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RESUMO

Este estudo investigou as interagdes entre fungos entomopatogénicos e saprofiticos isolados da lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda), uma praga significativa na cultura do milho. O objetivo foi avaliar a capacidade de
inibicdo mutua desses fungos em condicdes controladas. Para tanto, utilizou-se o in6culo de Metharhizium
anisopliae e oito isolados provenientes da lagarta-do-cartucho. Foram conduzidos testes de antagonismo em placas
de Petri, em cultura pareada. Os resultados revelaram variacdes significativas na capacidade de inibicdo entre os
fungos testados e diferentes interagdes antagbnicas. A andlise das interagcbes competitivas entre os fungos revelou
uma diversidade significativa nos tipos de antagonismos observados, sendo que o antagonismo do tipo CAL,
crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo antagonista apds o deadlock inicial com contato micelial, foi
0 mais prevalente, indicando estratégias de inibicdo entre os fungos analisados. Destacam-se o indculo de M.
anisopliae e o isolado Verde como as maiores porcentagens de inibicdo, tornando o isolado Verde um potencial
promissor para a aplicacdo desses isolados como agentes de controle biolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Controle Biolégico; Cultura Pareada; Entomopatogénicos.

INTRODUCAO

A agricultura é um dos setores da economia com significativa participacdo no mercado,
antes caracterizada por cultivos Unicos, passando por uma transformacdo significativa,
expandindo-se para uma ampla diversificacdo de producdes atualmente (RONCON, 2011).

O milho (Zea mays), encontra-se entre 0s principais cereais cultivados em todo 0 mundo,
presente na alimentacdo humana, animal e na industria (PINHEIRO, et al., 2021). O cultivo do
cereal é uma atividade em que os pequenos e médios agricultores predominam assim, com a
crescente demanda e com o consumidor mais exigente, varias empresas do setor desenvolveram
diversas cultivares com mais nimeros de graos, maiores espigas e maior tolerancia as pragas e
doengas, para consequentemente, aumentar a producdo (FILHO, 2002).

Ainda assim, as plantas de milho podem ser atacadas por pragas desde a germinacdo das
sementes e emergéncia das plantas até a fase de maturacio fisioldgica dos grdos (AVILA,
2015). Segundo Filho e colaboradores (2016), algumas destas pragas afetam tanto a parte aérea
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quanto a parte subterrdnea das plantas, tornando seus danos mais dificeis de serem
identificados, além disso, algumas pragas podem transmitir doencas as plantas.

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), é uma praga de destaque na cultura do
milho, capaz de reduzir a producdo em até 34 a 52%. Seu ciclo de vida é de 30 dias em
laboratério e a uma Unica fémea pode depositar entre 1.500 a 2.000 ovos em toda sua vida,
demonstrando seu potencial danoso. As larvas apresentam cabeca preta e corpo claro ao eclodir
e escurecem apds 3 dias, podendo atingir um comprimento de 35 mm (VALICENTE, 2015).

Segundo Moreira e Aragdo (2009), inicialmente, as larvas raspam a superficie foliar,
deixando uma membrana translicida, a medida que crescem, elas se alojam no cartucho do
milho, onde consomem folhas novas e a parte apical do colmo, evidenciando seu ataque por
folhas recortadas e detritos no cartucho. Ademais, podem atacar as plantulas desde a fase inicial
da lavoura, resultando em murcha, tombamento e morte, o que pode reduzir significativamente
0 estande da cultura.

No Brasil, o ataque de pragas é mais severo por conta das condi¢des climéaticas de um
pais tropical, com temperaturas mais altas e ambiente mais imidos, onde o controle de pragas
pode ser feito de forma cultural, quimica ou bioldgica (BRASIL, 2020). Nesse contexto, o
controle quimico é o método mais utilizado para proteger as plantacdes de danos causados por
insetos, neste utiliza-se os inseticidas quimicos a fim de controlar, repelir e prevenir insetos que
prejudicam economicamente diversas plantas cultivadas. Como consequéncia, afeta
negativamente outros organismos que desempenham papéis importantes, como a reciclagem de
nutrientes do solo, a polinizacdo das culturas e a alimentacéo de espécies de pragas (OLIVEIRA
etal., 2023).

J& o controle bioldgico € a regulacdo de populacfes de organismos vivos através de
inimigos naturais com objetivo de controlar as pragas agricolas, podendo ser com insetos
benéficos, tais como predadores e parasitoides, ou microrganismos como fungos, virus e
bactérias, especificos para controlar as pragas-alvo (EMBRAPA, 2006).

Fungos entomopatogénicos sdo microrganismos que causam doencas aos insetos e
acaros-praga, levando-os a morte (PICANCO, 2010). Eles penetram na cuticula dos insetos, se
multiplicam e causam a morte por destruicdo dos tecidos. Esses fungos emergem do corpo dos
insetos mortos, liberando esporos para disseminacao, resultando em alta mortalidade de insetos.
Os insetos infectados param de se alimentar, movem-se lentamente e ficam presos em folhas
ou galhos antes de morrer. Apos a infec¢do, sua coloragdo pode mudar para creme, verde,

avermelhada ou marrom, devido ao crescimento do fungo (VALICENTE, 2009).



Entretanto, sabe-se que 0s microrganismos néo estdo isolados no meio ambiente, e sim
realizando diferentes tipos de interacfes ecoldgicas inter e intraespecificas. Assim, o estudo das
interacdes entre microrganismos desempenha um papel essencial na compreensao dos fatores
gue governam a coexisténcia entre espécies e sua atividade bioldgica. Essas interacdes sdo
classificadas com base em seus efeitos, podendo ser benéficos ou prejudiciais para as
populagdes envolvidas. Na competicdo microbiana, a aquisicdo de recursos nutricionais
destaca-se como um ponto critico, onde algumas populacdes microbianas podem obter
nutrientes essenciais ao secretar enzimas que induzem a lise e digestdo de células pertencentes
a outras populagdes, justificando suas atividades biologicas (CAVALCANTE, et al., 2017).

