corroborando novamente com Song et al. (2017), que
apontaram o fato de densidades maiores do inoculo gerarem resultados melhores para
producdo de M. rileyi tanto em shaker quanto em biorreator.

Em relacdo as formulagdes testadas, a hipotese inicial era que o hidrogel em p6 (ou
polimero superabsorvente) auxiliasse na germinacdo em baixas condi¢cGes de umidade,
captando a umidade do ar e criando um microclima favoravel a germinacdo dos
microesclerddios. Gardescu et al. (2017) tiveram a mesma proposta em seu trabalho de campo
com formulacdo de microesclerddios contendo hidrogel para controle de Anoplophora
glabripennis (Motschulsky) (Coleoptera: Cerambycidae) em arvores. Assim como no trabalho
de Gardescu et al. (2017), o hidrogel ndo teve o desempenho esperado no presente estudo,
pois apesar de gerar uma germinacdo mais rapida, a producédo de conidios foi igual em todas
as formulac@es, e no ultimo dia de avaliacdo, todos alcancaram a mesma taxa de germinacéo.
Além disso, o hidrogel ndo proporcionou germinacdo em umidades relativas menores que
100%, o que era o principal objetivo na sua utilizacdo. Rodrigues et al. (2021) também
destacaram a necessidade de umidade relativa alta para a germinacdo de granulos e pellets
contendo microesclerédios de M. humberi, sendo necessario UR >91% para germinacdo em
granulos e UR >93% para germinacdo em pellets. Também foi observado inicio da
conidiogénese em 4 dias de incubacéo, corroborando com o presente trabalho.

Neste estudo, utilizamos apenas a terra de diatomaceas como veiculo carreador
inerte, e variamos apenas 0s outros componentes nas formulagdes. Contudo, Rodrigues et al.

(2021) testaram diferentes inertes e relataram diferencas significativas entre os tipos de
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componentes utilizados, destacando a vermiculita como o melhor. Goble et al. (2016)
utilizaram hidromulch associado a microesclerédios de M. brunneum em campo e obtiveram
resultados satisfatdrios na producdo de conidios, estabilidade e controle da praga alvo A.
glabripennis. Nesse sentido, poderia ser de grande relevancia para continuidade do trabalho o
estudo de novos componentes para formulagdo, como diferentes inertes e umectantes.

Quanto ao armazenamento e vida de prateleira, foi observado que para a metodologia
utilizada na hora de formular, o armazenamento em temperatura ambiente seria inviavel,
devido a resquicios de meio de cultura rico em carbono presentes na formulacdo, que
acarretaram no crescimento de bactérias. Jackson e Schisler (1995) também apontaram
crescimento de bactérias contaminantes em formulacdo de microesclerddios armazenadas em
temperatura ambiente. Contudo, as formulagdes armazenadas em freezer e geladeira nédo
tiveram reducdo na sua germinacdo e producdo de conidios em até 6 meses de
armazenamento, que foi o tempo maximo considerado nesse estudo. Apesar da mistura de
terra de diatoméaceas de microesclerodios ndo ter possibilitado longevidade em temperatura
ambiente, a estabilidade em geladeira e freezer foi 6tima, corroborando com trabalhos de
Yousef-Yousef et al. (2022) e Jackson e Jaronski (2012), que avaliaram armazenamento de M.
brunneum em freezer e geladeira.

Segundo Mascarin et al. (2018), a vida de prateleira € um dos principais pontos que
limita a distribuicdo de micoinseticidas no Brasil, e devido ao fato de ser uma estrutura de
resisténcia, microesclerodios apresentam uma tolerancia naturalmente maior para serem
armazenados. Song et al. (2014) observaram que a germinacdo de microesclerddios de M.
rileyi armazenados em temperatura ambiente passou a reduzir a partir de 6 meses, e com 12
meses ainda apresentavam 86,4% de propagulos viaveis. Yousef-Yousef et al. (2022) em seu
trabalho com microesclerédios de M. brunneum tiveram reducdo na producdo de conidios a
partir de 8 meses de armazenamento em freezer e geladeira. Jackson e Jaronski (2012) em seu
estudo com microesclerddios de M. brunneum em 12 meses de armazenamento em geladeira
ndo apresentaram diferenca na producao de conidios pelos propagulos.

Em relacdo ao desempenho de fungos emtomopatogénicos em diferentes superficies,
inimeros trabalhos ja& demonstraram como microhabitats de folhas e do solo afetam o
desempenho desses microrganismos, seja de forma benéfica ou antagonista (CORY;
ERICSSON, 2009; JARONSKI, 2010). Dentre os fatores presentes nesses microhabitats que
podem afetar os fungos entomopatogénicos estdo a diferenca na temperatura em relacdo ao
ambiente (BURRAGE, 1971; CHU et al., 1994; CORY; ERICSSON, 2009), umidade relativa
(JARONSKI, 2010), composicdo quimica (GALLARDO et al., 1990; VEGA et al., 1997;
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INYANG et al., 1998; UGINE et al., 2007; CORY; ERICSSON, 2009) e producéo de volateis
(INYANG et al., 1999; HOUNTONDIJI et al., 2006).

No presente estudo, foi observado diferencas na germinacgdo e producéo de conidios
dos microsclerddios de M. rileyi entre &gar-agua, folhas de milho e folhas de soja, sendo
obtidos melhores resultados sobre as folhas das plantas, e a producdo de conidios
especificamente sobre a folha do milho. Dentre os possiveis fatores responsaveis por essa
diferenca, podemos destacar as inimeras caracteristicas fisico-quimicas dos microhabitats de
filoplanos citados anteriormente, que podem ter favorecido o desempenho dos propéagulos. O
trabalho de Inyang et al. (1999) mostrou que varios isotiocianatos inibiram a germinacdo e
crescimento de M. anisopliae, contudo, allyl-isotiocianato e propil-isotiocianato estimularam
a germinacdo e desenvolvimento de apressorio no fungo. Hountondji et al. (2006) mostraram
gque um composto comumente presente em blends de volateis das plantas facilitou a
germinacdo do fungo entomophthorales Neozygites tanajoae, aumentando as taxas de
mortalidade do acaro-verde-da-mandioca Mononychellus tanajoa (Bondar, 1938) (Acari:
Tetranychidae). Estudos sobre interacGes benéficas de volateis de plantas na germinacéo de
fungos entomopatogénicos sdo escassos, nao sendo encontrado nenhum trabalho sobre essa
interacdo com M. rileyi, abrindo um leque de perguntas para futuras pesquisas.

