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RESUMO

O presente trabalho investigou a similaridade morfofisiolégica de oito diferentes tipos de fungos isolados de
lagartas do cartucho coletadas em cultivo sustentdvel de milho, no municipio de Juti, MS. Os fungos foram
analisados quanto a producdo de esporos e caracteristicas morfofisioldgicas em compara¢do com um indculo
(Metarhizium anisopliae) utilizado no controle biologico. As estruturas reprodutivas foram observadas por meio
da técnica de microcultivo em microscopia. Os resultados indicaram variagdes estatisticamente significativas na
producdo de esporos entre os isolados, com destaque para os fungos L12 e L21 que foram agrupados ao indculo,
e os isolados L31 e Verde que apresentaram contagem estatisticamente diferente entre si e superior ao indculo. A
analise macroscopica revelou comportamentos semelhantes entre L21, Verde e o in6culo, apés serem submetidos
a técnica de microcultivo verificou-se que as estruturas reprodutivas do isolado Verde foram semelhantes as
descritas para o fungo indculo. Assim conclui-se que dentre os isolados avaliados, o exemplar que apresentou
caracteristicas morfofisiologicas ao indculo foi o isolado Verde.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um importante fornecedor global de alimentos, devido a sua diversidade
geografica que facilita o cultivo de muitas culturas agricolas (ARTUZO et al. 2019). Segundo
a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as previsdes sdo promissoras para a
produgdo brasileira de grios na safra 2022/2023, que deverd atingir um recorde de 317,6
milhdes de toneladas, representando um aumento de 16,5% em relacdo a safra anterior
(CONAB, 2023).

Por outro lado, essas produgdes estdo constantemente ameacadas pela presenga de
pragas agricolas, cuja infestagdo pode resultar em significativas perdas, atingindo até 40% da
produgdo anual. Esses eventos adversos ndo apenas comprometem a quantidade de colheita,

mas também provocam um encarecimento dos produtos no mercado interno (CEPEA, 2019).
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No Brasil, uma das principais pragas agricolas ¢ a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda), que representa uma ameaca constante as culturas, incluindo o milho (Zea mays) e
outras importantes (MEDEIROS, 2010).

Na agricultura e na gestao de pragas sao aplicadas diversas estratégias para manter o
equilibrio nos ecossistemas e proteger as culturas. Entre essas estratégias, destacam-se o
controle bioldgico, o uso de defensivos agricolas, todos contemplados no Manejo Integrado
de Pragas (MIP). Cada uma dessas abordagens desempenha um papel fundamental na
protecao das plantacdes e na reducao dos danos causados por pragas e doengas (RIBAS;
MATSUMURA, 2009).

E, neste sentido, o controle bioldgico destaca-se como estratégia sustentavel,
reduzindo a dependéncia de agrotoxicos, equilibrando populagdes de pragas e seus inimigos
naturais. Isso ndo apenas minimiza o risco de contamina¢do ambiental, como também elimina
residuos toxicos, oferecendo uma opg¢ao segura para os agricultores e contribuindo para uma
agricultura mais amiga do meio ambiente (EMBRAPA, 2011).

Os estudos de Filho e Rodrigues (2015) enfatizam a importancia do controle
biologico, um mecanismo natural essencial na regulagdo de populagdes de seres vivos por
meio de inimigos naturais. Essa abordagem, promovida tanto pelo ser humano quanto de
forma espontinea, busca preservar o equilibrio ambiental, a biodiversidade e ¢ reconhecida
como sustentavel na prote¢ao das culturas agricolas.

A eficacia do controle bioldgico, especialmente para pequenos produtores, €
respaldada por casos de sucesso no combate a pragas especificas, sendo a utilizacdo de
esporos fungicos, conforme indicado por Borges (2011), uma estratégia relevante. Esses
esporos promovem um aumento no ambiente de microrganismos, multiplicando naturalmente
os entomopatogenos e contribuindo para um controle eficiente e duradouro na gestao
integrada de pragas.

