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RESUMO

A cultura do milho (Zea mays L.) possui elevada relevancia econdmica no Brasil € no mundo,
sendo fortemente impactada pela lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), praga polifaga de alta capacidade reprodutiva e adaptativa. O
controle tem sido realizado principalmente com inseticidas quimicos e hibridos Bt; entretanto,
a recorrente selecao de populagdes resistentes reforga a necessidade de estratégias sustentaveis
dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Nesse contexto, os fungos entomopatogénicos
representam alternativa promissora. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia
da aplicagao de conidios de Beauveria bassiana, Metarhizium sp. e Cordyceps fumosorosea no
controle de pupas de S. frugiperda em condigdes laboratoriais. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, utilizando quatro concentragdes (1 < 10°a 1 x 108
conidios mL™) e tratamento controle com agua + Tween 80 (0,1%). A aplicacdo foi realizada
por meio da Torre de Potter, e as avaliagdes de mortalidade ocorreram apés dez dias. A cepa de
B. bassiana apresentou tendéncia de aumento da mortalidade com a elevagao da concentragdo,
atingindo aproximadamente 40% na maior dose testada, evidenciando comportamento
dependente da dose, embora a CLso ndo tenha sido alcangada. A infecgdo foi confirmada pelo
crescimento micelial externo sobre as pupas. Para Metarhizium sp. e C. fumosorosea, 0s
percentuais de mortalidade variaram entre 10% e 25% e entre 12% e 20%, respectivamente,
sem resposta consistente ao aumento da concentragdo. Os resultados indicam que o estagio
pupal apresenta menor suscetibilidade a infec¢ao fungica quando comparado as fases larvais
descritas na literatura, exigindo concentragdes mais elevadas para obteng¢do de controle
significativo. Conclui-se que B. bassiana demonstrou maior potencial no controle de pupas de
S. frugiperda nas condi¢Oes avaliadas, destacando-se como alternativa viavel dentro de
estratégias sustentaveis de manejo.

Palavras-chave: Beauveria sp.; controle biologico; Cordyceps fumosorosea; Metarhizium sp.;
Zea mays.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) destaca-se como uma das culturas mais importantes do
agronegodcio brasileiro, sendo amplamente utilizado tanto na alimentacdo humana quanto na
alimenta¢do animal. Além disso, o grdo também ¢é empregado como matéria-prima em
diferentes segmentos industriais, participando da producdo de alimentos, bebidas,
biocombustiveis e diversos outros derivados. Trata-se de um cereal de grande relevancia
alimentar, podendo ser consumido diretamente ou apods processos de industrializagdo. No
cenario nacional, o milho possui expressiva importincia econdmica, atendendo tanto ao
mercado interno quanto as exportagdes. Sua ampla adaptacdo as diferentes condi¢des de cultivo,
aliada a viabilidade de producdo em pequenas e grandes areas, contribui para a competitividade
da cultura. Dessa forma, devido ao seu valor nutricional e econdmico, o milho tem assumido
papel estratégico na seguranga alimentar global, além de estar presente em diversas preparagdes
tradicionais da culinaria brasileira. Para que a produgdo continue crescendo, torna-se
fundamental investir em avangos tecnoldgicos, melhorias biologicas, organizagdo dos sistemas
produtivos e aprimoramento da logistica de distribui¢dao e consumo (EMBRAPA, 2022).

No Brasil, essa importancia torna-se ainda mais expressiva, pois o pais se consolidou
como o terceiro maior produtor mundial, com elevada contribuicao para exportagdes € para o
abastecimento interno (CONAB, 2023). Devido ao seu padrdo de ocorréncia, Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ considerada uma praga persistente nas Américas
e, mais recentemente, também foi registrada em plantagdes na Africa, India e China. Esses
insetos estdo ativos durante grande parte do ano, provocando danos as culturas agricolas e
ocasionando significativas perdas econdmicas (Paredes-Sanchez et al., 2021).

O controle da praga tem sido historicamente baseado no uso de inseticidas quimicos e
de plantas transgénicas expressando proteinas inseticidas derivadas de Bacillus thuringiensis
(Bt). Entretanto, ha relatos consistentes de resisténcia de S. frugiperda a diferentes proteinas
Bt, incluindo Cryl, Cry2 e Vip3Aa, em areas de cultivo de milho e algoddo no continente
americano (YANG, 2022). Esse cenario alerta para a necessidade de diversificacdo no manejo
da praga, reduzindo a dependéncia de estratégias isoladas e estimulando praticas sustentaveis

dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Oliveira,2023).
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Entre as alternativas disponiveis, os fungos entomopatogénicos tém se mostrado
ferramentas promissoras no controle biologico da lagarta-do-cartucho. Estudos recentes
confirmaram a elevada viruléncia de isolados dos fungos dos géneros Beauveria € Metarhizium
contra diferentes estagios de desenvolvimento de S. frugiperda, alcancando taxas de
mortalidade superiores a 80% em condigdes laboratoriais (Apirajkamol, 2023).