Outra hipdtese para explicar a melhor germinagdo dos microesclerodios sobre as
folhas de milho e soja pode ser a interacdo de fungos de forma endofitica com plantas, um
fendmeno amplamente descrito para fungos entomopatogénicos, principalmente do género
Metarhizium spp., que é apontado na literatura como uma possivel parte da ancestralidade
desses microrganismos (BOOMSMA et al., 2014; St. LEGER; WANG, 2020). Trabalhos
mostraram que plantas colonizadas endofiticamente por fungos entomopatogénicos passaram
a produzir diferentes compostos secundarios (MEIRELLES et al., 2013; GANGE et al., 2019;
St LEGER; WANG, 2020) o que poderia ser mais uma evidéncia da intima relacdo ecoldgica
e evolutiva entre fungos entomopatogénicos e plantas. Meirelles et al. (2013) apontaram a
capacidade de M. rileyi na colonizagdo de Hypericum polyanthemum gerando aumento na
biomassa da planta e na producdo de metabolitos secundarios. Zheng et al. (2023) mostraram
a capacidade endofitica de varios fungos entomopatogénicos no tomateiro, entre eles M.
rileyi, que causou promocdo de crescimento na planta e mortalidade de até 92,6% na traca-do-
tomateiro Phthorimaea (Tuta) absoluta.

Em relacdo ao desempenho de microesclerodios de M. rileyi sobre a superficie do
solo, Marciano et al. (2021), em estudo com microesclerédios de M. robertsii, relataram que a

germinacdo em agar-agua iniciou somente apds 48 horas de incubagdo e no solo ndo estéril
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apenas 5 dias ap6s incubagdo. Quanto a conidiogénese, teve inicio apenas ap6s 5 dias em
agar-agua e 7 dias de incubacdo em solo ndo estéril. Diante disso, pensando em
microesclerddios que atingiriam o solo e que lagartas em instar final de desenvolvimento de S.
frugiperda se dirigem a esse ambiente para empupar, os resultados obtidos no presente estudo
mostram-se vantajosos, tendo em vista que a germinacdo tanto em agar-agua quanto em solo
ndo estéril teve inicio ap6s 24 horas de incubacéo, com inicio de esporulagdo em apenas 72
horas.

Em relacdo a quantificacdo de producdo de conidios e unidades formadoras de
colénia (UFC), que sdo procedimentos comumente realizados em andlises de desempenho de
fungos no solo, ndo foi possivel ser feita devido a falta de meios seletivos para M. rileyi. Em
testes preliminares, inimeros meios seletivos para hypocrelaes foram testados, entre eles
meios contendo aveia, cristal violeta, os fungicidas dodine e ciclohexamida, antibioticos
tetraciclina e estreptomicina (CHASE et al., 1986; STRASSER et al., 1996), sulfato de cobre
(BAATH., 1991), brometo de cetrimbnio (CTAB) (POSADAS et al., 2012) e associacdo de
cloranfenicol, tiabendazol e ciclohexamida (FERNANDES et al., 2010) contudo, nenhum dos
meios testados foi eficiente para o isolado utilizado neste estudo (ESALQ 5611).

A interacdo positiva de M. rileyi com o solo ja é descrita hd muito tempo, apesar de
ser um fungo comumente virulento para lepidopteros desfolhadores, este mantém-se viavel no
solo por tanto tempo quanto fungos mais intimamente relacionados as pragas de solo
(IGNOFFO et al., 1978; DEVI, 1995). Inumeros fatores que podem afetar o desempenho de
fungos entomopatogénicos no solo sdo discutidos na literatura, como as condi¢bes de
temperatura e umidade, a presenca de uma cobertura vegetal ou ndo e também a presenca de
microrganismos antagonisticos, como Trichoderma spp. (JACKSON et al.,, 2000;
MICHEREFF et al. 2001; MORA et al., 2016). Apesar disso, 0s microesclerodios de M. rileyi
apresentaram uma rapida germinacéo e esporulacdo, sendo isso uma caracteristica potencial
para utilizacdo deste propagulo na superficie do solo.

Diante do exposto, foi constatado que é possivel o escalonamento deste propagulo
para biorreator de bancada, e a mistura dos microesclerodios com terra de diatomaceas
proporcionou alta germinacdo sobre as folhas (principalmente no milho) em ambientes com
alta umidade relativa, o que é um ponto positivo pois 0 objetivo da estratégia é utilizar os
microesclerddios para controle de S. frugiperda no milho. Além disso, foi observada alta
germinacdo desses propagulos na superficie do solo, e partindo da hipotese que parte da
formulacdo aplicada em campo caird no solo, pode ocorrer esporulacdo e os conidios

atingirem lagartas de ultimo instar que estdo no solo no estagio de pré-pupa. Apesar da
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mistura com a terra de diatomaceas ser capaz de manter a viabilidade proxima de 100%
mesmo ap0s 6 meses de armazenamento em refrigeracdo, outros tipos de aditivos e
formulacbes devem ser testados para otimizar a germinacdo em ambientes com umidade

reduzida, tendo em vista que este € um fator limitante para o desempenho deste propagulo.
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4 EFICIENCIA DE MICROESCLERODIOS DE  Metarhizium rileyi
(HYPOCREALES: CLAVICIPITACEAE) NO MANEJO DE Spodoptera
frugiperda (SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM DIFERENTES
HABITATS

Resumo

A lagarta-do-cartucho-do-milho  Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) é uma das principais pragas do milho, causando graves danos a producao.
Metarhizium rileyi € um fungo entomopatogénico muito conhecido por sua alta viruléncia
principalmente a familia Noctuidae, sendo assim um fungo promissor para o controle de S.
frugiperda. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar uma nova estratégia a partir da
utilizacdo de microesclerédios (MS) de M. rileyi para o controle de S. frugiperda em
diferentes habitats do seu ciclo de vida (folhas extendidas, solo e cartucho). Os MS utilizados
nos experimentos foram produzidos através de fermentacéo liquida em frascos, com indculo
de 10% de pré-cultura e incubados em shaker durante 4 dias. Em seguida, MS foram
formulados com terra de diatomaceas em uma concentracdo 1 x 10° MS/g. Foram conduzidos
testes em laboratorio, comparando tratamentos com conidios (pulveriza¢do na concentracéo 1
x 107 conidios/mL) e microesclerddios (0,02 g de MS formulados sobre folhas, produzindo
aproximadamente 1 x 107 conidios) em lagartas de 3° instar e no solo. Diferentes propor¢des
de mistura contendo MS (0,029 e 0,04) foram aplicados sobre o solo natural e o efeito destes
em lagartas de 5° instar foi avaliado. Em casa de vegetagcdo, foram realizados testes
comparativos entre conidios em microesclerodios em plantas V3 de milho, sendo avaliado
além da mortalidade, a biomassa das plantas ao final do experimento. Em laboratorio, MS
aplicados sobre folhas de milho geraram taxa de mortalidade total mais alta e mais rapida,
alcancando uma média de 44,4% de mortalidade em trés dias e 95% de mortalidade ao final,
sendo estatisticamente mais rapido que a pulverizacdo de conidios. Contudo, o tratamento
com MS obteve apenas 2,5% de mortalidade confirmada. Os MS também tiveram 6timo
desempenho quando aplicados sobre o solo, alcancando mortalidade total de 85% em dez
dias. Em casa de vegetacdo, devido a baixa umidade relativa, a estratégia ndo mostrou
eficiéncia, sendo que o tratamento com MS obteve taxas de mortalidade muito baixas. A
estratégia mostrou-se muito promissora em bioensaios de laboratdrio, entretanto, mais estudos
em campo sd0 necessarios para otimizar a germinacdo em microambientes com menores
umidades através de diferentes formulagdes.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos; Lagarta-do-cartucho-do-miho; Viruléncia;
Controle Bioldgico.