Desta maneira, o presente trabalho objetivou verificar se isolados fingicos da lagarta
do cartucho (Spodoptera frugiperda) mortas por controle biologico em um cultivo de milho

(Zea mays) sustentavel, apresentam, similaridade morfofisiologica ao indculo (M. anisopliae).

ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

Previamente, oito diferentes linhagens de fungos foram isolados de quatro

lagartas-do-cartucho (S. frugiperda), coletadas na cultura organica do milho (Z. mays) no



municipio de Juti — MS, e cedidas para o desenvolvimento desta pesquisa pelo laboratorio
particular Cavalca. Os isolados foram denominados com a letra inicial de lagarta (L) e a
numera¢do de acordo com a lagarta que foi extraido o fungo, identificadas assim como os
extraidos da lagarta 1: L11 e L12; da lagarta 2: L21; lagarta 3: L31; lagarta 4: L41 e L42; nas
quatro lagartas pode-se obter um fungo em comum, denominados pela sua coloragdo: Rosa e
Verde. Os isolados foram fornecidos em meio BDA (Batata Dextrose Agar). Além desses
isolados, como referéncia, foi utilizado o inéculo de Metarhizium anisopliae, o qual foi
utilizado no cultivo de onde as pragas foram coletadas.

O processo de ativagdo dos fungos consistiu no plaqueamento dos isolados em meio
BDA (Batata Dextrose Agar), onde cada variedade de fungo foi replicada em dez placas de
Petri em 3 pontos com distancia de Scm. As placas foram entdo incubadas em uma estufa
(Binder), mantidas a uma temperatura de 27°C por um periodo de sete dias, com o intuito de
promover o crescimento dos fungos. Em casos de crescimento menos expressivo, até trés
fragmentos de fungo foram aplicados em uma tnica nova placa, enquanto em situagdes com
maior crescimento, apenas um quadrado foi utilizado.

Apo6s o periodo de incubagdo, foram selecionadas duas placas de cada isolado, com
trés pontos de inoculagdo, para fins de quantificagdo. Para isso, os fungos foram coletados da
superficie do meio presentes nas placas e transferidos para um tubo de fundo chato e
denominado de “PURO” com 10 ml de 4dgua destilada, previamente autoclavada com Tween
80, e agitada no vortex para homogeneizacao. Essa etapa foi importante para garantir a
completa dissolucao do fungo no liquido, facilitando a andlise subsequente.

Uma vez que se obteve a solu¢do homogénea "PURQ", retirou-se 1 ml da solucdo e
adicionada a um tubo de fundo chato contendo 9 ml de Tween 80 denominado 102, em
seguida, homogeneizada a solucdo no agitador vortex e, posteriormente, realizada uma
dilui¢do seriada nos tubos 107, 10™.

A analise dos conidios e a observagao de suas formas foi realizada em uma camara de
Neubauer usando 1 ml da diluicdo desejada, buscando obter contagem entre 100 a 200
conidios por quadrante. Foram realizadas contagens referentes a 16 quadrantes, e a média
destes foi multiplicada pelo fator de corre¢do 10 e pela diluicdo utilizada para gerar a
concentragdo (UFC/mL).

Para o procedimento de microcultivo, foram esterilizadas por autoclavagem seis
placas de Petri, cada uma contendo uma lamina, uma laminula, papel filtro e dois palitos de

dente. A lamina foi posicionada sobre os dois palitos, e colocado um bloco de



aproximadamente 1 cm? de meio BDA. Utilizando uma agulha de inoculagdo previamente
esterilizada por flambagem, foram coletados espécimes fungicos da superficie do meio e
inseridos nas quatro laterias do bloco de BDA. Foi adicionada uma laminula sobre o meio
BDA e o papel de filtro, no fundo da placa foi embebida em agua destilada estéril, e
incubadas a 27°C por 7 dias. Subsequentemente, foram realizadas observacdes das estruturas
reprodutivas por meio de micriscopia sendo este processo realizado em duplicata.
Posteriormente os dados foram tabulados e analisados estatisticamente quanto a
variancia (teste F — Ordinaryone-way ANOVA) e os valores de UFC/mL comparados com o
in6culo utilizado no controle biologico da area pelo teste de Tukey, ambos a 5% de
significancia, utilizando o programa Graph Pad Prism®, versdo 4.00 para Windows (Graph

Pad Software, San Diego, USA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos isolados de S. frugiperda e o isolado M. anisopliae tiveram suas
producdes de esporos quantificadas, e suas concentragdes encontram-se dispostas na Figura 1,

juntamente com a estatistica de comparacdo das médias entre as produgdes.