Desse modo, com o aumento significativo das infestacGes de pragas nas atividades
agricolas e a crescente demanda por métodos de controle que minimizem o impacto ambiental,
torna-se necessario conduzir pesquisas para entender como interacbes microbianas
desempenham um papel benéfico para a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

Nesse interim, o objetivo deste trabalho foi explorar as interacBes antagbnicas dos
fungos isolados da lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) de um cultivo de milho (Zea
mays) sustentavel, e comparar com o inéculo (Metharhizium anisopliae) utilizado no controle
bioldgico desta cultura, a fim de pbr similaridade de interagdo, buscar novos isolados e/ou

confirmar a eficiéncia do controle realizado.

ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

Foram utilizadas oito linhagens de fungos isolados de lagartas Spodoptera frugiperda,
coletadas de uma cultura de milho sustentavel, no municipio de Juti-MS e cedidas para o
desenvolvimento desta pesquisa pelo produtor. Tais isolados foram fornecidos em meio Batata
Dextrose Agar (BDA) e foram denominados com a letra inicial de lagarta (L) e a numeracéo de
acordo com a lagarta que foi extraido o fungo. Assim, identificadas como L11 e L12 os
extraidos da lagarta um; L21 da lagarta dois; L31 da lagarta trés; L41 e L42 da lagarta quarto.
Nas quatro lagartas pode-se obter dois fungos em comum, denominados pela sua coloracéo:
Rosa e Verde. Além desses isolados, como referéncia, foi utilizado o indculo de Metarhizium
anisopliae, o qual foi utilizado no cultivo de onde as pragas foram coletadas.

Cada linhagem de fungo foi ativada em placas de Petri, inoculadas em trés pontos com
distancias de 5 cm entre eles em meio BDA, acondicionadas em estufa Binder a temperatura de

27°C por sete dias.



As interagdes competitivas entre os fungos isolados foram avaliadas em experimentos
de cultura dupla em placas de Petri (9,5 cm de diametro), contendo BDA sendo que em cada
placa, dois discos miceliais de isolados diferentes foram inoculados na superficie do agar com
6 cm de distancia entre si,

Para o controle negativo, foi inoculado somente um disco do fungo em um polo da placa.
Imediatamente, ap06s a inoculacao, as placas foram seladas com pléstico filme e incubadas em
estufa Binder a 27°C por 7 dias, totalizando 108 placas de pareamentos. Os testes foram
realizados em triplicata.

As interagdes competitivas entre os organismos foram avaliadas com base na escala de
Badalyan e colaboradores (2002) e a area do crescimento fungico foi quantificado utilizando o
software ImageJ® 1.46r. Para calcular o indice de inibicéo, foi aplicado o calculo: Im%: 100-
(MT/MC) x100, onde Im%: indice de inibiciio em porcentagem do crescimento micelial, MT:
Média da area da triplicata aferida para o tratamento em cm2 e MC: Média da area da triplicata
do controle em cm2.

A média da porcentagem de inibicdo de cada isolado foi comparada com o inéculo
pelo teste de Tukey (5% de significancia) utilizando o programa Graph Pad Prism®, versio
4.00 para Windows (Graph Pad Software, San Diego, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de avaliar a capacidade de inibic&o entre os fungos isolados de S. frugiperda, apos
morte inferida pelo controle biol6gico de M. anisopliae em cultura de milho sustentavel, os
isolados fungicos, assim como o inéculo (M. anisopliae) foram submetidos ao teste de
antagonismo, e a porcentagem de inibicdo de cada interacdo encontra-se descrito na Tabela 1.
Verificou-se que todos os fungos testados apresentaram seu crescimento influenciado em algum
grau de porcentagem quando presente em contato com pelo menos dois de seus antagonicos.

Dentro da abordagem sustentavel de cultivo, o controle biologico de doengas em
plantas, consiste na reducdo da densidade de patdgenos e atividades determinantes da doenca,
destacando-se a importancia dos microrganismos antagonistas, que por definicdo refere-se a
agentes biologicos que tém capacidade de interferir de forma intra ou interespecificas
(MICHEREFF, 2001).

Microrganismos tém a capacidade de interagir uns com 0s outros, criando ambientes

desfavoraveis para o desenvolvimento de outros microrganismos por meio da produgédo de me-



Tabela 1 — Teste de antagonismo dos isolados de S. frugiperda e do inéculo M. anisopliae.

terlftggg: Medla(grcr)\!)nocmo terL;Qgg: Al s L) tertéggg: izalle o LAZ )
Inéculo 70,44 L21 49,88 L42 60,98
Fungo Crﬁ]sii'?“:?to Im Fungo C;rer;]sicclg;;r;t Im Fungo Crescimento Im
antagonista Inéeulo % antagonista L21 % antagonista micelial L42 %
L11 61,90 12,1 Inéculo 0,99 98,0 Inéculo 2,8 95,4
L12 69,93 0,7 L11 45,35 91 L11 60,98 0,0
L21 70,00 0,6 L12 49,88 0,0 L12 38,41 37,0
L31 47,50 32,6 L31 25,95 48,0 L21 10,13 83,4
L41 70,44 0,0 L41 46,83 6,1 L31 16,79 72,5
L42 68,09 3,3 L42 49,88 0,0 L41 46,72 23,4
Rosa 60,29 14,4 Rosa 41,69 16,4 Rosa 33,19 45,6
Verde 50,98 27,6 Verde 1,04 97,9 Verde 60,98 0,0
terliggg: Média do L11 (cm?) terliggg: Média do L31 (cm?) terligcgjg: Média do Rosa (cm?)
L11 29 L31 73,48 Rosa 40,62
Fung(_) C_resc_imento Im Fung(_) C;rfns?ég?g;t Im Fung(_) C_resc_;imento Im
antagonista micelial 1L11 % antagonista L31 % antagonista micelial Rosa %
In6culo 0,72 75,2 Inéculo 22,01 70,0 Inéculo 8,7 78,6
L12 2,10 27,6 L11 69,36 5,6 L11 40,62 0,0
L21 1,74 40,0 L12 52,92 28,0 L12 35,94 11,5
L31 0,39 86,6 L21 41,29 43,8 L21 15,72 61,3
L41 1,44 50,3 L41 62,61 14,8 L31 28,3 30,3
L42 1,37 52,8 L42 54,82 25,4 L41 38,58 50
Rosa 0,86 70,3 Rosa 42,54 42,1 L42 33,19 18,3
Verde 0,64 77,9 Verde 17,13 76,7 Verde 3,55 91,3
terL'thgg: Meédia do L12 (cm?) tei‘i;‘gg: Meédia do L41 (cm?) terlfcggg: Meédia do Verde (cm?)
L12 38,55 L41 37,79 Verde 61,57
Fung(_) Cr_esc_imento Im Fung(_) C;r?ns?ég?g;t Im Fung(_) Cr;si?éﬂil?to Im
antagonista micelial L12 % antagonista L41 % antagonista Verde %
In6culo 1,45 96,2 Inéculo 0,82 97,8 Inéculo 17,07 72,3
L11 37,99 1,5 L11 37,79 0,0 L11 61,57 0,0
L21 13,53 64,9 L12 29,15 22,9 L12 61,57 0,0
L31 19,2 50,2 L21 10,25 72,9 L21 61,57 0,0
L41 34,04 11,7 L31 6,19 83,6 L31 53,51 13,1
L42 27,49 28,7 L42 16,8 55,5 L41 61,57 0,0
Rosa 25,86 32,9 Rosa 30,97 18,0 L42 61,57 0,0
Verde 3,23 91,6 Verde 3,81 89,9 Rosa 61,57 0,0