EFFICIENCY OF Metarhizium rileyi (HYPOCREALES: CLAVICIPITACEAE)
MICROSCLEROTIA TO CONTROL Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) IN DIFFERENT HABITATS

Abstract

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), is
currently the major maize pest, causing significant qualitative and quantitative losses.
Metarhizium rileyi is an entomopathogenic fungus known for its high virulence to Noctuidae
family and also a promising microorganism to control the fall armyworm. The main goal of
this study was to evaluate a new strategy: the use of microsclerotia (MS) of M. rileyi to
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control S. frugiperda at different habitats of its life cycle (leaves, soil, and whorl). The MS
used in experiments were produced through submerged liquid fermentation in flasks, with
inoculation of 10% pre-culture and incubated in orbital shaker during 4 days (28 °C; 300 rpm;
12 h daylight). After that, MS were formulated with diatomaceous earth atof 1 x 10° MS/g
concentration. Laboratory bioassays were conducted comparing treatments involving aerial
conidia (sprayed at a concentration of 1 x 107 conidia/mL) and microsclerotia (0,02 g of
formulated MS on leaves, resulting in approximately 1 x 107 conidia) on 3" instar caterpillars,
as well as on soil, comparing different quantities of MS formulations (0,029 and 0,04g)
applied on natural soil and its effect on 5" instar larvae were also assessed. Additionally,
experiments were conducted in a greenhouse to evaluate conidia and MS treatments on V3
stage of maize plants, in which we evaluated mortality taxes and biomass of the plants at the
end of the bioassay. In the laboratory, MS on maize leaves showed high and fast mortality,
reaching an average of 44,4% mortality within three days and 95% total mortality, statistically
faster than conidial spray. The MS also performed well in soil, reaching a total mortality of
85% in ten days. In the greenhouse, despite low germination and infection due to low
humidity (which is shown as a limiting factor in the performance of these microorganisms),
the dry biomass of plants treated with MS was higher, indicating a reduction in phytophagy or
even the hypothesis of an endophytic relation between M. rileyi and maize. However, further
studies are needed to optimize germination in the field through different formulations.

Keywords: Entomopathogenic fungi; Fall armyworm; Virulence; Biological Control.

4.1 Introducédo

Atualmente na cultura do milho, a lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera
frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma das principais pragas
da cultura, causando danos em todos os estagios fenologicos da planta e podendo levar a
planta & morte (GRUTZMACHER, et al., 2000; VALICENTE, 2015). O Brasil é um dos
maiores produtores mundiais de milho, com uma producdo estimada de 125.062,4 milhdes de
toneladas de milho no ano safra 2022/23 (CONAB), e S. frugiperda pode acarretar grande
impacto econdmico para os produtores do pais, danificando plantas, afetando a producéo e até
mesmo o produto final.

Além do seu habito alimentar voraz e polifago, o problema de desenvolvimento de
resisténcia em S. frugiperda também é evidente, com muitas populacbes ja resistentes as
principais tecnologias de controle do mercado, como sementes geneticamente modificadas
(tecnologia bt) (FARIAS et al., 2014; BURTET et al., 2017; FATORETTO et al., 2017) e aos
principais grupos de moléculas quimicas como benzoilureias, piretroides e organofosforados
(DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; NASCIMENTO et al., 2016; GARLET et al., 2021).
Diante disso, a pesquisa para desenvolvimento de alternativas bioldgicas é essencial, para que
através da associacdo de bioprodutos e outras estratégias seja possivel um programa de

manejo efetivo desta praga.
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Na literatura existem muitos trabalhos descrevendo epizootias naturais causadas pelo
fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi (Hypocreales: Clavicipitaceae) em lagartas no
campo, demonstrando seu potencial de controle para esse grupo de insetos (ALLEN et al.,
1971; ALVES, 1998; COSTA et al., 2015; FRONZA et al., 2017). M. rileyi é descrito como
um entomopatdgeno especialista, diferentemente da maioria das outras espécies do género
Metarhizium, sendo maior a viruléncia a lagartas da familia Noctuidae (MOSCARDI; SOSA-
GOMEZ, 1993; ALVES, 1998; FRONZA et al., 2017). M. rileyi é um fungo promissor para o
controle de S. frugiperda, contudo a selecdo de isolados que produzam conidios em larga
escala deste fungo é desafiadora, devido a suas exigéncias nutricionais, ambientais e
instabilidade genética dos isolados (EDELSTEIN et al., 2004; THAKRE et al., 2011; SONG
et al., 2013). No Brasil, Faria et al. (2021) selecionaram um isolado de M. rileyi altamente
virulento e alcancaram uma producéo de 1,3 x 10° conidios por grama de arroz. Pensando
nisso, o estudo de propagulos produzidos atraves de fermentacdo liquida podem ser uma
alternativa para o desenvolvimento de um novo bioproduto de M. rileyi para controle de S.
frugiperda.