Além da agdo direta sobre o inseto, pesquisas apontam que Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae também podem atuar como endofitos em plantas de milho. Essa
colonizagdo reduz a aptiddo da praga, comprometendo aspectos como sobrevivéncia e
reproducdo, o que amplia o potencial desses microrganismos como agentes de manejo
sustentavel (Altaf et al., 2023).

Outro aspecto relevante ¢ a ocorréncia natural de fungos associados a populagdes de S.
frugiperda. Investigagdes recentes identificaram a presenca de Metarhizium rileyi em larvas
coletadas em condi¢cdes de campo, apresentando efeito entomopatogénico significativo.
Isolados avaliados em laboratorio demonstraram causar mortalidade entre 74% e 84% em
lagartas da espécie (Barros et al., 2020).

Diante desse contexto, a integra¢cdo de fungos entomopatogénicos ao manejo da lagarta-
do-cartucho representa uma estratégia viavel para reduzir a dependéncia de inseticidas e
prolongar a vida util das tecnologias Bt, contribuindo para sistemas de producdo mais

sustentaveis e resilientes.

2. JUSTIFICATIVA

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, é considerada a principal praga da cultura do milho
no Brasil, responsavel por expressivas perdas econdmicas decorrentes de sua alta capacidade
de adaptagao, mobilidade e potencial reprodutivo. Em sistemas de monocultivo continuo, sem
adocdo de rotagdo de culturas, a intensidade de infestacdo tende a se agravar, comprometendo
diretamente a produtividade e a sustentabilidade da cadeia do milho (Montezano et al., 2018).

O Mangjo Integrado de Pragas (MIP) abrange diferentes taticas de controle, incluindo
medidas culturais, fisicas, genéticas, comportamentais, quimicas e biologicas. A integragao

desses métodos possibilita uma abordagem mais eficiente e sustentdvel no enfrentamento das
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pragas agricolas (Prasanna et al., 2018). Entretanto, o uso intensivo e repetitivo de inseticidas,
sem a devida alternancia de ingredientes ativos, tem favorecido a sele¢do de populacdes
resistentes. Essa pratica ndo apenas compromete a eficiéncia das moléculas aplicadas, como
também interfere negativamente no equilibrio dos inimigos naturais e potencializa impactos
nocivos a saiude humana e ao meio ambiente (Lira et al., 2019).

Nesse contexto, torna-se urgente a busca por alternativas sustentaveis e eficazes de
manejo integrado. Entre as ferramentas disponiveis, destacam-se os fungos entomopatogénicos,
como B. bassiana, M. anisopliae e Cordyceps fumosorosea, que apresentam acao patogé€nica
direta sobre diferentes estadios da praga, reduzindo a sobrevivéncia e a reproducao (Mielli,
2022).

Pesquisas brasileiras recentes evidenciaram resultados promissores. Produtos
comerciais a base de C. fumosorosea e combinagdes fungicas reduziram em 100% a
sobrevivéncia de lagartas em condigdes laboratoriais (Mielll, 2022). Ensaios de campo
demonstraram que B. bassiana foi tdo eficiente quanto inseticidas quimicos na reducdo de danos
causados por S. frugiperda (Moreira, 2025). Além disso, isolados de B. bassiana e M.
anisopliae apresentaram efeito ovicida, reduzindo significativamente a eclosdo das lagartas
(Maddalena et al., 2024).

Em nivel internacional, avangos complementam esses achados. Isolados de Beauveria
demonstraram alta viruléncia contra lagartas de diferentes instares, causando até¢ 98% de
mortalidade e inviabilizando a reprodugdo (ApirajkamoL et al., 2023). Além disso, pesquisas
recentes comprovaram a capacidade de colonizagdo endofitica desses fungos em plantas de
milho, conferindo mortalidade total em instares iniciais ¢ elevada mortalidade em instares mais
avangados (Ramos et al., 2020).

O solo ¢ considerado um habitat natural para fungos entomopatogénicos, incluindo
espécies de Metarhizium e Beauveria, que atuam como reservatdrios capazes de fornecer
nutrientes e favorecer sua proliferacao (Pérez-Gonzalez et al., 2014). Por esse motivo, embora
as pulverizagdes foliares apresentem potencial de eficiéncia, o solo tem se mostrado uma via
promissora para aplicacdes desses microrganismos. Isso ocorre porque, além de ser um
ambiente naturalmente associado aos fungos entomopatogénicos, o solo pode proteger os
fungos da radiacao ultravioleta, aumentando sua persisténcia (Jeon; Kim, 2024).

Entre as alternativas de aplicagdo, o encharcamento do solo tem se destacado como um

método pratico em condigdes de campo para o controle de estagios de S. frugiperda que
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permanecem no solo (Garrido-Jurado et al., 2020). Entretanto, ¢ importante considerar que os
resultados de ensaios laboratoriais utilizando solo estéril podem ndo refletir plenamente a
realidade do campo, ja que a sobrevivéncia e eficiéncia dos fungos entomopatogénicos
dependem de fatores como propriedades fisicas do solo, umidade, temperatura e a presencga de
microrganismos concorrentes (Goble et al., 2011).