Im%: porcentagem de inibicdo do fungo antagonista sobre o fungo testado; Crescimento micelial medido em cm?; indculo M.

anisopliae.



tabolitos toxicos, os quais possuem habilidade de inibir ou prejudicar o crescimento de outros
(GABARDOQO, et al. 2020). Para o mesmo autor, a geracdo de metabdlitos pode resultar na
quebra completa da estrutura celular do alvo, e esse efeito pode ocorrer sem a necessidade de
contato fisico direto entre os microrganismos.

A média da porcentagem de inibicdo dos dados da tabela 1 encontra-se ilustrada na
figura 1 assim, dentre os fungos avaliados, foi possivel agrupar estatisticamente ao indculo
(85,4% de inibicdo) o isolado Verde (69,1%), que apresentou maior média da capacidade
inibitdria frente aos demais fungos testados.

Certos fungos tém a capacidade de inibir o desenvolvimento de outros, estabelecendo
uma dindmica competitiva no ambiente, sendo por recursos como nutrientes e espaco
(NASSER, et al., 2003). Para otimizar a eficacia de microrganismos na agricultura, € vantajoso
realizar uma pré-selecdo das espécies a serem utilizadas, e a preferéncia recai sobre aquelas que
demonstram maior competitividade, apresentando habilidade satisfatoria em inibi-las (FELIX,
2019), assim infere-se que o isolado Verde possui maior probabilidade de ter obtido sucesso na
colonizacdo e desenvolvimento nas lagartas do cartucho, sendo, portanto, promissor as

pesquisas futuras.

Figura 1 — Média da porcentagem de inibic&o entre os fungos isolados de S. frugiperda
mais o in6culo 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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Fonte: A autora.
Ao analisar as interac0es que ocorreram no teste de antagonismo, constatou-se que todos
os isolados testados manifestaram a interacdo do tipo “CA1” com pelo menos um dos seus
antagonistas. Quando analisadas os tipos de interagcdes antagbnicas agrupadas estatisticamente,

foi verificado que o in6culo e o isolado Verde apresentaram todas (100%) das interagdes



antagonicas do tipo CA1 (crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo antagonista, apos
deadlock inicial com contato micelial), (Figura 2).

O antagonismo que maior apresenta relevancia ao nivel dos fungos é ocorre quando o
contato entre os micélios de duas espécies, resultando em alteracdes morfologicas nos fungos
interativos, que visam aumentar a resisténcia a penetracdo do micélio do fungo invasor ou
permitir o crescimento micelial sobre ou através da colénia fungica oponente. O micélio
formado pode ser de varias formas: denso, no qual age como uma “barreira” contra a invasao,
pode haver a criacdo de um micélio “invasivo” com varias frentes de crescimento; pode haver
a formagdo de um micélio com crescimento aéreo e ou ainda a criacdo de corddes miceliais
com estruturas rizomorficas (BAPTISTA, et al., 2011). Dentro deste contexto, pode-se inferir
que, a similaridade estatistica baseada na porcentagem de inibicdo descrita anteriormente, se
deva ao tipo de interacdo mais agressiva e eficiente em uma competicdo microbiana fangica

(CAL), o qual o isolado Verde se equivaleu ao indculo.

Figura 2 — Tipo de interagdo CA1 (crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo
antagonista ap6s deadlock inicial com contato micelial) apresentada entre Indculo /Verde e seus
oponentes.

Verde X L12 Verde X L42

Fonte: A autora.

Um segundo grupo (estatisticamente definido como ac) com maior potencial inibitorio
dentre as interacdes testadas, é formado pelo isolado L31 e L21, que apresentam porcentagens

de inibicdo de 52,1% e 45,9% respectivamente (Figura 1).



Além do isolado L31 e L21 apresentar a interacdo do tipo CA1, o fungo L21 também
apresentou a interacdo do Tipo B ("deadlock” a distancia) com 40% de inibicdo sobre o fungo
L11 (Tabela 1). Este tipo de inibicdo do crescimento do fungo adversario € comumente
associado a liberacdo de compostos volateis e/ou difusiveis, sendo que as reagdes observadas
nesse tipo de antagonismo variam amplamente, dependendo da combinacdo especifica de
espécies fungicas envolvidas. Nesse sentido, as respostas mais evidentes incluem a destruicdo
e vacuolizacgdo das hifas ou a substitui¢do delas pelo micélio da espécie invasora (BAPTISTA,
etal., 2011).

Apesar da interagéo do tipo B do fungo L21 representar apenas 12,5% da sua atividade
testada, tal interacdo se torna promissora pelo fato de liberar metabolitos que justificam tal
inibicdo, podendo estes serem isolados e suas atividades bioldgicas avaliadas.

O maior agrupamento estatistico € composto por 4 isolados fungicos que apresentaram
porcentagem de inibicdo entre 15% e 31%, sendo eles L12 (16,0%), L41 (13,9%), L42 (23,0%)
e Rosa (30,0%) (figura 1) e interagdes antagbnicas do Tipo A (“deadlock™ com contato
micelial). Na interacdo do tipo “A” os fungos apresentam contato micelial onde uma
competicdo se instala por espaco, assim, um deles impede o0 acesso ao espa¢o do outro e
consequentemente, aos nutrientes, inibindo assim o seu crescimento (WENZEL, et al., 2012).