Figura 1 — Contagem da producdao de esporos dos fungos isolados de S.
frugiperda e indculo M. anisopliae. Letras iguais significam similaridade
estatistica assim como, letras diferentes significam diferenca estatistica para o
teste de anova duas vias, post hoc teste Tukey (p<0,05).
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Os isolados L12 e L.21 apresentaram produgdo de esporos com igualdade estatistica ao

inéculo, enquanto os demais isolados foram estatisticamente diferentes. Usando como
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referéncia o limite de produgdo de conidios do indculo (linha vermelha figura 1), verificou-se
que os isolados L11, L41, L42 e Rosa pertencem ao mesmo grupo, € possuem produgdo
inferior e estatisticamente diferente da referéncia (indculo).

Ja os isolados L31 e Verde, apesar de apresentarem-se agrupados isoladamente (c e d),
ambos apresentaram producdo superior ao indculo e sdo estatisticamente diferentes entre si e
da referéncia (Figura 1).

A producdo de esporos ¢ uma técnica comumente utilizada para a padronizag¢do de
concentragdes em diversas pesquisas, como Marques et al (2004) que utilizou a quantificagao
para testar a germinacdo de conidios de trés fungos (Beauveria bassiana, M. anisopliae,
Paecilomyces farinosus) sobre interagdo com o 6leo de nim (Azadirachta indica). A técnica
de producao de esporos foi essencial para demonstrar que, apesar das variagdes na contagem
da esporulagdo, a germinagdo dos conidios permaneceu inalterada, indicando o potencial de
utilizagdo conjunta de esporos dos fungos avaliados com o 6leo de nim no controle biologico
de insetos, sem prejudicar a eficacia do tratamento.

J& Melo e colaboradores (2007) utilizaram a quantificagdo para verificar o
desenvolvimento dos fungos (M. anisopliae 959 e B. bassiana 986) sobre a cuticula da pulga
(Ctenocephalides felis felis) ambos na concentragdo 10® UFC/ml. Assim como Thomazoni et
al. (2013) aplicou a técnica para avaliar a viabilidade ao inocular 100 pL de uma suspensdo
de conidios (1 x 10° UFC/mL) quanto a mortalidade da lagarta S. frugiperda.

Dentro deste contexto a presente pesquisa pode usar a contagem da producdo de
conidios como ferramenta inicialmente exploratéria para comparar e, estatisticamente,
ranquear os isolados que apresentam ou ndo, similaridade com a referéncia. Assim, os
isolados L.12, L.21, L31 e Verde se apresentaram quanto a esta variavel como candidatos mais
promissores a analogia ao indculo.

A andlise macroscopica do comportamento das estruturas vegetativas e reprodutivas
do crescimento em placa, de todos os isolados, foram confrontadas macroscopicamente com o
indculo (M. anisopliae). Dentre os isolados, apenas o L21 e o Verde apresentaram estruturas
vegetativas com crescimento branco seguido de micélio reprodutivo com esporulacao verde,
comportamento micelial este, similar ao in6culo (Figura 2). Vale salientar ainda que, estes
dois isolados foram aqueles que, na avaliagdo de producdo de esporos, apresentaram
contagem estatisticamente diferentes e superior ao inoculo (Figura 1).

As estruturas vegetativas e reprodutivas também foram utilizadas por Salomao et al.

(2008), como técnica para agrupar e/ou excluir, e posteriormente identificar fungos



filamentosos termorresistentes isolados durante o processamento de néctar de maca. Para o
autor, a analise macroscopica revelou caracteristicas capazes de distinguir cepas como
Neosartorya fischeri, Byssochlamys fulva e Eupenicillium sp. A aplicagdo da mesma técnica
no presente estudo, também permitiu verificar caracteristicas macroscopicas do micélio
vegetativo e reprodutivo, similares entre L21, verde e indculo, o qual também se diferem de

L12 (Figura 2).