Foi relatado ainda que espécies como M. anisopliae e B. bassiana sdo capazes de
produzir toxinas que interferem na formagao adequada da cuticula dos insetos. Essas toxinas
atuam na abertura dos canais de calcio da membrana, prejudicando a sintese de quitina e
resultando em malformagdes (Prasad; Veerwal, 2010; Garrido-Jurado et al., 2020). Entre os
efeitos subletais observados estdo anormalidades em adultos, como redu¢do do tamanho
corporal e das asas, baixa capacidade de voo e, consequentemente, diminui¢do do potencial
reprodutivo da populagdo (Kalvnadi et al., 2018; Vivekanandhan et al., 2024).

No entanto, quando pupas de S. frugiperda foram expostas aos fungos
entomopatogénicos, ndo foram detectados efeitos subletais significativos nos adultos
emergidos. Isso possivelmente se deve a presenga da concha pupal esclerotizada, que funciona

como uma barreira fisica a penetracao fingica (Kalvnadi et al., 2018; Goble et al., 2011).

3. OBJETIVO

Considerando os problemas causados por Spodoptera frugiperda na cultura do milho,
este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de isolados de fungos

entomopatogénicos visando o controle de pupas do inseto-praga em condic¢des de laboratorio

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Cultura do milho
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O milho (Zea mays L.) configura-se como uma das culturas agricolas de maior
relevancia no Brasil, com ampla utilizagdo na alimentagdo humana, na nutri¢do animal € como
matéria-prima para a producao de biocombustiveis. Sua notavel adaptabilidade possibilita o
cultivo em diferentes regides e épocas do ano, tanto na safra quanto na safrinha, o que confere
carater estratégico para a seguranca alimentar ¢ o desenvolvimento econdmico do pais (Faria et
al., 2022).

A cultura do milho esté sujeita a diversos fatores que comprometem sua produtividade,
entre os quais se destacam o ataque de pragas e doengas, especialmente nos estadios iniciais de
desenvolvimento. Entre os insetos-praga de maior impacto econdmico nas principais regioes
produtoras do Brasil encontram-se a lagarta-do-cartucho, a larva-alfinete (Diabrotica speciosa
Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae) e a cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) (Ribeiro et al., 2016).

Apesar de ser cultivado em todo o territério nacional, a produgdo de milho apresenta
maior concentracao nas regides Centro-Oeste (58%), Sul (16%) e Sudeste (11%). O estado de
Mato Grosso se destaca como o principal produtor, respondendo por cerca de 37% da producao
nacional na média das safras de 2021 a 2023 (USDA, 2024b).

Nos ultimos anos, avancos no melhoramento genético e na biotecnologia permitiram o
desenvolvimento de hibridos mais produtivos e tolerantes a estresses bidticos e abioticos.
Entretanto, mesmo diante desses progressos, o cultivo do milho ainda enfrenta sérios desafios,
principalmente relacionados ao ataque de pragas. Entre elas, destaca-se a lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda), considerada uma das principais responsaveis por perdas significativas

de produtividade (Geisler et al., 2024).

4.2. Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda é considerada a principal praga do milho no Brasil e em diversos
paises tropicais. Trata-se de um inseto de grande importancia agricola devido a sua elevada
capacidade de dispersao, ampla gama de hospedeiros e alto potencial reprodutivo, fatores que
favorecem infestacdes rapidas e severas nas areas de cultivo (Nascimento et al., 2022; Sousa et

al., 2024).
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A espécie ¢ altamente polifaga, sendo registrada em 353 plantas distribuidas em 76
familias botanicas (Montezano et al., 2018). Entre seus principais hospedeiros encontram-se
culturas de destaque econdmico, como milho, soja, arroz, algodao e sorgo (Montezano et al.,
2018). As larvas atacam, sobretudo, o cartucho das plantas, causando desfolha acentuada e
reducdo da area fotossintética, o que pode levar a perdas superiores a 30% da produtividade em
condicdes severas de infestacao (Peng et al., 2024).

O ciclo de vida da praga ¢ influenciado por fatores ambientais, especialmente pela
temperatura. O estagio larval dura em média 15 dias, podendo variar conforme as condi¢des
climaticas, enquanto o desenvolvimento até a fase adulta ocorre em aproximadamente 30 dias,
o que evidencia seu rapido potencial reprodutivo (Sosa-Gémez et al., 2020). Além disso, em
situacdes de temperaturas mais elevadas, proximas a 34 °C, esse ciclo tende a ser ainda mais
curto, aumentando a taxa populacional. Em anos de estiagem, a ocorréncia pode ultrapassar dez
geracgdes por safra, com niveis de infestacdo significativamente mais altos (Abreu et al., 2014).

A lagarta-do-cartucho ¢ um inseto holometabolo, passando pelas fases de ovo, larva,
pupa e adultos. As larvas recém-eclodidas alimentam-se raspando a superficie das folhas,
migrando posteriormente para o cartucho, onde permanecem até o sexto instar. Apds esse
estagio, deslocam-se para o solo, onde se transformam em pupas e, posteriormente, emergem
como mariposas (Malo; Hore, 2020). A fase larval pode variar entre 12 e 30 dias, apresentando
seis instares. Nos estdgios iniciais, as lagartas possuem coloracdo esbranquigada, passando a
verde com cabega preta proporcionalmente maior que o corpo. No sexto instar, podem atingir
cerca de 35 mm, exibindo coloracao entre castanho claro e marrom-avermelhado, além de uma
marca caracteristica em forma de “Y” invertido na regido da fronte (Cruz, 1995).