Em consonéancia com Almeida e colaboradores (2013), analisando o antagonismo de
isolados provenientes da macréfita aquatica Eichhornia azurea (Sw.) Kunth frente ao
fitopatdgeno Alternaria alternata, verificou-se que os isolados AZ33, AZ26 e AZ13
demonstraram interacdo do tipo “A”, com indices de antagonismo de 57%, 49% e 38%,
respectivamente. Apesar dos indices encontrados pelo autor serem superiores ao encontrados
nesta pesquisa, a presenca deste tipo de interacdo, se mostra importante, afirmam os autores,
Vvisto que, esta interacdo competitiva por espaco visa selecionar possiveis microrganismos que
podem ser utilizados como promissores controladores bioldgicos, pois evidencia a eficiéncia na
conquista territorial dentro de uma associacao entre dois fungos.

O isolado L11 apresentou a menor porcentagem de inibicdo (3,5%) (Figura 1). Tal fato
se deve, possivelmente, porque este isolado ndo apresentou crescimento expressivo em
laboratério, do seu micélio vegetativo (Figura 3).

A andlise do antagonismo em condi¢fes de laboratério é uma abordagem empregada
para ajudar na selecdo em grande escala de agentes de biocontrole. Sob esse aspecto, Costa e

pesquisadores (2019), analisando a capacidade de Trichoderma spp. contra o fitopatdgeno



Colletotrichum gloesporioides, verificou-se que dentre 10 isolados de Trichoderma spp.
testados pelo antagonismo em placa, dois obtiveram indice de antagonismo significativo.

Os ensaios conduzidos in vitro oferecem uma direcéo Util na selecdo de isolados, no
entanto, nota-se que a presenca de efeitos inibitorios em condi¢cdes laboratoriais ndo garante,

necessariamente, a eficacia de antagonismo quando aplicado in vivo.

Figura 3 — Antagonismo entre 0s
fungos L11 — L12.

L11 X L12
Fonte: A autora.

A selecdo apropriada de espécies ou isolados antagonistas é uma fase essencial e
complexa, sendo a natureza do patégeno alvo um dos fatores preponderantes. Por conseguinte,
microrganismos podem exibir propriedades antagonicas excelentes em condi¢des controladas,
mas podem ndo manifestar a mesma eficacia no ambiente natural, especialmente, se nédo
colonizarem eficientemente os hospedeiros (MICHEREFF, 2001).

Neste contexto, verificou-se que as interacdes indicaram diferentes capacidades
antagobnicas, revelando a complexidade das interagcbes no ambiente microbiano. Em suma,
observou-se que o indculo de Metarhizium anisopliae e o isolado Verde se destacaram com as

maiores porcentagens de inibicéo.
CONCLUSAO

Os isolados fungicos apresentaram trés interagGes antagonicas entre si, sendo a interagdo
CAL, crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo antagonista, ap6s deadlock inicial
com contato micelial, presente em todas os testes do in6culo Metarhizium anisopliae frente aos

isolados fungicos testados. Dentre os fungos avaliados, o isolado Verde apresentou a mesma



atividade antag6nica que o inoculo, além de similaridade estatistica quanto a porcentagem de
inibicdo, possibilitando inferir que o isolado em questdo possui significativo potencial para

mitigar os danos causados por S. frugiperda na agricultura.
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ANEXO A - TERMO DE COMPROMISSO DO ALUNO ORIENTADO DO
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO.

Eu, Andressa Leticia Lorenzoni, Carteira de identidade nimero 12.399.554-6,
aluna regularmente matriculada no curso de graduagdo de Ciéncias Biologicas do Centro
Universitario da Fundagdo Assis Gurgacz — FAG, sob registro académico nimero
202010504 declaro estar ciente das regras definidas pelo colegiado do curso de Ciéncias
Bioldgicas para o processo de realizagio do trabalho de conclusdo de curso, cumprindo,
assim os créditos da disciplina: Trabalho de Conclusdo de Curso.

Declaro ainda que me comprometo @ cumprir rigorosamente os prazos definidos
para entrega das diversas ctapas do trabalho, bem como a estar em todos o0s encontros

previstos com o professor orientador.

Professor orientador: Thomas Kehrwald Fruet

Titulo provisorio:
Mortalidade ¢ viabilidade de fungos isolados de Spodoptera frugiperda de produgdo

orginica de milho no estado do Mato Grosso do Sul - MS

Cascavel, 02 de agosto de 2023.
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Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Torres, 500 - Loteamento Fag
Cep: 85806-095 Cascavel - Pr
Telefone: (45) 3321-3900  Fax: (45) 3321-3902
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ANEXO B: SOLICITACAO DE COMPOSICAO DE BANCA DE DEFESA DE
TCC

Eu, académico (a) Andressa Leticia Lorenzoni, jJuntamente com meu professor(a)
orientador(a) Thomas Kchrwald Fruet, docente do curso de Ciéncias Biologicas, viemos
por meio deste solicitar a composi¢do da banca de defesa publica do Trabalho de
Conclusio de curso intitulado ANTAGONISMO DE ISOLADOS FUNGICOS DA
LAGARTA DO CARTUCHO (Spodoptera frugiperda) DE CULTIVO SUSTENTAVEL

DE MILHO (Zea mays), com os professores citados abaixo:

Thomas Kehrwald Fruet Orientador
Kelen Cristiane Baratela Simm Titular
Joselaine Vigano Titular
Carlos Eduardo Alessio Suplente

Cascavel, 01 de novembro de 2023.
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THOMAS KEHRWALD FRUET ANDRESSA LETICIA LORENZONI
RG: 82992278/SSPPR RA: 202010504
CPF: 063.857.589-31 RG: 12.399.554-6

Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Tomes, 500 — Loteamento Fag
Cep: 85806-095 Cascavel - Pr
Telefone: (45) 3321-3900  Fax: (45) 3321-3902
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Académico: Andressa Leticia Lorenzoni
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Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Torres, 500 — Loteamento Fag
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Telefone: (45) 3321-3900
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ANEXO D - DECLARACAO DE REVISAO ORTOGRAFICA E
GRAMATICAL DO TCC

Eu, Vanusa de Souza, RG 6153339-7, CPF 014904259-00, c-mail
vanusa.souza@escola.pr.gov.br, telefone (45) 988156267, declaro para os devidos fins

que realizei a corregdo ortografica ¢ gramatical do artigo intitulado ANTAGONISMC X 7

DE ISOLADOS FUNGICOS DA LAGARTA DO CARTUCHO (Spodopt
frugiperda) DE CULTIVO SUSTENTAVEL DE MILHO (Zea mays), de auto
Andressa Leticia Lorenzoni, académico (a) regularmente matriculado no Curso de

Ciéncias Biologicas da Faculdade Assis Gurgacz.