Figura 2 — Anélise macroscopica em placa dos isolados, que apresentaram contagem de
esporos estatisticamente igual ou superior ao indculo (M. anisopliae).

Inéculo L12 L21 Verde

A analise macroscopica em placa auxilia na classificacdo dos fungos em resposta a sua
fisiologia, estudos mostram que mesmas espécies adicionadas em meios de cultura
nutricionalmente diferentes, altera-se a fisiologia flingica e consequentemente seu
comportamento macroscopico em placa. Dentro deste contexto, Saldanha e colaboradores
(2021) cultivaram B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae em meios de cultura
alternativos, e a observagdo macroscopica revelou caracteristicas distintas nas colonias, como
cor e textura, alterando o crescimento vegetativo e esporulagdo.

Com objetivo diferente de Saldanha e colaboradores (2021), no presente estudo
buscou-se padronizar as varidveis: fonte nutricional, temperatura, tempo de crescimento e
umidade, pois tal padronizacdo facilita a diferenciacdo morfologica dentre os isolados de S.
frugiperda e facilitando a busca por similaridade para com o indculo M. anisopliae.

Com base nos resultados encontrados na produ¢do de esporos e na analise
macroscopica dos isolados em placa, os fungos L21, verde e o indculo foram submetidos a
técnica de microcultivo a fim de visualizar suas estruturas de reproducdo, demonstradas na
figura 3.

O M. anisopliae apresenta estruturas reprodutivas compostas por conididforos e

conidios, sendo que os conidioforos especializados e hialinos, ramificam-se para formar
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fialides, onde ocorre a mitose, gerando a producdo de conidios esverdeados, inseridos
basipetalmente. Estudos citologicos revelam variagdes nos conidios, incluindo formas

cilindricas, globosas, ovéides, elipticas, triangulares, alantoides e hialodidimas (LEAQ, 2011).

Figura 3 — Microscopia do micélio reprodutivo dos isolados L21, verde e
in6culo (M. anisopliae) em aumento de 400X (A,, B, e C,) e aumento ndo
determinado (A,, B,e C,).

Indculo L21 Verde

O mesmo autor afirma ainda que, o ciclo bioldgico do M. anisopliae inicia-se com a
germinagdo dos conidios, dando origem a tubos germinativos ¢ formando um micélio com
hifas delgadas e em determinadas regides do micélio, surgem os conidioforos, responsaveis
pela geragdo de conidios. A coloragdo dos conidios evolui de branca para esverdeada com o
amadurecimento da colonia.

Tais caracteristicas podem ser visualizadas na figura 2 (L21 e verde) e na imagem do
microcultivo do inoculo (figura A e Al), o qual se assemelha as estruturas de reproducao do
isolado verde (Figura C e C1). Ledo (2011) salienta ainda que o conidiéforo e os conidios sdao
estruturas reprodutivas complexas e essenciais para compreender a biologia e o potencial de

disseminagdo, caracteristico do M. anisopliae.



Nos estudos de Jones (2017), onde se avaliou onze isolados do fungo M. anisopliae,
para o controle bioldgico do carrapato bovino (Rhipicephalus microplus), a técnica de
microcultivo foi empregada para avaliar a morfologia, também o potencial de conidiogénese e
sua relagdo com a viruléncia por similaridade com o isolado M. anisopliae utilizado na
cultura, também por técnicas macro e microscopicas.

Na pesquisa de Silva (2019), para identificar amostras fungicas do solo apds
isolamento, a analise macroscopica seguida da microscopica (microcultivo) fui utilizada a fim
de promover agrupamentos por similaridade e posteriormente a identificacdo taxondmica
molecular. O isolado nativo identificado como LCM S04 (M. anisopliae), teve sua
persisténcia ambiental monitorada em condi¢des de semi-campo.