O manejo dessa praga representa um grande desafio, principalmente devido ao
surgimento de populagdes resistentes a proteinas Bt e a inseticidas sintéticos, o que reforga a

necessidade da adogdo de estratégias de manejo integrado de pragas (Geisler et al., 2024).

4.3. Controle de Spodoptera frugiperda

O manejo da S. frugiperda pode ser realizado por diferentes métodos, incluindo o

controle quimico, biotecnoldgico, bioldgico e o manejo integrado de pragas (MIP).



14

O controle quimico, embora apresente eficiéncia em curto prazo, esta associado a
selecdo de populagdes resistentes e a impactos ambientais (Sousa et al., 2024). Nesse cenario,
a utilizagdo de hibridos de milho transgénico contendo proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) tem sido amplamente adotada, proporcionando protecdo adicional contra a
praga. Contudo, falhas de controle em alguns eventos transgénicos tém sido relatadas,
reforcando a necessidade de estratégias complementares (Geisler et al., 2024).

Em um curto intervalo de apenas trés anos ap0s a sua liberacao comercial no Brasil, a
lagarta-do-cartucho ja havia desenvolvido resisténcia a maioria dos hibridos de milho Bt
(Fatoretto et al., 2017).

O controle biolégico desponta como alternativa sustentavel, destacando-se o uso de
virus entomopatogénicos, como o Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus
(SfIMNPV), que apresenta elevada eficiéncia inclusive em populagdes resistentes (Geisler et al.,
2024). De forma semelhante, pesquisas recentes t€ém demonstrado o potencial de fungos
entomopatogénicos, como M. rileyi ¢ B. bassiana, no controle da praga, com resultados

promissores (Gotti et al., 2023; Maddelena et al., 2024).

4.4. Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos representam importantes agentes de controle bioldgico,
atuando por contato direto com o hospedeiro, penetrando na cuticula e colonizando seus tecidos
internos. Entre as espécies mais estudadas destacam-se M. rileyi, M. anisopliae ¢ B. bassiana,
que vém sendo amplamente avaliadas como alternativas sustentaveis para o manejo da lagarta-
do-cartucho (Faria et al., 2022; Gotti et al., 2023).

Esses microrganismos podem ser produzidos in vitro em meios sé6lidos ou liquidos,
resultando em diferentes estruturas, como conidios, blastosporos e micélio (Wang et al,2017).

Os conidios apresentam papel central na dissemina¢do no ambiente e na infec¢do de
novos hospedeiros, enquanto os blastosporos sdo formados principalmente durante a
proliferacdo do fungo na hemolinfa dos insetos. Além disso, os blastosporos diferem dos

conidios por serem hidrofilicos, germinarem mais rapidamente (2 a 8 horas, contra 12 a 24
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horas dos conidios) e, em muitos casos, apresentarem maior viruléncia em hospedeiros
suscetiveis (De Paula et al., 2021).

Estudos laboratoriais demonstram a eficacia desses agentes no manejo de S. frugiperda.
O 1solado CG381 de M. rileyi apresentou mortalidade superior a 95% das larvas apds oito dias
da inoculacdo. Em condic¢des de casa de vegetacdo, a aplicacdo direta no cartucho do milho
resultou em mortalidades entre 88% e 96%. J4 em campo, pulverizagdes convencionais
apresentaram baixa eficiéncia (27% a 31%), enquanto aplicagdes direcionadas no cartucho, seja
com formulagdes a base de M. rileyi ou em associagdo ao virus STIMNPV, proporcionaram taxas
de mortalidade proximas a 59% (Faria et al., 2022).

No caso de Metarhizium, tanto blastosporos quanto conidios participam da infecgao,
mas estudos demonstram que os conidios sdo mais virulentos contra lagartas de S. frugiperda
(Gotti et al., 2023). Além disso, isolados de B. bassiana e M. anisopliae demonstraram efeito
ovicida, reduzindo significativamente a viabilidade dos ovos da praga e ampliando o potencial
de controle em diferentes fases do ciclo biologico do inseto (Maddelena et al., 2024).

Dentre as espécies de maior relevancia, B. bassiana ocorre naturalmente no solo e pode
infectar mais de 700 espécies de artrépodes, incluindo lagartas, percevejos, pulgdes, moscas,
besouros, cigarrinhas e acaros. Um sinal caracteristico da infec¢do € o crescimento micelial
branco a acinzentado sobre o corpo do hospedeiro, que confere aspecto de mofo (Silva, 2023;
VALLIN, 2022). Ja M. anisopliae, também de ocorréncia natural, ¢ considerado um dos fungos
mais eficazes no controle de insetos-praga, com capacidade de levar os hospedeiros a morte em
poucos dias e, adicionalmente, de promover o crescimento vegetal (MAPA, 2021; Vallin,
2022).