Por ser verdade, firmo o presente documento.

Cascavel, 22 de novembro de 2023.

Nome e assinatura do académico

Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Torres, 500 - Loteamanto Fag
Cep: 85806-095 Cascavel - Pr
Talefone: (45) 3321-3900  Fax: (45) 3321-3902
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ANEXO E - DECLARACAO DE INEXISTENCIA DE PLAGIO

ANDRESSA LETICIA LORENZONI

AVAL ANTAGONISMO DE ISOLADOS FUNGICOS DA LAGARTA DO
CARTUCHO (Spodoptera frugiperda) DE CULTIVO SUSTENTAVEL DE
MILHO (Zea mays)

Eu Andressa Leticia Lorenzoni, aluno (a) da Graduagdo de Ciéncias Biologicas,
da Faculdade Assis Gurgacz, declaro, para os devidos fins, que 0 Trabalho de Conclusao
de Curso apresentado em anexo, requisito necessrio a obtengdo do grau de Licenciado
em Ciéncias Biologicas, encontra-se plenamente em conformidade com os critérios
téenicos, académicos e cientificos de originalidade. Declaro ainda que, com excegio das
citagdes diretas e indiretas claramente indicadas e referenciadas, este trabalho foi escrito
por mim e, portanto, ndo contém plagio, fato este que pode ser comprovado pelo relatorio
do DOCXWEB que se encontra junto a este documento. Eu estou consciente que a
utilizagio de material de terceiros incluindo uso de parafrase sem a devida indicagdo das
fontes sera considerado plagio, e estard sujeito @ processos administrativos da FAG -

Faculdade Assis Gurgacz ¢ sangoes legais.

Cascavel, 23 de novembro de 2023.
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THOMAS KEHRWALD FRUET ANDRESSA LETICIA LORENZONI
RG: 82992278/SSPPR RA: 202010504
CPF: 063.857.589-31 RG: 12.399.554-6

Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Torres, 500 - mm
Cep: 85806-095
Telefone: (45) 3321-3900  Fa
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ANTAGONISMO DE FUNGICOS ISOLADOS DA LAGARTA DO CARTUCHO (Spodoptera
frugiperda) DE CULTIVO SUSTENTAVEL DE MILHO (Zea mays),

LORENZONI, Andressa L. 1
FRUET, Thomas K.2

RESUMO

Este estudo investigou as interacdes entre fungos entomopatogénicos e saprofiticos
isolados da lagarta-do -cartucho (Spodoptera frugiperda), uma praga significativa na cultura
do milho. O objetivo foi avaliar a capacidade de inibicdo indireta desses fungos em
condigbes controladas. Utilizando o indéculo de Metharizium anisopliae e oito isolados
provenientes da lagarta-do-cartucho, foram prolongados testes de antagonismo em placas
de Petri, em cultura pareada. Os resultados revelaram variaces especificas na capacidade
de prevengao entre os resultados testados. Destacam-se o inoculo de M. anisopliae e o
isolado Verde como os mais eficazes, apresentando as maiores porcentagens de inibicao,

tornando-os um potencial promissor para a aplicacdo desses isolados como _agentes de
controle bioldgico. Uma analise das interagdes competitivas entre os fungos revelou uma
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diversidade significativa nos tipos de antagonismos observados. O antagonismo do tipo
CA1 (crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo antagonista apds o impasse inicial
com contato micelial) foi o mais prevalente, trazendo estratégias de prevencao entre os
fungos  aplicados. = PALAVRAS-CHAVE:  Controle  Biolégico, cultura  pareada,
entomopatogénicos. TITULO E_SUBTITULO DO ARTIGO EM LINGUA ESTRANGEIRA
ABSTRACT (RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA - INGLES) Elemento opcional. Versdo do
resumo na lingua do texto, para o idioma de divulgacdo internacional,_com as mesmas
caracteristicas do Resumo PALAVRAS -CHAVE (PALAVRAS-CHAVE EM LINGUA ESTRANGEIRA

- INGLES): Elemento opcional. versao das palavras-chave na lingua do texto para a mesma

lingua do resumo Se colocar o titulo em inglés deve colocar as palavras chaves também.
INTRODUCAO A agricultura é um dos setores da economia com participacdo significativa no
mercado,_evoluindo das monoculturas para as grandes diversificacgbes de producao
encontradas nos dias de hoje (RONCON, 2011).

O milho (Zea mays), encontra-se entre os principais cereais cultivados em todo o mundo,
presente na alimentacao humana, animal e na industria (PINHEIRO, et al., 2021). O cultivo do
cereal é uma atividade onde os pequenos e médios agricultores predominam assim, com a
crescente demanda e com o consumidor mais exigente, varias empresas do setor
desenvolveram diversas cultivares com mais nimeros de graos, maiores espigas e maior
tolerancia a extensivas e doencas, para consequentemente, aumentar a producao (FILHO,
2002).

sementes e emergéncia das plantas até a fase de maturacao fisiolégica dos graos (AVILA,
2015). Segundo Filho e colaboradores (2016), algumas destas sugestdes sao tanto a parte
aérea quanto a parte subterranea das plantas, tornando seus danos mais dificeis de serem
identificados, além disso, algumas podem transmitir doencas as plantas.
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A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), € uma praga de destaque na cultura do
milho, capaz de reduzir a producao em até 34 a 52%. Seu ciclo de vida é de 30 dias em
laboratério e uma Unica fémea pode depositar entre 1.500 a 2.000 ovos em toda sua vida,
demonstrando seus potenciais danos. As larvas apresentam cabeca preta e corpo claro ao
eclodir e escurecem apos 3 dias, podendo atingir um comprimento de 35 mm (VALICENTE,
2015).