O trabalho de Silva (2019) corrobora com a sequéncia experimental desenvolvida na
presente pesquisa, que apos a aplicacdo das técnicas de producdao de esporos, andlise
macroscopica em placa e microscopia do microcultivo, pode ranquear e inferir um dos oito
isolados com similaridade morfofisiolégica ao indculo. Trabalhos futuros com aplicacdo da
técnica de analise percentual de mortalidade e identificacdo genética das espécies isoladas

podem fornecer dados importantes e conclusivos para a continuidade da pesquisa.

CONCLUSAO

Dentre os exemplares fungicos isolados da lagarta-do-cartucho (S. frugiperda) apenas

o isolado Verde apresentou similaridade morfofisioldgica com o inoculo (M. anisopliae).
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ANEXO A - TERMO DE COMPROMISSO DO ALUNO ORIENTADO DO
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO.
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ANEXO B: SOLICITACAO DE COMPOSICAO DE BANCA DE DEFESA DE TCC.
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ANEXO C - ACOMPANHAMENTO DAS ORIENTACOES DE TCC.







ANEXO D - DECLARACAO DE REVISAO ORTOGRAFICA E GRAMATICA
DO TCC.




ANEXO E - DECLARACAO DE INEXISTENCIA DE PLAGIO.
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INTRODUGAO

O Brasil é um importante fornecedor global de alimentos, devido a sua diversidade geografica que facilita o cultivo de muitas
culturas agricolas (ARTUZO et al. 2019). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, as proje¢des sdo promissoras para
a produgdo brasileira de graos na safra 2022/2023, onde a mesma devera atingir um recorde de 317,6 milhdes de toneladas,
representando um aumento de 16,5% em relagdo a safra anterior (CONAB, 2023).
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Por outro lado, essas produgdes estdo constantemente ameacadas pela presenga de praticas agricolas agricolas, cuja
infestacdo pode resultar em perdas significativas, atingindo até 40% da producdo anual. Esses eventos adversos nao apenas
comprometem a quantidade de colheita, mas também provocam um encarecimento de produtos no mercado interno (CEPEA,
2019).

No Brasil, uma das principais previsdes agricolas é a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), representa uma ameaca

biolégico destaca-se como estratégia sustentavel, reduzindo a dependéncia de agrotoxicos, equilibrando as leis e os seus
inimigos naturais. Isso ndo apenas minimiza o risco de contaminagdo ambiental, mas também elimina residuos toxicos,
oferecendo uma opgdo segura para os agricultores e contribuindo para uma agricultura mais amiga do meio ambiente
(EMBRAPA, 2011).

Na agricultura e na gestdo de diretrizes, sdo diversas estratégias aplicadas para manter o equilibrio nos ecossistemas e
proteger as culturas. Entre essas estratégias, destacam-se o controle bioldgico, o uso de defensivos agricolas e o Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Cada uma dessas abordagens desempenha um papel fundamental na protegdo das plantacoes e na
reducéo dos danos causados por sentengas e doencas (RIBAS; MATSUMURA, 2009).

Os estudos de Filho e Rodrigues (2015) enfatizam a importancia do controle biolégico, um mecanismo natural essencial na
regulacdo da populagdo dos seres vivos por meio de inimigos naturais. Essa abordagem, promove a vida tanto pelo ser

humano quanto de forma espontanea, buscando a preservacao do equilibrio ambiental, da biodiversidade e é reconhecida
como sustentavel na protecao das culturas agricolas.

A eficacia do controle biolégico, especialmente para pequenos produtores, é respaldada por casos de sucesso no combate as
leis especificas, sendo a utilizagdo de esporos flingicos, conforme indicado por Borges (2011), uma estratégia relevante. Esses

esporos promovem um aumento no ambiente de microrganismos, multiplicando naturalmente os entomopatégenos e
contribuindo para um controle eficiente e duradouro na gestdo integrada de protegdo.

Desta maneira,_o presente trabalho objetivou verificar se exemplares de Spodoptera frugiperda, coletadas de um cultivo
sustentavel de milho apresentam, dentre os fungos isolados, algum exemplar com similaridade morfoldgica e de producao de
conidios com o isolado utilizado na cultura como controle biolégico.

ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

Previamente, oito diferentes tipos de fungos foram isolados de trés lagartas-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), coletadas
na cultura organica do milho no municipio de Juti — MS, e cedidas para o desenvolvimento desta pesquisa.
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Os isolados foram plaqueados em meio BDA (Batata Dextrose Agar), onde cada variedade de fungo foi replicada em um total
de dez placas de Petri. O processo de ativagdo dos indculos consistiu na aplicagao de um quadrado de agar contendo o fungo
em cada placa. Em casos de crescimento menos expressivo, até trés fragmentos de fungo foram aplicados em uma tnica nova
placa, enquanto em situagdes com maior crescimento, apenas um quadrado foi utilizado. As placas foram entdo incubadas em
uma estufa (binder), mantidas a uma temperatura de 27°C por um periodo de sete dias, com o intuito de promover o
crescimento dos fungos.

Apos o periodo de incubacdo, foram selecionadas duas placas de cada tipo de fungo para fins de quantificacdo. Para isso,
foram raspados os fungos presentes nas placas e o transferimos para um tubo de fundo chato denominado de “10-1", onde
adicionamos 10 ml de 4gua destilada previamente autoclavada com Tween 80 e agitada no vortex para homogeneizagao. Essa
etapa foi importante para garantir a completa dissolucao do fungo no liquido, facilitando a analise subsequente.

Uma vez que obtivemos a solu¢do homogénea "10-1", retiramos 1 ml da solucao e o adicionamos a um tubo de fundo chato
contendo 9 ml de Tween 80 denominado 10-2, em seguida, homogeneizado a solugdo no agitador vortex e, posteriormente,
retiramos 1 ml da solugdo da diluicdo 10-2 e o transferimos para a diluicdo 10-3 onde contém 9 ml de Tween 80.
Posteriormente, homogeneizado no agitador vortex e retirado 1 ml da diluicdo 10-3 e transferido para o tubo de diluicdo 10-4
que contém 9 ml de Tween 80.

A anélise dos conidios e a observacdao de suas formas foi realizada, iniciando a partir da diluic¢do 10-3 utilizando um
microscépio e um contador, examinamos a amostra em uma camara de Neubauer onde foi usado 1 ml da diluicao desejada,
buscando obter contagem entre 100 a 200 conidios por quadrante. Foram realizadas contagens referentes a 16 quadrantes, e
a média destes foi multiplicada pelo fator de correcdo 10 e pela diluicdo utilizada para gerar o nimero de conidios por mL.
Esse processo permitiu uma avaliagdo detalhada das caracteristicas dos conidios de cada tipo de fungo isolado das lagartas.
Em seguida, de acordo com a morfologia em placa e com os dados de similaridade na contagem e forma dos conidios, com o
indculo utilizado no controle biolégico na lavoura, os fungos foram submetidos a analise da estrutura de reprodugao
utilizando a técnica de microcultivo.

Para o procedimento de microcultivo, foram esterilizadas por autoclavagem seis placas de Petri, cada uma contendo uma
lamina, uma laminula, papel de filtro e dois palitos de dente. A lamina foi posicionada sobre os dois palitos, sobre a qual foi
colocado um bloco de aproximadamente 1 cm? de meio BDA. Utilizando uma agulha de inoculagio previamente esterilizada

por flambagem, foram coletados espécimes flngicos da superficie e inseridos nos quatro cantos do bloco de BDA.
Posteriormente, foi adicionada uma laminula sobre o meio BDA e o papel de filtro, no fundo da placa foi embebida em agua
destilada.
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Os fungos observados compreendiam o VERDE, o INOCULO e o L21. Este processo foi conduzido em duplicata. As placas
contendo os cultivos flngicos foram entdo mantidas em uma estufa Binder a uma temperatura controlada de 25°C por um
periodo de 5 dias. Subsequentemente, foram realizadas observacdes das estruturas reprodutivas por meio de um microscépio.
Posteriormente os dados foram tabulados e analisados estatisticamente quanto a variancia (teste F — Ordinaryone-way
ANOVA) e os valores de UFC/mL comparados com o indculo utilizado no controle bioldgico da érea pelo teste de Dunnett's,
ambos a 5% de significancia, utilizando o programa Graph Pad Prism®, versao 4.00 para Windows (Graph Pad Software, San
Diego, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos isolados de S. frugiperda e o isolado M. anisopliae tiveram suas produgdes esporos quantificadas, e suas
concentragdes encontram-se dispostas na Figura 1, juntamente com a estatistica de comparacdo das médias entre as
producgdes.