Apesar de seu potencial, a aplicagdo pratica desses microrganismos enfrenta desafios
relacionados a fatores ambientais, como radiacdo solar, umidade e compatibilidade com outros
métodos de manejo. Ainda assim, os avancos em formulagdes comerciais e estratégias de
aplicacdo tém consolidado os fungos entomopatogénicos como alternativas promissoras no
manejo integrado de pragas, com destaque para M. rileyi como biopesticida de grande potencial

contra S. frugiperda (Faria et al., 2022).
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Entomologia da Universidade Federal
de Uberlandia, Campus Monte Carmelo. Os insetos utilizados foram obtidos de uma criagdo
massal de Spodoptera frugiperda estabelecida no laboratorio. Os fungos entomopatogénicos

utilizados nos ensaios foram oriundos da cole¢ao de microrganismos do préprio laboratorio.

5.1. Criacao de Spodoptera frugiperda

Para a criacdo das lagartas, foram utilizados potes plasticos com volume de 100 mL,
apresentando 7 cm de diametro na parte superior, 4,5 cm na base € 5 cm de altura. Em cada
recipiente foram adicionados aproximadamente 2 cm?® de dieta artificial, onde permaneceram
oito insetos (Figura 1). Para evitar excesso de umidade no interior dos potes, a tampa foi
perfurada com pequenos orificios, possibilitando a circulagao de ar.

A dieta artificial solida foi preparada conforme a formulacao descrita por (Nalin et al.
1991), composta por: 165 g de feijdo carioquinha, 79,50 g de germe de trigo, 50,50 g de levedo
de cerveja, 3,15 g de nipagin, 5,10 g de 4cido ascorbico, 1,65 g de acido sorbico, 12,50 mL de
formol a 10%, 25,50 g de 4gar e 1195 mL de agua.

Adicionalmente, foi utilizado um inibidor de crescimento fingico, composto por 41,8
mL de 4cido propidnico, 4,2 mL de acido fosférico e 54 mL de agua destilada, sendo
adicionados 3 mL dessa solucdo a dieta durante o preparo.

Ap0s o preparo, a mistura foi vertida em potes plasticos e colocada em camara de fluxo

laminar até atingir a consisténcia solida.
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Figura 1- Lagartas de Spodoptera frugiperda mantidas em potes plasticos contendo dieta
artificial durante a fase de desenvolvimento larval.
Fonte - Autor (2025).

Durante todo o desenvolvimento larval, desde o primeiro instar até a fase de pupa, as
lagartas receberam essa dieta. Ao atingirem a pupagdo, os insetos foram transferidos com
auxilio de pingas para placas de Petri forradas com papel filtro e, posteriormente, para gaiolas
confeccionadas em tubo de PVC (Figura 2), medindo 20 cm de altura e 15 cm de didmetro
interno.

Apds a emergéncia dos primeiros adultos, foi fornecida uma dieta liquida constituida
por 50 g de agucar, e 250ml de 4agua. O interior das gaiolas foi revestido com papel sulfite,
servindo de substrato para a oviposigao.

Antes da eclosdo, as folhas de papel contendo os ovos foram recortadas e fixadas na
tampa dos potes com dieta. Assim que as larvas emergiram, iniciaram a alimentagdo e o
desenvolvimento, dando continuidade ao ciclo biolégico. Para o manejo das lagartas, foram

utilizados pincéis de cerdas finas.
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Figura 2 - Adultos de Spodoptera frugiperda mantidos em gaiolas confeccionadas em tubo de
PVC, utilizadas para acasalamento e oviposi¢ao em condigdes de laboratdrio.
Fonte — Leonardo Pereira Aradjo (2025).

5.2. Multiplicacio e manutenc¢io dos fungos entomopatogénicos

Os fungos utilizados no presente trabalho foram obtidos no Banco de Entomopatdgenos
do Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), provenientes de
diferentes hospedeiros e localidades, compreendendo isolados dos géneros Beauveria bassiana,
Metarhizium sp e C. fumosorosea (Figura 3) O isolamento dos microrganismos foi realizado
em camara de fluxo laminar, garantindo condigdes assépticas e prevenindo possiveis

contaminagdes externas nas placas de meio de cultura.



19

Figura 3 — Crescimento e esporulagdo de isolados de fungos entomopatogénicos dos géneros

Beauveria bassiana (A), Cordyceps fumosorosea (B) e Metarhizium sp. (C) em meio batata-
dextrose-agar (BDA).
Fonte — Autor (2025).

A partir das amostras pertencentes a colecdo do LABEN, realizou-se a repicagem dos
isolados selecionados por meio da técnica de repicagem de fragmentos de coldnia, utilizando-
se alca de inoculacdo estéril para a retirada de pequenos fragmentos do meio de cultura contendo
esporos viaveis, visando a sua multiplicacao.

As placas foram acondicionadas em cdmara climatizada do tipo B.O.D., sob temperatura
de 25 £ 1 °C, por aproximadamente quinze dias, até a completa esporulagdo, sendo entdo
utilizadas na condu¢ao dos experimentos.