Microesclerodios sdo estruturas de resisténcia que consistem em aglomerados de
hifas que produzem melanina e possuem uma reserva nutricional endogena, e assim, em
condicdes favoraveis, germinam e produzem conidios infectivos (ZHONG et al., 2008;
JACKSON; JARONSKI, 2009). Estas estruturas podem ser induzidas atraves da fermentagéo
liquida em fungos entomopatogénicos, entre eles M. rileyi, como apontado por Song et al.
(2013). O isolado ESALQ 5611 de M. rileyi foi utilizado em estudos prévios comparando
atividade de conidios e blastosporos em S. frugiperda e apresentou alta viruléncia, com
melhores resultados para os conidios aéreos (GOTTI et al., 2023). Como apontado no
primeiro capitulo deste trabalho, este isolado foi capaz de produzir microesclerédios em
shaker e em biorreator de bancada, sendo que estes propagulos germinaram bem mesmo ap06s
secagem e em varios microclimas. Diante disso, o objetivo deste estudo é avaliar se
microesclerddios de M. rileyi podem vir a ser uma alternativa para controle de S. frugiperda,

por meio de bioensaios de mortalidade em laboratério e casa de vegetacéo.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Criacdo de S. frugiperda em laboratorio

Os insetos foram criados em laboratério, sendo alimentados com dieta artificial

segundo Greene et al. (1976). Devido ao habito canibal, as lagartas foram isoladas em copos
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plasticos de 100 mL com tampa. No estagio de pupa, foram transferidas para uma placa de
Petri e postas em gaiolas confeccionadas de PVC (policloreto de vinila) (altura 24 cm e
didmetro 14,5 cm) com placas de acrilico em ambas extremidades para evitar a saida dos
insetos adultos. Os adultos foram alimentados com solugé@o de mel 10% e a postura dos ovos
feita em papel A4 branco posicionado nas paredes da gaiola e substituido diariamente. Para 0s
insetos utilizados nos bioensaios, 0s ovos foram coletados e transferidos para dieta natural
(fragmentos de folha de milho ndo transgénicos) e as lagartas mantidas nessa condicdo até
alcancarem o instar de interesse (3° instar para bioensaios em folhas e 5° instar para

bioensaios em solo).

4.2.2 Bioensaios de laboratorio

Para os bioensaios de viruléncia de M. rileyi em S. frugiperda, foram considerados
diferentes contextos em que esses propagulos poderiam atingir a lagarta em seus estagios de
desenvolvimento, e levando em consideracdo os danos nas plantas de milho. Sendo assim, foi
testada a acdo de microesclerodios nas folhas do milho, no solo e em plantas em laboratorio e

casa de vegetacéo.

4.2.2.1 Acéo de microesclerddios de M. rileyi em S. frugiperda sobre folhas de milho

Para verificar a acdo de contato dos microesclerddios em lagartas sobre a folha do
milho, foram testados 5 tratamentos: controle contendo somente agua destilada (T1), controle
com silweet (0,02%) (T2), controle negativo contendo 0,02 g de terra de diatomaceas (T3),
suspensdo de conidios aéreos (1 x 10’ conidios/mL) com aplicagdo na folha seguido do
posicionamento da lagarta em cima da folha (T4) e pulverizacdo diretamente na lagarta (T5),
mistura microesclerddios + terra de diatomaceas 0,02 g (1 x 10° MS/g) (T6). Optou-se pela
comparacdo com conidios aéreos pois sdo 0s propagulos comumente mencionados na
literatura. Também optou-se por testar a pulverizacdo dos conidios na folha seguido do
posicionamento da lagarta sobre esta folha (T4) para comparar a acdo de contato da lagarta
com os conidios e com os microesclerddios esporulados (T6).

Para a aplicacdo dos microesclerodios nas folhas, quadrados de milho néo
transgénico (3 cm x 3 cm) foram recortados e submetidos a procedimento de esterilizagdo

externa através da imersdo durante 15 minutos em hipoclorito de sodio, seguido de alcool
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70% e agua destilada e por fim, exposicdo durante 15 minutos a luz UV. As folhas foram
posicionadas em placas de Petri com &gar-a4gua (3 folhas por placa) e 0,02 grama de mistura
com microesclerddios foi aplicado sobre as folhas e em seguida, as placas foram incubadas
em BOD (26 £ 2 °C; 12 h fotofase) durante 4 dias antes do experimento para permitir a
germinacdo e esporulacdo dos propagulos. AplGs esse periodo, as folhas foram
individualizadas em placas de Petri menores e uma lagarta foi colocada sobre cada folha
(Figura 14), sendo realizadas 4 repeticdes de 10 insetos. Em experimentos prévios observou-
se que a mistura MS+TD (1x10° MS/g) produziu aproximadamente 5 x 108 conidios/g em 96h
sobre folha de milho em UR 95-100 %, portanto para obter-se um valor proximo de 1x10’

conidios, foi aplicado 0,02 g dessa mistura.

Figura 14. Folhas de milho (3 x 3 cm) esterilizadas externamente e posicionadas sobre o agar-agua (A);
Aplicacdo de 0,02 g de mistura contendo microesclerodios e terra de diatomaceas sobre as folhas (B);
Microesclerddios esporulados sobre a folha de milho ap6s 4 dias de incubacéo (C).

Para testemunhas e pulverizacdo de conidios, o N amostral foi 40, sendo 10 lagartas
individualizadas em 4 placas de Petri (90 x 15 mm) e os tratamentos aplicados em torre de
Potter, sendo aplicados 2 mL por repeti¢cdo. No tratamento de pulverizacdo das folhas seguido
do posicionamento das lagartas sobre estas, 0 mesmo procedimento de corte (3 cm x 3 cm) e
esterilizacdo externa das folhas foi realizado, seguido da pulverizacdo (3 folhas por placa de
Petri, Figura 1) e entdo as lagartas foram colocas sobre as folhas. Realizou-se a quantificacao
de conidios que atingiram as folhas e a placa de Petri onde as lagartas foram colocadas e para
isso, um numero extra de folhas foram recortadas, submetidas a esterilizacdo externa e
pulverizadas (2 mL de suspensio a 1 x 107 conidios/mL). Em seguida foram individualizadas
em tubos falcon e lavadas em Tween 0,05% para quantificacdo dos conidios, totalizando uma
média de 4,7 x 10° conidios em cada folha. Para quantificagdo das placas onde as lagartas
foram posicionadas para aplicagdo do tratamento, placas de Petri estéreis e sem nenhum



70

contetido foram pulverizadas (2 mL de suspensdo a 1 x 107 conidios/mL), aplicou-se 6 mL de
Tween 0,05% dentro da placa, esta foi agitada e entdo o liquido foi recoletado para
quantificacéo, totalizando 5,1 x 10° conidios em cada placa.

Nos tratamentos com fungo (microesclerddio ou suspensdo de conidios), 0s insetos
foram mantidos em contato com o propéagulo durante 24 horas, e em seguida transferidos para
bandejas contendo 32 células individuais, alimentados com dieta natural (folhas de milho) e
avaliados diariamente durante 10 dias. As lagartas foram posicionadas sobre os
microesclerddios ja esporulados para um experimento de prova de conceito e 0s
microesclerddios ndo devem ser aplicados esporulados no campo. As lagartas mortas foram
coletadas e submetidas ao processo de esterilizacdo externa (hipoclorito de sédio, alcool 70 %
e agua destilada) e acondicionadas em camara Umida (UR 100%) para confirmacdo do agente

causal da morte.