Segundo Moreira e Aragao (2009), inicialmente, as larvas raspam a superficie foliar,
deixando uma membrana transltcida, a medida que cresce, elas se alojam no cartucho do

milho, onde consomem folhas novas e a parte apical do colmo, evidenciando seu ataque
por folhas recortadas e detritos no cartucho. Podem atacar as plantulas desde a fase inicial
do trabalho, resultando em murcha, tombamento e morte, o que pode reduzir
significativamente o estado da cultura.

No Brasil,_o ataque de regras é mais severo por conta das condicdes climaticas de um pais
tropical, com temperaturas mais altas e ambiente mais Umido, onde o controle de regras
pode ser feito de forma cultural, quimica ou bioldgica. O controle cultural faz pelo uso de
técnicas agricolas como alterar os tipos de culturas plantadas, preparar o solo preferencial e
eliminar os residuos das colheitas anteriores (SINDIVEG, 2020).

O controle quimico € o método mais utilizado para proteger as plantagdes de danos

causados por insetos, neste utiliza-se os inseticidas quimicos para controlar, repelir e
prevenir insetos que prejudicam economicamente diversas plantas cultivadas. Como
consequéncia, qualidades outros organismos que desempenham papéis importantes, como
a reciclagem de nutrientes do solo, a polinizagao das culturas e a alimentacao de espécies
de pragas (OLIVEIRA et al.,, 2023).

O controle biolégico é uma regulacao de populacdo de organismos vivos através de
inimigos naturais. Tem por objetivo controlar as pragas agricolas, podendo ser com insetos
benéficos, tais como predadores e parasitoides, ou microrganismos como fungos,_virus e
bactérias, especificos para controlar as pragas-alvo (EMBRAPA, 2006).

Fungos entomopatdnicos sdao microrganismos que causam doengas aos insetos e acaros-
praga levando-os a morte (PICANCO, 2010). Eles penetram na cuticula dos insetos, se
multiplicam e causam a morte por destruicao dos tecidos. Esses fungos emergem do corpo

dos insetos mortos, liberando esporos para disseminagao, resultando em alta mortalidade
de insetos. Os infectados param de se alimentar, movem-se lentamente e ficam presos em

folhas ou galhos antes de morrer. Apos a infeccao, sua coloracao pode mudar para creme,
verde, avermelhada ou marrom devido ao crescimento do fungo (VALICENTE, 2009).

Entretanto, sabe-se que os microrganismos ndo estdo isolados no meio ambiente, e sim
realizam diferentes tipos de interacdes ecoldgicas entre e intraespecificas. Assim, o estudo
das interacoes entre microrganismos desempenha um papel essencial na compreensao dos
fatores que governam a coexisténcia entre espécies e sua atividade bioldgica. Essas
interagdes sao baseadas em seus efeitos, podendo ser benéficas ou prejudiciais para as
situacoes envolvidas. Na competicao microbiana, a aquisicdo de recursos nutricionais
destaca-se como um ponto critico, onde algumas populagdes microbianas podem fornecer
nutrientes essenciais para secretar enzimas que induzem a lise e digestdo de células
pertencentes a outras nacdes, justificando suas atividades biologicas (CAVALCANTE, et al
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.2017).

Com o aumento das infestagdes de pragas nas atividades agricolas e a crescente demanda
por métodos de controle que minimizam o impacto ambiental, torna-se necessario conduzir
pesquisas para entender como os fungos interagem com outros fungos que desempenham
um papel negativo na significativa de matéria organica, contribuindo assim para a
sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

O _objetivo _desse trabalho foi isolar os fungos da lagarta do cartucho (Spodoptera
frugiperda)de um cultivo de milho organico, com o intuito de explorar a interacdo
antagdnica entre esses microrganismos em condi¢des controladas, a fim de selecionar
possiveis isolados promissores para o controle biolégico. Esses isolados foram comparados

com um inoculo puro (M. anisopliae) utilizado no controle biolégico, a fim de por
similaridade de interacao, buscar novos isolados e ou confirmar a eficiéncia do controle
realizado.

ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

Foram utilizadas 8 linhagens de fungos isolados de lagartas Spodoptera frugiperda,
coletadas de uma cultura de milho organico, no municipio de Juti — MS e cedidas para o
desenvolvimento desta pesquisa pelo produtor. Tais isolados foram fornecidos em meio
BDA (Batata Dextrose A gar), e identificados como L11, L12, L21, L31, L41, L42, Rosa e Verde.
Além desses isolados, como referéncia, foi utilizado o inéculo de Metarhizium anisopliae
puro, o qual foi utilizado no cultivo de onde as indiretamente foram coletadas.

Cada linhagem de fungo foi ativada em placas de Petri, inoculadas em 3 pontos com

distancias de 5 c¢cm entre eles em meio BDA, acondicionadas em estufa Fichario a
temperatura de 27° C por sete dias, proporcionando assim as condicdes ideais para o
crescimento do fungo .

As interacdes competitivas entre os fungos isolados foram avaliadas em experimentos de
cultura dupla em placas de Petri (9,5 cm de diametro), contendo 40 ml de BDA, sendo que
em cada placa, dois discos miceliais de isolados diferentes foram colocados na superficie do
agar com 6 cm de distancia entre eles. Os testes foram realizados em triplicata e para o
controle negativo, foi inoculado somente um disco do fungo em um polo da placa.
perfeitamente apos a inoculacao, as placas foram seladas com papel filme e incubadas em
estufa Binder a 25°C por 7 dias, totalizando 108 placas de pareamentos.