A quantifica¢do dos conidios foi realizada utilizando-se a camara de Neubauer (Figura
4) acoplada a microscopio Optico. Para tal, a suspensdo fungica foi obtida pela lavagem da
superficie das colonias com auxilio de uma pisseta contendo agua destilada estéril acrescida de
Tween 20 a 0,1%, promovendo o desprendimento dos conidios do meio de cultura. A suspensao
resultante foi coletada e homogeneizada, sendo posteriormente depositada na canaleta da
camara, previamente coberta com laminula, até o completo preenchimento.

Posteriormente, efetuou-se a contagem dos campos, calculando-se a média dos valores

obtidos. Os resultados foram multiplicados pelo fator de corre¢ao correspondente ao volume
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analisado, possibilitando a determinacdo do nimero de esporos viaveis e, consequentemente,

da concentragdo final do isolado empregado

Figura 4 — Camara de Neubauer utilizada para a quantificacio de conidios de fungos
entomopatogénicos em microscopio Optico.
Fonte — Autor (2025).

5.3 Adequacio da concentracio e producio de indculo

Com os isolados selecionados no teste de viruléncia, foi realizado um bioensaio para
determinar a concentracao letal (CLso) e a produgdo de indculo. O bioensaio teve como objetivo
avaliar a resposta dose-dependente e estimar a CLso quando possivel. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), nas mesmas condigdes utilizadas
no bioensaio anterior. O bioensaio anterior consistiu no teste de viruléncia, no qual foram
avaliados diferentes isolados de fungos entomopatogénicos sobre pupas de Spodoptera
frugiperda, com o objetivo de selecionar os isolados mais promissores para o bioensaio de

concentracao letal (CLso).

As suspensoes de conidios foram preparadas em agua destilada esterilizada acrescida de

Tween 20 a 0,1%, utilizado como agente dispersante para promover melhor homogeneizacao e
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evitar a aglomeracdo dos conidios. A partir dessa suspensdo inicial foram realizadas dilui¢des

seriadas para obtencdo das concentracdes desejadas.

Os fungos foram testados em quatro concentragdes: 1 x 105, 1 x 105, 1 x 107 e 1 x 10®

conidios mL™'. Como tratamento controle, utilizou-se 4gua destilada esterilizada acrescida de

Tween 20 (0,1%).

Foram utilizadas placas de Petri com 9 cm de diametro, forradas com papel filtro, nas
quais foram dispostas oito pupas por placa. Cada tratamento foi composto por oito repeticoes,

totalizando oito placas com oito pupas cada (Figura 6).

A aplicacdo das suspensdes fungicas foi realizada por meio da Torre de Potter (Figura
5), utilizando-se o volume de 2,5 mL por placa, sob pressdo de trabalho de 10 psi, resultando

em uma taxa de deposicao de 1,55 mg cm™.

Ap6s a aplicagdo, as placas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D., sob

temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes foram realizadas ao longo de dez dias, registrando-se a mortalidade das
pupas, possibilitando a determinacdo da CLso para os isolados selecionados. Apods a
confirmag¢do da mortalidade, os cadaveres foram transferidos para cAmara imida ou armadilha

de White, conforme a caracteristica da sintomatologia apresentada.

Apo6s 10 dias, os valores de mortalidade foram submetidos a anélise de Probit, bem

como a analise de variancia e ao teste de comparagao entre médias Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 5 — Aplicagdo das suspensdes fungicas sobre pupas de Spodoptera frugiperda por meio
da Torre de Potter.
Fonte — Autor (2025).

Figura 6 — Pupas de Spodoptera frugiperda dispostas em placas de Petri contendo papel
filtro apds a aplicacdo das suspensdes flngicas.

Fonte — Autor (2025).



Tabela 1. Concentra¢des das suspensdes fungicas (conidios mL™1).
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Isolados Fungicos

Concentragao de conidios (mL™)

Beauveria bassiana BV3
Beauveria bassiana BV3
Beauveria bassiana BV3
Beauveria bassiana BV3
Metarhizium sp. V.MO1
Metarhizium sp. V.MO1
Metarhizium sp. V.MO1
Metarhizium sp. V.MO1

Cordyceps fumosorosea F:24(2016)
Cordyceps fumosorosea F:24(2016)
Cordyceps fumosorosea F:24(2016)
Cordyceps fumosorosea F:24(2016)

1,0 x 10°¢ conidios/mL"!
1,0 x 107 conidios/mL"!
1,0 x 10® conidios/mL"!
1,0 x 10° conidios/mL"!
1,0 x 10° conidios/mL"!
1,0 x 10°¢ conidios/mL"!
1,0 x 107 conidios/mL"!
1,0 x 10® conidios/mL"!
1,0 x 10 conidios/mL"!
1,0 x 10°¢ conidios/mL"!
1,0 x 107 conidios/mL"!

1,0 x 10® conidios/mL"!