Os isolados L12 e L21 apresentaram produgdo de esporos com igualdade estatistica ao indculo, enquanto os demais isolados
apresentaram diferenca estatistica. Usando como referéncia o limite de producao de conidios do indculo verificou-se que os
isolados L11, L41, L42 e Rosa pertencem ao mesmo grupo, e possuem producdo inferior e estatisticamente diferente da
referéncia (indculo). Ja os isolados L31 e Verde apesar de apresentarem-se agrupados isoladamente (c e d) ambos
apresentaram producao superior ao indculo e sdo estatisticamente diferentes entre si e da referéncia (Figura 1).

A producédo de esporos é uma técnica comumente utilizada para a padronizacdo de concentracdes em diversas pesquisas,
como Marques et al (2004) que utilizou a quantificacdo para testar a germinacdo de conidios de trés fungos (Beauveria
bassiana, M. anisopliae, Paecilomyces farinosus) sobre interagdo com o 6leo de nim (Azadirachta indica). A técnica de
produgéo de esporos foi essencial para demonstrar que, apesar das variagdes na contagem da esporulagdo, a germinagao dos
conidios permaneceu inalterada, indicando o potencial de utilizacdo conjunta de esporos dos fungos avaliados com o 6leo de
nim no controle biolégico de insetos, sem prejudicar a eficacia do tratamento.

Ja Melo e colaboradores (2007) utilizaram a quantificacao para verificar o desenvolvimento dos fungos (M. anisopliae 959 e B.
bassiana 986) sobre a cuticula da pulga (Ctenocephalides felis felis) ambos na concentragdo 108 conidios/ml. Assim como
Thomazoni et al. (2013) aplicou a técnica para avaliar a viabilidade ao inocular 100 pL de uma suspensdo de conidios (1 x 105
conidios/mL) quanto a mortalidade da lagarta S. frugiperda.

Dentro deste contexto a presente pesquisa pode usar a contagem da producdo de conidios como ferramenta inicialmente
exploratéria para comparar, e estatisticamente ranquear os isolados que apresentam ou nao, similaridade com a referéncia.
Assim os isolados L12, L21, L31 e Verde se apresentaram quanto a esta variavel, como candidatos mais promissores a atividade
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entomopatogénica analoga ao indculo.

A analise macroscopica do comportamento das estruturas vegetativas e reprodutivas do crescimento em placa, de todos os
isolados, foram confrontadas macroscépicamente com o inéculo (M. anisopliae). Dentre os isolados, apenas o L21 e o Verde
apresentaram estruturas vegetativas com crescimento branco seguido de micélio reprodutivo com esporulacdo verde,
comportamento micelial este, similar ao in6culo (Figura 2). Vale salientar ainda que, estes dois isolados foram aqueles que na
avaliacdo de producdo de esporos, apresentaram contagem estatisticamente diferentes e superior ao indculo (Figura 1).

As estruturas vegetativas e reprodutivas também foram utilizadas como técnica para agrupar e/ou excluir, e posteriormente
identificar fungos filamentosos termorresistentes isolados durante o processamento de néctar de maca por Salomao et al.
(2008).

Para o autor, a analise macroscépica revelou caracteristicas capazes de distinguir cepas como Neosartorya fischeri,
Byssochlamys fulva e Eupenicillium sp. A aplicacdo da mesma técnica no presente estudo, também permitiu verificar
caracteristicas macroscopicas do micélio vegetativo e reprodutivo, similares entre L21, verde e indculo, o qual também se
diferem de L12 (Figura 2).