4.2.2.2 Acao de microesclerddios de M. rileyi aplicados sobre o solo em S. frugiperda

O experimento teve como objetivo avaliar a acdo de microesclerodios na superficie
do solo em lagartas de 5° instar de S. frugiperda, tendo em vista que neste ponto de ciclo de
vida a lagarta se dirige ao solo para empupar. Para isso, em placas de Petri (15 x 60 mm)
foram pesados 10 g de solo nédo estéril, peneirado e ajustados para 15% de capacidade de
campo (JACKSON; JARONSKI, 2009), sendo cada placa considerado uma repeticdo
contendo uma lagarta. O solo foi avaliado quanto a capacidade de campo pelo método
gravimétrico descrito por Estefan, Sommer e Ryan (2013), por meio da saturacéo do solo e
calculo do teor de &gua retido através de dados de peso do solo umido e solo seco. Em
seguida, 0,04 g e 0,02 g da mistura MS + TD (1 x 10° MS/g) foram pesados, sendo 30
repetices para cada e aplicados nas placas contendo solo. As placas foram posicionadas em
contéiners fechados contendo algoddo embebido em agua destilada, gerando uma umidade
proxima de 100% e acondicionados em BOD (26 + 2 °C; 12 h fotofase) durante 4 dias para
germinacdo e esporulacdo dos microesclerodios. Apds esse periodo, uma lagarta de 5° instar
foi colocada em cada placa contendo a mistura com microesclerédios (N = 30), sendo o
controle a placa contendo apenas o solo e a lagarta. O experimento foi avaliado diariamente
durante 10 dias e as lagartas alimentadas com dieta natural (folha de milho nao-transgénico).
As lagartas mortas foram coletadas e submetidas ao processo de esterilizacdo externa
(hipoclorito de sddio, alcool 70 % e agua destilada) e acondicionadas em camara umida (UR

100%) para confirmacéo do agente causal da morte.
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4.2.3 Acdo de microesclerddios de M. rileyi em S. frugiperda em casa de vegetacao

Para verificar a agdo de contato dos microesclerodios em lagartas em casa de
vegetacdo, foram testados os seguintes tratamentos: controle (ndo sendo aplicado nada sobre a
planta) (T1), controle negativo (sendo aplicado apenas terra de diatoméaceas nas plantas) (T2),
mistura MS + terra de diatomaceas 0,07 g (1 x 10° MS/g) aplicados 4 dias antes do
posicionamento da lagarta (T3), mistura MS + terra de diatomaceas 0,07 g (1 x 10° MS/g)
aplicados no dia do posicionamento da lagarta (T4) e suspensdo de conidios aéreos (1 x 10’
conidios/mL) (T5). O valor 0,07 g de mistura de microesclerddios foi definido para aplicacéo
considerando a quantidade de conidios que viriam a ser produzidos pelos microesclerodios em
relacdo concentracdo de conidios aplicados no tratamento de pulverizagdo (3 mL de
suspensdo a 1 x 107 conidios/mL). Foram montados 15 vasos para cada tratamento, cada vaso
contendo 2 lagartas de 3° instar de S. frugiperda. O experimento foi repetido duas vezes no
tempo.

A primeira etapa do bioensaio foi o cultivo do milho. Foram semeados sementes ndo
transgénicas em 75 vasos de 1 L e adubados a cada 10 dias com adubo Nitrogénio — Fosforo —
Potassio (NPK) nas concentracdes 04-14-08. O estagio fenoldgico utilizado nos experimentos
foi V3, o que levou aproximadamente 15 — 18 dias a partir do momento da germinacdo da
semente.

No processo de montagem do bioensaio, a aplicagdo da mistura com
microesclerddios foi feita com uma peneira, para espalhamento mais uniforme na planta, e a
aplicacdo foi mais concentrada na regido do cartucho (Figura 15). O mesmo procedimento foi
feito para aplicacdo do controle negativo (T2), com a terra de diatomaceas. Apos a aplicagédo
dos tratamentos na planta, duas lagartas de 3° instar foram posicionadas em cada planta, e um
tecido voal foi utilizado para recobrir a planta e o vaso para prevenir o desaparecimento das
lagartas, e para que o voal ndo pressione a planta, palitos de madeira foram fixados no solo ao
redor da planta. Quanto ao tratamento de pulverizacdo de conidios, primeiramente foram
adicionadas as lagartas na planta e em seguida foi pulverizado 3 mL de suspensdo de conidios
a 1 x 107 conidios/mL sobre a planta e as lagartas. Os vasos foram acondicionados em casa de
vegetacdo com temperatura e umidade monitorados através de data loggers. A avaliacdo foi
realizada diariamente durante 10 dias e em seguida, as lagartas ou pupas foram transferidas

para bandejas e avaliadas por mais 5 dias em laboratorio.
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Figura 15. Aplicacdo da mistura de microesclerddios + terra de diatomaceas (MS + TD) com uma peneira em
plantas de milho (A), espalhamento uniforme da mistura na planta (B) e acondicionamento de plantas contendo
tratamento + lagartas em casa de vegetacdo (C).

4.2.4 Andlise estatistica

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Levene ou Barttlet), e quando os pressupostos foram atendidos, utilizou-
se 0 teste Repeated Measures ANOVA para dados repetidos no tempo e One-Way ANOVA
para dados sem variacdo no tempo. Quando ndo atendidos, utilizou-se de transformacdes (raiz
quadrada, raiz cubica e logaritmica), modelos lineares generalizados (GLM) ou analises nédo-
paramétricas (Kruskal-Wallis). As analises foram realizadas nos softwares R (R CORE
TEAM, 2023) e Software Statistica® versdo 10.0 (STATSOFT, 2011).

Para analise do experimento de mortalidade sobre folhas em laboratorio, a analise da
mortalidade total e confirmada foi realizada utilizando um modelo linear generalizado misto
com uma distribuicdo binomial, fixando o fator “ensaio” como um efeito aleatério. A
comparacdo de medias foi realizada através do método Sidak por ser uma analise com
multiplas comparacGes. Na analise de sobrevivéncia, utilizou-se a distribuicdo Weibull com
comparac0es através do teste log-rank a 5% de significancia.