5.4 Analise estatistica

Para cada fungo entomopatogénico, a andlise de mortalidade foi conduzida utilizando

0os Modelos Lineares Generalizados (GLM), assumindo uma distribuicdo binomial para a

variavel resposta, e funcdo de ligacdo probit. A significancia do efeito da concentracdo foi

verificada por meio da Analise de Deviance (Tipo II), e, se significativo, modelos de regressao

foram ajustados as mortalidades estimadas. As analises foram realizadas no programa

estatistico R (R CORE TEAM, 2026), ao nivel de significancia de 5%.

6. Resultados e Discussao

A andlise inicial realizada de forma conjunta entre as cepas ndo apresentou ajuste

estatistico satisfatorio. Esse resultado esta relacionado as diferencas nas concentracoes



24

avaliadas entre os isolados, uma vez que, para Metarhizium sp. e Cordyceps fumosorosea, nao
foi possivel atingir concentragdes mais elevadas devido a limitacdo na produgdo e concentracao
de conidios. Dessa forma, optou-se por conduzir as analises separadamente para cada isolado,
a fim de garantir melhor ajuste dos modelos estatisticos € maior precisdo na interpretagdo dos
resultados.

Para a cepa de B. bassiana, observou-se tendéncia de aumento da mortalidade a medida
que a concentracao foi elevada (Figura 7). A mortalidade foi praticamente nula no tratamento
controle e atingiu aproximadamente 40% na maior concentragdo testada, evidenciando
comportamento dependente da dose dentro do intervalo experimental avaliado. Apesar desse
aumento progressivo, o nivel correspondente a CLso ndo foi alcangado nas concentragdes

testadas, indicando que seriam necessarias doses superiores para estimativa mais robusta desse

parametro.
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Figura 7- Mortalidade (%) em fun¢do do log da concentragdo para a cepa de Beauveria

bassiana.

Na cepa de Metarhizium sp., verificou-se baixo percentual de mortalidade em todas as
concentragdes avaliadas (Figura 8), variando aproximadamente entre 10% e 25%. A
mortalidade ja foi registrada na menor dose testada e ndo apresentou aumento consistente com

a elevagdo das concentracdes, indicando auséncia de resposta dose-dependente dentro do
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intervalo experimental. Nas condi¢cdes avaliadas, o aumento da dose ndo proporcionou

incremento no controle.
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Figura 8 - Mortalidade (%) em func¢do do log da concentracdo para a cepa de Metarhizium sp.

De forma semelhante, a cepa de C. fumosorosea apresentou baixos niveis de
mortalidade (Figura 9), variando aproximadamente entre 12% e 20%. O aumento das
concentragdes nao resultou em incremento expressivo da mortalidade, sugerindo estabilizagao

da resposta biolodgica dentro da faixa de doses testadas.
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Figura 9 - Mortalidade (%) em fun¢do do log da concentragdo para a cepa de Cordyceps

fumosorosea.

A infeccdo por B. bassiana na maior concentragdo foi confirmada visualmente por meio
da observacdo de intenso crescimento micelial sobre as pupas tratadas (Figura 10),
evidenciando colonizagdo externa do tegumento apds a morte dos insetos. Esse achado reforga

que a mortalidade observada est4 associada a agdo do fungo entomopatogénico.

e, o : ok . e ¥
Figura 10 - Colonizagdo de pupas tratadas com a maior concentragdo de Beau

S
veria bassiana,

evidenciando crescimento micelial externo.

Fonte — Autor (2025).
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A suscetibilidade de S. frugiperda aos fungos entomopatogénicos varia de acordo com
o estagio de desenvolvimento e com a concentracdo de conidios aplicada. De maneira geral,
observa-se que o estagio pupal apresenta menor sensibilidade a infec¢do quando comparado as
fases larvais, especialmente aos primeiros instares (Montecalvo e Navasero, 2021).

No que se refere as pupas, os resultados disponiveis na literatura indicam que o impacto
dos fungos tende a ser mais limitado. Foi verificado que tanto Beauveria bassiana quanto M.
anisopliae promoveram baixa mortalidade em pré-pupas e ndo causaram alteracdes
significativas nas caracteristicas pupais, como comprimento, largura ¢ peso (Montecalvo e
Navasero, 2021). Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas na emergéncia de
adultos provenientes de pupas tratadas, embora tenham sido registradas anormalidades como
deformacdes e redu¢ao do tamanho das asas (Montecalvo e Navasero, 2021). Esses achados
sugerem que, embora ocorra infec¢do, o estdgio pupal apresenta maior tolerdncia a agcdo dos
fungos.

A dependéncia da concentragdo nesse estagio também foi observada em estudos que
avaliaram M. anisopliae, nos quais ovos, larvas, pupas e adultos apresentaram mortalidade
proporcional ao aumento da dose aplicada (Perumal et al., 2024). Mesmo na maior concentragao
testada (1,5 x 10° conidios mL™"), a mortalidade pupal foi de 76% apds nove dias de avaliagio
(Perumal et al., 2024). Esse resultado evidencia que concentracdes mais elevadas sao
necessarias para alcangar niveis expressivos de controle em pupas, reforcando a menor
suscetibilidade desse estagio.