A andlise macroscopica em placa além de auxiliar na classificagdo dos fungos em resposta a sua fisiologia, estudos mostram
que quando os mesmos exemplares s&o adicionados em meios de cultura diferentes, a alteragao fisioldgica do isolado passa a
ser percebida nas respostas macroscopicas que ele apresenta em placa. Dentro deste contexto, Saldanha e colaboradores
(2021) cultivaram B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae em meios de cultura alternativos, observacdo macroscopica
revelou caracteristicas distintas nas col6nias, como cor e textura, alterando o crescimento vegetativo e esporulagao,
fornecendo informagdes sobre o comportamento dos isolados.

Com objetivo diferente de Saldanha e colaboradores (2021), o presente estudo buscou-se padronizar as variaveis: fonte
nutricional, temperatura, tempo de crescimento e umidade, pois tal padronizacao facilita a diferenciacao morfolégica dentre
os isolados de S. frugiperda e busca a similaridade para com o inéculo M. anisopliae. Com base nos resultados encontrados na
producéo de esporos e na analise macroscépica dos isolados em placa, os fungos L21, verde e o indculo foram submetidos a
técnica de microcultivo a fim de visualizar suas estruturas de reprodugdo, demonstradas na figura 3.

O M. anisopliae apresenta estruturas reprodutivas compostas por conidiéforos e conidios, sendo que os conidiéforos
especializados e hialinos, ramificam-se para formar fidlides, onde ocorre a mitose, gerando a producdo de conidios
esverdeados, inseridos basipetalmente. Estudos citologicos revelam variagdes nos conidios, incluindo formas cilindricas,
globosas, ovoides, elipticas, triangulares, alantoides e hialodidimas (LEAO, 2011).

O mesmo autor afirma ainda que o ciclo biolégico do M. anisopliae inicia-se com a germinagao dos conidios, dando origem a

file://C:Users/PC/D iacao_da_viabilidade_entre_fungos_¢ html



23/11/2023, 14:44 avaliagéo da 4o entre fungos

tubos germinativos e formando um micélio com hifas delgadas e em determinadas regides do micélio, surgem os
conidiéforos, responsaveis pela geragao de conidios. A coloragdo dos conidios evolui de branca para esverdeada com o
amadurecimento da colénia.

Tais caracteristicas podem ser visualizadas na figura 2 (L21 e verde) e também na imagem do microcultivo do inéculo (figura A
e A1) o qual se assemelha as estruturas de reproducdo do isolado verde (Figura C e C1). Ledo (2011) salienta ainda que o
conidiéforo e os conidios sdo estruturas reprodutivas complexas e essenciais para compreender a biologia e o potencial de
disseminacao, caracteristico do M. anisopliae.

bovino (Rhipicephalus microplus), a técnica de microcultivo foi empregada para avaliar a morfologia e também o potencial de
conidiogénese e sua relagdo com a viruléncia.

Assim como na pesquisa de Silva (2019), que para identificar amostras flingicas do solo, apds isolamento utilizou uma analise
macroscopica seguida da microscépica (microcultivo) a fim de promover agrupamentos por similaridade e posteriormente a
identificagdo taxonémica molecular. O isolado nativo identificado como LCM S04 (M. anisopliae), teve sua persisténcia
ambiental monitorada em condi¢des de semi-campo. O trabalho de Silva (2019) corrobora com a sequéncia experimental
desenvolvida na presente pesquisa, que buscou pelo isolamento dos fungos presentes em lagartas do cartucho de uma
cultura de milho sustentavel e identificagéo.

por similaridade com o isolado M. anisopliae utilizado na cultura, também por técnicas macro e microscopicas.
CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

Em sintese, o trabalho foi desenvolvido para avaliar, a similaridade morfoldgica entre os fungos isolados da lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugiperda) e o indculo M. anisopliae, em que seu objetivo foi alcangado de maneira esclarecedora. Os
resultados destacaram semelhangas visuais notaveis nas estruturas reprodutivas, tanto na analise macroscépica em placas de
cultura quanto na observagao microscépica por meio da técnica de microcultivo. A analise quantitativa dos conidios reforcou a
equivaléncia morfoldgica, fornecendo uma compreensao detalhada das caracteristicas dessas estruturas.
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