Na anélise de mortalidade total e confirmada no bioensaio com lagartas de 5° instar
sobre o solo e experimento em casa de vegetacdo, os dados atenderam o0s pressupostos da
ANOVA e, portanto, foram analisados pelo teste One-Way ANOVA seguido do teste de
acompanhamento Tukey a 5% de significancia. Na analise de sobrevivéncia, utilizou-se
distribuicdo Weibull com comparacdes através do teste log-rank a 5% de significancia. Para
analise de biomassa Umida e seca das plantas ao final do experimento, utilizou-se
transformacdo raiz ctbica (¥x) seguido da analise através do teste One-Way ANOVA com

comparacdo de médias por Tukey HSD a 5% de significancia.
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4.3 Resultados
4.3.1 Acdo de microesclerddios de M. rileyi em S. frugiperda sobre folhas de milho

Em relacdo a andlise de mortalidade de lagartas de 3° instar em laboratdrio, ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos com pulverizacéo de conidios (nas folhas 87,5
+ 12,8%; nos insetos 85 + 16,0%) e aplicacdo de microesclerddios (95 + 10,7%) ao final do
bioensaio. Também foi possivel observar uma mortalidade significativamente maior no
controle com somente terra de diatomaceas (46,2 + 26,1%) em relacdo aos outros controles
(dgua destilada 18,7 + 18,8%; silweet 0,02% 27,5 + 14,9%). Observou-se que os tratamentos
com conidios totalizaram um maior nimero de insetos esporulados (pulverizacdo nas folhas
52,5 £ 5%; pulverizagdo nos insetos 50,5 = 5,7%), enquanto o tratamento com

microesclerddios apresentou uma taxa muito baixa de confirmacéo (2,5 + 5%) (Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade total e confirmada (%) de lagartas de 3° instar de S. frugiperda expostas a conidios e
microesclerddios esporulados de M. rileyi aplicados em folhas de milho em laboratorio.

Tratamento Mortalidade total (%) Mortalidade
] confirmada (%)
Agua destilada (T1) 18,75+ 18,85 A 0C
Silweet (0,02%) (T2) 27,5+ 14,88 AB 0C
Controle ter?alrg)e diatomacea 46,25 + 26.15 B 0C
Pulverizacéo de conidios nas
folhas (T4) 87,5+1282C 525+5A
Pulverlzggao de conidios nos 85 + 16,03 C 505 45,77 A
insetos (T5)
Microesclerodio + Terra de 95 + 10,69 C 25458

diatomécea (T6)

Média (£ desvio padrdo), letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Em analise das curvas de sobrevivéncia (Figura 16) é evidente que o contato das
lagartas de 3° instar com microesclerddios esporulados gerou mortalidade mais rapida do que
a pulverizacdo direta sobre estas ou sobre o contato com as folhas pulverizadas. No
tratamento T6 (MS + TD), a curva de sobrevivéncia cai de forma drastica no terceiro dia
(55,6% sobrevivéncia), enquanto no tratamento T5 a curva de sobrevivéncia passa a cair
apenas a partir do sexto dia (53,2% sobrevivéncia) e no tratamento T4 (pulverizacdo sobre a
folha), a curva cai de forma uniforme ao longo dos dias (47,6% sobrevivéncia no sexto dia)
(Figura 16).
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Figura 16. Sobrevivéncia de lagartas de 3° instar de S. frugiperda submetidas aos tratamentos de agua destilada
(T1), silweet 0,02% (T2), controle com terra de diatomaceas (T3), pulverizacdo de conidios de M. rileyi nas
folhas (T4), pulverizacdo de conidios de M. rileyi nos insetos (T5) e microesclerddios esporulados (T6). Anélise
de sobrevivéncia com distribuicdo Weibull e comparacdes através do teste log-rank (p < 0,05).

4.3.2 Infeccdo de S. frugiperda por microesclerodios esporulados de M. rileyi sobre o

solo em laboratério

A infeccdo das lagartas por microesclerddios distribuidos no solo obtiveram
resultados satisfatorios, com lagartas de 5° instar mortas e esporuladas (Figura 18) a partir do
5° dia de avaliacdo. Apds 10 dias de experimento, obteve-se mortalidade acima de 80% para
ambas as concentracfes de mistura TD + microesclerddios aplicadas no solo (F = 32,554; df =
2; p<0,001) (Tabela 6, Figura 17).

Tabela 6. Mortalidade total e confirmada (%) de lagartas de 5° instar de S. frugiperda expostas a diferentes
concentragdes de mistura TD + microesclerddios esporulados de M. rileyi no solo em laboratério.

Tratamento Mortalidade total (%)  Mortalidade confirmada (%)
0,02 g de MS+TD 82,2 +22,72 A 37,7+ 15,03 A
0,04 g de MS+TD 85,56+ 8,40 A 38,8+ 15,03 A
Controle 3,33+3,33B 1,11+192B

Média (+ desvio padrdo), letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 17. Sobrevivéncia ao longo do tempo de lagartas de 5° instar de S. frugiperda submetidas a tratamentos

com microesclerddios de M. rileyi esporulados no solo. Analise de sobrevivéncia com distribuicdo Weibull e
comparagdes através do teste log-rank (p < 0,05).

Figura 18. Lagarta de 5° instar encontrada coberta por micélio de M. rileyi durante avaliacdo de experimento em
solo (A) e lagarta de 5° instar esporulada por M. rileyi durante processo de confirmagdo da mortalidade em
experimento sobre o solo (B).

4.3.3 Acdo de microesclerddios de M. rileyi em S. frugiperda em casa de vegetacao

Quando realizada a analise de sobrevivéncia, as curvas apontaram diferenca nas
diferentes repeticdes do experimento no tempo, portanto, as analises estdo apresentadas de
forma separada, assim como os dados de temperatura e umidade em cada experimento. Na
primeira repeticdo do experimento, no tratamento T3 (aplicacdo prévia de MS + TD), foi
observado no ultimo dia de avaliagdo uma estimativa de mortalidade de 26,6% + 20,8%

(nenhum inseto confirmado) enquanto na segunda repeticdo, a estimativa foi de 13,3% + 23%
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(mortalidade confirmada 25%) (Figura 19 a e b). Outro tratamento que apresentou diferencga
entre as duas repeticdes foi o T5 (pulverizacdo direta de conidios), sendo que na primeira
repeticdo a estimativa de sobrevivéncia foi 52,5% (mortalidade confirmada foi 12,5%) e na
segunda repeticdo, 42,2% (mortalidade confirmada 81,1%) no dltimo dia de avaliagdo (15°
dia) (Figura 19).
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Figura 19. Primeira (A) e segunda (B) repeticdo de sobrevivéncia de lagartas S. frugiperda submetidas a
tratamentos com M. rileyi em casa de vegetacdo: dgua destilada (T1), terra de diatoméceas (T2), aplicacdo prévia
de MS + TD (T3), aplicagdo no dia zero (T4) e pulverizag¢do de conidios (T5). Na figura ao lado, médias diérias
de temperatura e umidade da primeira (C) e segunda (D) repeticdo de cada experimento no tempo durante 14
dias.