Em contraste, as lagartas demonstram maior sensibilidade a infeccdo fingica. A
mortalidade larval variou de 23,64% a 97,42% para B. bassiana e de 23,13% a 61,33% para M.
anisopliae, aos 10 dias apds o tratamento (Montecalvo e Navasero, 2021). Além disso, os
valores de CL50 foram menores para B. bassiana quando comparados a M. anisopliae,
indicando maior viruléncia do primeiro isolado nas condigdes avaliadas (Montecalvo e
Navasero, 2021). Esses dados evidenciam uma relagdo clara entre aumento da concentragdo e
aumento da mortalidade nas fases larvais.

Também foi observado que a viruléncia de B. bassiana aumenta com o incremento da
concentragdo de conidios, com reducdo dos valores de CL50 ao longo do tempo de infeccao
(Gao et al., 2022). Além disso, a suscetibilidade tende a diminuir conforme o avango do instar

larval, indicando que lagartas mais jovens sdo mais vulneraveis a infeccao fungica (Gao et al.,
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2022). Esse comportamento refor¢a a importincia do momento de aplicacdo dentro das
estratégias de manejo.

Resultados semelhantes foram descritos para diferentes isolados de B. bassiana, nos
quais a aplicagdo de 1 x 10® conidios/mL promoveu elevadas taxas de mortalidade em ovos e
estagios iniciais, com mortalidade cumulativa variando de 71,3% a 93,3% aos 14 dias apo6s o
tratamento (Idrees et al., 2022). Da mesma forma, foi confirmada a ocorréncia de efeito
dependente da dose em lagartas de segundo instar, com mortalidade de até 67,8% e valores de
CL50 na ordem de 107 esporos mL™! (Ramanujam et al., 2020).

De maneira geral, os dados indicam que a concentragdo exerce papel determinante na
eficacia dos fungos entomopatogénicos. Entretanto, a resposta varia conforme o estagio de
desenvolvimento do inseto. Enquanto as pupas exigem concentragdes mais elevadas para
obtencdo de mortalidade significativa (Perumal et al., 2024; Montecalvo e Navasero, 2021), as
lagartas especialmente nos primeiros instares apresentam maior sensibilidade e resposta dose-
dependente mais evidente (Gao et al., 2022; Montecalvo e Navasero, 2021).

Assim, os estudos analisados sugerem que o estagio pupal representa uma fase de menor
suscetibilidade a infec¢do fingica, o que pode limitar a eficiéncia do controle quando a
aplicagdo ocorre tardiamente. Em contrapartida, as fases larvais configuram o momento mais
estratégico para intervencao, considerando a maior sensibilidade observada e a relacdo direta

entre concentracao ¢ mortalidade descrita na literatura.

7. CONCLUSAO

A andlise conjunta das cepas ndo apresentou ajuste estatistico satisfatorio, sendo
necessaria a condugdo das analises de forma separada para cada isolado, garantindo maior
precisdo na interpretagdo dos resultados. Entre os fungos avaliados, a cepa de Beauveria
bassiana foi a que apresentou resposta bioldgica mais consistente, com aumento progressivo
da mortalidade a medida que a concentragao foi elevada.

A mortalidade foi praticamente nula no controle e atingiu aproximadamente 40% na
maior concentracdo testada, evidenciando comportamento dependente da dose dentro do

intervalo experimental avaliado. No entanto, o nivel correspondente a CLso ndo foi alcangado,



29

indicando que concentracdes superiores seriam necessarias para estimativas mais robustas
desse parametro.

Para Metarhizium sp., os percentuais de mortalidade permaneceram baixos em todas as
concentragdes avaliadas, variando aproximadamente entre 10% e 25%, sem incremento
consistente com o aumento da dose. Esse padrdo indica auséncia de resposta dose-dependente
nas condi¢des testadas, sugerindo limitagdo do isolado quanto a eficacia sobre pupas dentro da
faixa de concentracao utilizada.

De forma semelhante, C. fumosorosea apresentou baixos niveis de mortalidade,
variando entre aproximadamente 12% e 20%, sem aumento expressivo com a elevacdo das
concentragdes. A resposta bioldgica mostrou-se estabilizada, indicando que o aumento da dose,
dentro do intervalo experimental, ndo resultou em incremento no controle.

A confirmagao visual da infec¢ao por B. bassiana, por meio do intenso crescimento
micelial sobre as pupas tratadas na maior concentragdo, reforca que a mortalidade observada
esta associada a ag¢do do fungo entomopatogénico, evidenciando colonizagdo do tegumento
ap6s a morte dos insetos.

De maneira geral, os resultados demonstram que, entre os isolados avaliados, B.
bassiana apresentou maior potencial de controle sobre pupas, com comportamento dependente
da concentragdo, ainda que ndo tenha atingido niveis letais suficientes para estimativa de CLso.
Ja os isolados de Metarhizium sp. e C. fumosorosea mostraram baixa eficicia nas condi¢des
experimentais adotadas. Esses achados indicam a necessidade de estudos adicionais com
concentracdes mais elevadas, bem como a avaliacdo em diferentes fases do inseto, visando

ampliar a compreensdo do potencial desses agentes no contexto do controle bioldgico.
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