As interacbes competitivas entre os organismos foram avaliadas com base na escala de
Badalyan e colaboradores (2002), e a area de crescimento fungico foi quantificada utilizando
o software ImageJ® 1.46r. Para calcular o indice de prevencao, foi aplicado o calculo: Im%=
100-(MT/MC)x100, onde Im%= indice de inibicdo em porcentagem do crescimento micelial,
MT= Média da area da triplicata aferida para o tratamento em cm? , e MC= Média da area
da triplicata do controle em cm®

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A fim de avaliar a capacidade de prevencao entre os fungos isolados de S. frugiperdaapés
morte inferida pelo controle biolégico de M. anisopliae em cultura de milho sustentavel, os
isolados flangicos assim como o inoculo (M. anisopliae) foram submetidos ao teste de
antagonismo, e a percentagem de limitacao de cada interacdo encontra-se especificada na
Tabela 1. Verificou-se que todos os fungos testados tiveram seu crescimento influenciado
em algum grau de porcentagem quando apresentados em contato com pelo menos 2 de
seus antagonicos.

Dentro da abordagem sustentavel de cultivo, o controle biolégico de doencas em plantas,
consiste na reducao da densidade de patégenos e atividades determinantes da doenca,
destacando-se a_importancia dos microrganismos os antagonistas, que por definicdo se
refere a agentes biolégicos que tém capacidade de interferir nos processos internos dos
fitopatdogenos (MICHEREFF, 2001). Segundo Gabardo e pesquisadores (2020), os
microrganismos tém a capacidade de interagir uns com os outros, criando ambientes
desfavoraveis para o desenvolvimento de outros microrganismos por meio da producdo de
metabolitos toxicos, os quais possuem habilidade de inibir ou habilidades o crescimento de
outros.

Tabela 1 - Teste de antagonismo dos isolados de S. frugiperda e do in6culo M. anisopliae.
Fungo testado: Média do Indculo (cm2) Fungo testado: Média do L21 (cm2) Fungo testado:
Média do L42 (cm?2) Indculo

70,44 121 49,88 L42 60,98

Fungo antagonista Crescimento micelial Inéculo Im% Fungo antagonista Crescimento
micelial L21 Im% Fungo antagonista Crescimento micelial L42 Im%

L11 61,90 12,1 Inéculo 0,99 98,0 In6culo 2,8 95,4

L1269930,7L1145359,1L1160980,0

L2170,000,6 L1249880,0L12 3841 37,0

L3147,50 32,6 L31 25,95 48,0 L21 10,13 83,4

L41 70,44 0,0 L41 46,83 6,1 L3116,79725

L42 68,09 3,3 L42 49,88 0,0 L41 46,72 23,4

Rosa 60,29 14,4 Rosa 41,69 16,4 Rosa 33,19 45,6

Verde 50,98 27,6 Verde 1,04 97,9 Verde 60,98 0,0

Fungo testado: Média do L11 (cm2) Fungo testado: Média do L31 (cm2) Fungo testado:
Média do Rosa (cm2)

L11 2,9 L31 73,48 Rosa 40,62

Antagonista de fungo Crescimento micelial IL11 Im% Antagonista de fungo Crescimento
micelial L31 Im% Antagonista de fungo Crescimento micelial Rosa Im%

Indculo 0,72 75,2 Indculo 22,01 70,0 Indculo 8,7 78,6

L122,10 27,6 L11 69,36 56 L11 40,62 0,0

L21 1,74 40,0 L12 52,92 28,0 L12 35,94 11, 5
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L310,39 86,6 L21 41,29 43,8 .21 15,72 61,3

L41 1,44 50,3 L41 62,61 14,8 L31 28,3 30,3

L42 1,37 52,8 L42 54,82 25,4 L41 38,58 5,0

Rosa 0,86 70,3 Rosa 42,54 42,1 L42 33,19 18,3
Verde 0,64 77,9 Verde 17,13 76,7 Verde 3,55 91,3

Fungo testado: Média do L12 (cm2) Fungo testado: Média do L41 ( cm2) Fungo testado:
Média do Verde (cm2)

L12 38,55 L41 37,79 Verde 61,57

Fungo antagonista Crescimento micelial L12 Im% Fungo antagonista Crescimento micelial
L41 Im% Fungo antagonista Crescimento micelial Verde Im%

In6culo 1,45 96, 2 Indculo 0,82 97,8 Indculo 17,07 72,3
L1137991,5L1137,790,0L1161,570,0

L21 13,53 64,9 L12 29,15 22,9112 61,57 0,0

L31 19,2 50,2 L21 10,25 72,9 L21 61,57 0,0

L41 34,04 11,7 L31 6,19 83,6 L31 53,51 13,1

L42 27,49 28,7 L42 16,8 55,5 L41 61,57 0,0

Rosa 25,86 32,9 Rosa 30,97 18,0 L42 61,57 0,0

Verde 3,23 91,6 Verde 3,81 89,9 Rosa 61,57 0,0

Im%: porcentagem de inibicdo do fungo antagonista sobre o fungo testado; Crescimento
micelial medido em cm2; indculo M. anisopliae.

Para o mesmo autor, a geracao de metabolitos pode resultar na quebra completa da
estrutura celular do alvo, e esse efeito pode ocorrer sem a necessidade de contato fisico
direto entre os microrganismos.

Com o objetivo de verificar quais os fungos testados apresentaram maior capacidade de
inibir seus antagonistas, a média da porcentagem de protecao dos dados da tabela 1
encontra-se ilustrada na figura 1. Dentre os fungos avaliados, foi possivel agrupar
estatisticamente ao indculo (85, 4% de efeito inibitério) ou isolado Verde (69,1%), o qual foi
considerado maior média da capacidade inibitéria frente a muitos fungos testados.

Certos fungos tém a capacidade de inibir o desenvolvimento de outros, estabelecendo uma
dinamica competitiva no ambiente, sendo por recursos como nutrientes e espago (NASSER,
et al. 2003). Para melhorar o desempenho de microrganismos na agricultura, é vantajoso
uma pré-selecdo das espécies a serem utilizadas, e a preferéncia recai sobre aquelas que

demonstram maior eficacia, apresentando habilidade satisfatéria em inibi-las (FELIX, 2019),
assim inferimos que o isolado Verde possui maior probabilidade de obter sucesso na
colonizagao e desenvolvimento nas lagartas do cartucho, sendo, portanto, promissor para
pesquisas futuras.