Temperatura e umidade relativa (%) foram monitorados ao longo dos dias de
experimento, desde a aplicacdo dos microesclerodios 4 dias antes ao posicionamento das
lagartas até a retirada das lagartas das plantas, totalizando 14 dias. Foi observada diferenca
nas condicdes de temperatura e umidade entre os experimentos, sendo que na segunda
repeticdo a temperatura manteve uma média diaria mais alta na maioria dos dias de avaliacao
(dias 2, 3,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 e 15) e, em relacdo a umidade e também apresentou
taxas maiores de umidade relativa nos dias iniciais de experimento, o que é essencial para a
germinacéo do fungo.

Quanto a biomassa Umida e seca, as diferentes repeticdes do experimento também
apresentaram diferenca entre si, sendo apresentadas de forma separada. No primeiro
experimento, os tratamentos T3 e T5 apresentarem uma maior mortalidade (68,4% e 52,6%

sobrevivéncia, respectivamente), e maior biomassa Umida das plantas em relacdo ao
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tratamento T2 (terra de diatoméceas) (F = 6,6277; df = 4; p < 0,001) (Tabela 7). O mesmo
observado para biomassa seca. J& no segundo experimento, o tratamento T3 (microesclerédios
aplicados previamente) apesar de apresentar plantas maiores e menos danificadas visualmente
(Figura 20), diferiu estatisticamente apenas dos controles em relacdo a biomassa seca e Umida
(T3 peso Uumido 7,3 + 3,58 g e peso seco 1,1 £ 0,68 g) (F = 3,6; df = 4; p = 0,010), enquanto
0s outros tratamentos com M. rileyi (microesclerddios e pulverizagdo de conidios) néo

apresentaram diferenca estatistica em relagéo aos controles (T1 e T2) (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de biomassa Umida e seca de plantas de milho em diferentes tratamentos com M. rileyi, ap6s
10 dias de exposicdo a S. frugiperda em casa de vegetacéo.

Tratamento Experimento 1 Experimento 2
Peso umido (g) Peso Seco (g) Peso umido (g) Peso seco (Q)
T1 6,6+49A 16+148 A 19+222B 0,3+0,34B
T2 19+278B 0,5+0,76 B 36+476B 0,5+0,68B
T3 8,9+4,67A 16 +153A 7,3+ 358 A 1,1+0,68 A
T4 8,2+£546 A 0,6+038AB 49+565AB 0,8+1,06AB
T5 11,2+591 A 1,2+0,82A 47+46 AB 0,8+0,75AB

Média (+ desvio padrdo), letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste
de Tukey (p<0,05). Tratamentos avaliados: dgua destilada (T1), terra de diatoméceas (T2), aplicacdo prévia de
MS + TD (T3), aplicacdo no dia zero (T4) e pulverizagdo de conidios (T5).
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Figura 20. Plantas de milho utilizadas no segundo experimento em casa de vegetacdo: T1 - agua destilada (A),
T2 - terra de diatoméceas (B), T3 - aplicacdo prévia de MS + TD (C), T4 - aplicacdo no dia zero (D) e T5 -
pulverizacdo de conidios (E). apds 10 dias de exposic¢do a S. frugiperda em casa de vegetacao.

4.4 Discussao

E evidente na literatura o desempenho excepcional de M. rileyi para controle de
lepidopteros, em especial a familia Noctuidae. Outros fungos entomopatogénicos ja foram
relatados como virulentos para S. frugiperda, contudo na maioria das vezes exigem altas
concentracdes de inoculo para alcancar alta mortalidade (MONTECALVO; NAVASERO,;
2021; IDREES et al.,, 2022; MAKOWICH et al., 2022). Os resultados de laboratério
mostraram alta viruléncia do isolado ESALQ5611 tanto na forma de pulverizacdo direta,
pulverizacdo indireta (contato da lagarta com a folha pulverizada) e com microesclerddios
previamente esporulados. A mortalidade de S. frugiperda foi muito mais rapida no tratamento
de contato com microesclerddios esporulados (3 — 4 dias) e isso se deve a grande
concentragdo de conidios viaveis em uma pequena superficie (aproximadamente 1 x 10’
conidios em 9 cm?). Por outro lado, nos tratamentos de pulverizagdo, durante esse processo
acaba-se perdendo muito do in6culo pulverizado para a coluna interna ou parte inferior da
torre de Potter (POTTER, 1952; LIU; STANSLY, 1995).
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Apesar da rapida mortalidade causada pelos microesclerddios, a confirmacdo da
mortalidade foi baixa, como também foi observado por Gotti et al. (2023) utilizando 0 mesmo
isolado de M. riley. Outro ponto observado no experimento em laboratério foi o fato da terra
de diatoméceas sozinha ter causado uma taxa de mortalidade maior que o controle. Trabalhos
ja relataram a capacidade abrasiva deste inerte na cuticula e pecas bucais de insetos, inclusive
em S. frugiperda, debilitando assim a imunidade, causando desidratagcdo e deixando estes
mais suscetiveis a microrganismos do ambiente podendo gerar a morte (KORUNIC, 1998;
CONSTANSKI et al., 2016; ANIWANOU et al., 2021).

Em relacdo a mortalidade das lagartas colocadas sobre o solo, mais de 80% de
lagartas em 5° instar morreram ap0s exposicdo a 0,02 g de mistura de terra de diatoméaceas e
microesclerddios aplicada no solo, sendo que aproximadamente 70% dos MS germinaram e
esporularam. A partir disso, é evidente a alta viruléncia do isolado, tendo em vista que a
quantidade de inoculo foi reduzida e a forma de infeccdo causada por meio do contato da
lagarta andar sobre os microesclerddios esporulados. Alguns trabalhos ja apontaram o bom
desempenho de microesclerddios de Metarhizium spp. como uma alternativa para controle de
pragas no solo. Jackson e Jaronski (2009) apontaram a eficiéncia de microesclerodios de M.
anisopliae no controle da larva de raiz Tetanops myopaeformis (Diptera: Ulidiidae)
apresentando uma taxa de mortaliade de até 100% ap06s 14 dias de tratamento do solo.
Marciano et al. (2021) obtiveram desempenho significativo de formulagbes de
microesclerédios de M. robertsii no controle do carrapato-do-boi Rhipicephalus microplus
(Acari: Ixodidae) e ainda observaram a permanéncia do fungo no solo durante 336 dias.
Behle et al. (2013) obtiverem até 74% de mortalidade em Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae)
através do tratamento de substrato com formulacdo de microesclerédios de M. brunneum.

O controle da lagarta é crucial em suas fases iniciais de desenvolvimento, contudo, é
interessante controlar todos seus estagios de crescimento, uma vez que a morte do individuo
encerra o ciclo de vida do inseto, reduzindo o dano e prevenindo futuras geracdes. A lagarta
em seus estagios finais de desenvolvimento alimenta-se de forma mais voraz, causando mais
danos (CRUZ, 1995; DEOLE; PAUL, 2018), e também apresenta maior tolerancia a infeccéo,
demandando uma quantidade maior de in6culo. Apesar disso, o isolado ESALQ 5611
apresentou alta viruléncia a lagartas de S. frugiperda até mesmo em instares avancados de
desenvolvimento (5° instar). Ademais, a producdo de conidios pelos microesclerddios no solo
foi relativamente rapida, sendo necessarios apenas 4 dias de incubacdo para produzir uma
quantidade letal de in6culo para lagartas de 5° instar. Conforme destacado por Ignoffo et al.

(1976), uma Unica lagarta de Gltimo instar de Hypena scabra (Lepidoptera: Erebidae)
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(Fabricius) esporulada seria suficiente para gerar o inoculo inicial aplicado em cinco fileiras
de um campo de soja contendo 5,7 a 6,7 plantas por fileira. Pensando nisso, a mortalidade de
lagartas de ultimo instar de S. frugiperda seria essencial para geracdo de indculo e
permanéncia do isolado no campo, colaborando, provavelmente, para ciclos de epizootias do
fungo na populagéo desse inseto-alvo.

Nos ensaios de casa de vegetacdo, as maiores taxas de mortalidade foram obtidas
pelo tratamento com pulverizacdo de conidios, e ainda assim, foram taxas baixas quando
comparadas aos testes de laboratério, sendo que outros trabalhos, como o de Faria et al.
(2021), obteve-se altas taxas de mortalidade tanto em laboratério quanto em casa de
vegetacdo. Foi observado também que a terra de diatomaceas sozinha apresentou um indice
de mortalidade, corroborando com os dados obtidos em laboratério, e reforcando a
possibilidade de sua capacidade abrasiva na cuticula e pecas bucais do inseto. Provavelmente,
o fungo teve seu desempenho significativamente afetado pelas condi¢cbes ambientais na casa
de vegetacdo. Isso deve-se ao fato de que os microesclerodios necessitam de umidade superior
a 90% para germinacdo e por determinado tempo, conforme apontado em experimentos no
primeiro capitulo deste estudo e em outros trabalhos da literatura (RODRIGUES et al., 2021).
Testes previamente realizados em campo mostraram valores de umidade relativa média dentro
do cartucho do milho antes de periodos de chuva de 72,2% e, apés periodos de chuva de
91,9% (FETTER, 2022 dados ndo publicados). Baseando-se nestes valores espera-se que
resultados em campo poderiam ser mais promissores que no ambiente controlado da casa de
vegetacdo, onde ndo ocorreu a precipitacdo. Outra caracteristica desfavoravel que merece ser
mencionada em relacdo a casa de vegetacdo € a evapotranspiracdo, um aspecto abordado em
inimeros trabalhos como sendo consideravelmente reduzido dentro do ambiente controlado
em comparacdo ao campo (ROSENBERG et al., 1989; FERNANDES et al., 2003). Apesar da
casa de vegetacdo normalmente ser um ambiente mais controlado em rela¢do ao campo, pode
ser ocasionalmente menos propicio para a germinacao e desenvolvimento de microesclerddios
por ndo atingir o ponto de orvalho, jA que essas estruturas dependem intensamente de
condicdes de alta umidade.

Para a avaliacdo da utilizacdo de MS no campo, pensando no seu tamanho grande em
relacdo a outras estruturas dos fungos e sua forma indireta de acdo, a estratégia inundativa ndo
pode ser considerada como € feito com conidios aéreos. Autores apontam que na estratégia
inoculativa de controle bioldgico, mesmo com baixa mortalidade, o in6culo pode permanecer
no campo gerando novas epizootias e se estabelecendo na populacdo da praga local
(HESKETH et al., 2010; BOOMSMA et al., 2014). Além disso, 0s autores apontam que 0
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controle bioldgico inundativo, comumente utilizado na agricultura, pode ser ocasionalmente
substituido pelo inoculativo, dependendo da caracteristica de cada fungo.

O controle bioldgico inoculativo parte da premissa da liberagdo de uma pequena
quantidade do agente de controle biolégico, com objetivo que ele se multiplique e estabeleca
sua populagdo na plantacdo por um determinado periodo controlando a praga-alvo, mas que
com o passar do tempo necessita uma nova aplicacdo. E visto como um controle a longo
prazo, e que pode ser utilizado de forma preventiva a partir do monitoramento das culturas
(IGNOFFO et al., 1976; EILENBERG et al., 2001; PARRA et al., 2002). M. rileyi possui
muitas caracteristicas que o enquadrariam como um grande candidato no controle biol6gico
inoculativo no Brasil para lagartas: apresenta alta capacidade epizodtica (ALVES, 1998;
COSTA et al.,, 2015; FRONZA et al., 2017; FARIA et al., 2021), o clima tropical propicia um
ambiente favoravel a epizootias (FRONZA et al., 2017), persisténcia no solo durante grandes
intervalos de tempo (SPRENKEL; BROOKS, 1977; IGNOFFO et al., 1978; THORVILSON
et al., 1985; DEVI, 1995). Além disso, a aplicagdo inoculativa seria mais viavel do que a
inundativa no caso de microeslerddios, pois demanda concentragdes menores de indculo
aplicado. Por outro lado, estudos sobre a utilizacdo de M. rileyi no campo séo poucos, e ainda
assim, grande parte destes trabalhos ja& apontaram que mesmo a aplicacdo de altas
concentracdes de conidios aéreos de M. rileyi sobre o milho ndo obtiveram altas taxas de
mortalidade de S. frugiperda, principalmente devido a seu habito alimentar dentro do
cartucho, o que mantém a lagarta protegida (IGNOFFO; GARCIA, 1985; BARROS et al.,
2021; FARIA etal., 2021).

Por fim, foi evidente que o desempenho em laboratério apresentado no primeiro
capitulo foi muito bom provavelmente pela manutencdo de alta umidade, que se mostrou um
fator limitante na germinacdo e desempenho deste propagulo. O mercado de bioldgicos esta
em crescimento constante, e o estudo de novas metodologias de aplicacdo e novas formas de
utilizar os microrganismos precisam ser explorados, e o microesclerddio é um deles
(principalmente para um fungo tdo desafiador, como M. rileyi). Entretanto, mais pesquisas
seriam necessarias especialmente através de experimentos em campo, e também seria de
grande interesse o estudo de M. rileyi como um microrganismo endofitico para o milho: seu

efeito no crescimento da planta e inducéo do sistema de defesa das plantas.
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