Figura 1 — Média da porcentagem de inibicao entre os fungos isolados de S. frugiperdamais
o 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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Ao analisar as interagdes que ocorreram no teste de antagonismo, constatou-se que todos
os isolados testados manifestaram a interagcao do tipo "CA1" com pelo menos um dos seus
antagonistas. Quando foram observados os tipos de interacdes antagodnicas agrupadas
estatisticamente, foi verificado que o indculo e o isolado Verde continham todas (100%) das
antagonista ap6s deadlock inicial com contato micelial) (Figura 2 ).

O antagonismo que tem maior relevancia ao nivel dos fungos é quando ocorre o contato
entre os micélios de duas espécies fungicas, resultando em alteracées morfolégicas nos
fungos interativos, que visam aumentar a resisténcia a penetracdao do micélio do fungo

invasor ou permitir o crescimento micelial sobre ou através da colonia fungica oponente. O
micélio formado pode ser de varias formas: denso, ndo qual idade como uma “barreira”
contra a invasdo, pode haver a criacdo de um micélio “invasivo” com varias frentes de
crescimento; pode haver a formacao de um micélio com crescimento aéreo e ou ainda a
criacdo de corddes miceliais com estruturas rizomorficas (BAPTISTA, et al. 2011). Dentro
deste contexto pode-se inferir que a similaridade estatistica baseada na percentagem de
exclusao descrita anteriormente, se deva ao tipo de interacdo mais prejudicial e eficiente em
uma competicao microbiana flingica (CA1), ou qual o isolado Verde se equivaleu ao inéculo.
Figura 2 — Tipo de interacdo CA1 (crescimento parcial do fungo testado sobre o fungo
antagonista apds deadlock inicial com contato micelial) apresentado entre Indculo - L42 e
Verde - L31.

Um segundo grupo (estatisticamente definido como ac) com maior potencial inibitério
dentre as interacdes experimentais, € formado por isolados L31 e L21, que apresentam
porcentagens de inibicao de 52,1% e 45,9% respectivamente (Figura 1).

Além do isolado L31 e L21 apresentam uma interacao do tipo CA1, o fungol21 também
apresentou a interacdo do Tipo B ("deadlock” a distancia) com 40% de vantagem sobre o
fungo L11 (Tabela 1). Este tipo de inibicao do crescimento do fungo oponente é facilmente
incluido na liberacdo de compostos volateis e/ou difusiveis, sendo que as observacdes
observadas nesse tipo de antagonismo variam amplamente, dependendo da combinacéo
especifica de espécies fungicas envolvidas. As respostas mais evidentes incluem a destruicao
e vacuolizacao das hifas ou a substituicao delas pelo micélio da espécie invasora (BAPTISTA,
et al. 2011). Apesar da interagao do tipo B do fungo L21 representar apenas 12,5% da sua
atividade experimental, tal interacao se torna promissora pelo fato de liberar metabdlitos
que justificam tal interferéncia, podendo estes serem isolados e suas atividades biologicas
avaliadas.

O maior agrupamento estatistico é composto por 4 isolados flingicos que contém
percentagem de proteina entre 15% e 31%, sendo eles L12 (16,0%), L41 (13,9%), L42 (23,0%)
e Rosa ( 30,0%) (figura 1) e interagdes antagdnicas do Tipo A ("deadlock” com contato

micelial). Na interacdo do tipo Os fungos apresentam contato micelial onde um

competicao se instala por espago, assim um deles impede o acesso ao espago do outro e
consequentemente aos nutrientes, inibindo assim o seu crescimento (WENZEL, et al. 2012).

Almeida e colaboradores (2013), analisando o antagonismo de isolados provenientes da
macroéfita aquatica Eichhornia azurea (Sw.) Kunth frente ao fitopatégeno Alternaria alternata,
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fornecido que os isolados AZ33, AZ26 e AZ13 apresentaram interacdo do tipo A, com
indices de antagonismo de 57 %, 49% e 38% respectivamente. Apesar dos indices
encontrados pelo autor serem superiores ao encontrado nesta pesquisa, a presenca deste
tipo de interacdo, se mostra importante, afirma os autores, visto que esta interacao

competitiva por espaco visa selecionar possiveis microrganismos que podem ser usados
como promessas biologicas, pois evidencial a eficiéncia na conquista territorial dentro de
uma associagao entre dois fungos.

O isolado L11 apresentou menor porcentagem de inibicao (3,5%) (Figura 1). Tal fato se deva
possivelmente porque este isolado ndo apresentou crescimento expressivo em laboratoério,
do seu micélio vegetativo (Figura 3).

Figura 3 — Antagonismo sem resultado entre os fungos L11 - L12.

A analise do antagonismo em condicdes de laboratorio € uma abordagem empregada para
ajudar na selecdo em grande escala de agentes de biocontrole. Costa e pesquisadores
(2019), analisando a capacidade de isolados de Trichoderma spp. contra o fitopatdogeno
Colletotrichum gloesporioides, é fornecido que dentre 10 isolados de Trichoderma spp.
testados pelo antagonismo em placa, dois obtiveram indice de antagonismo significativo.
Os ensaios conduzidos in vitro oferecem uma direcdo util na selecao de isolados, no
entanto, observa-se que a presenca de efeitos inibitérios em condi¢es laboratoriais nao
garante necessariamente a eficacia de antagonismo quando aplicado in vivo.
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ANEXO F —= AUTORIZACAO PARA ENCAMINHAMENTO DO TCC PARA
DEFESA

Eu, Professor (a) Thomas Kehrwald Fruet, docente do curso de Ciéncias
Bioldgicas, orientador do académico Andressa Leticia Lorenzom, na claboragio do
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) intitulado: ANTAGONISMO DE ISOLADOS
FUNGICOS DA LAGARTA DO CARTUCHO (Spodoprera frugiperda) DE CULTIVO
SUSTENTAVEL DE MILHO (Zea mays), declaro estar de acordo com o envio do

trabalho sob minha orientagdo para avaliagdo da banca e defesa piublica.

Cascavel, 23 de novembro de 2023.

)

THOMAS KEHRWALD FRUET
RG: 82992278/SSPPR
CPF: 063.857.589-31

Centro Universitario Assis Gurgacz - FAG

Avenida das Torres, 500 - Ldlllwm
Cep: 85806-095 Cascavel -
Telefone: (45) 3321-3900  Fax: (45) 3321-3002
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