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RESUMO GERAL

PEREIRA, Raquel Moraes Costa. Prospeccdo de fungos endofiticos, edéaficos e
bioformulacGes para o controle de Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (Coleoptera:
Curculionidae) na cultura da cana-de-acgUcar 2024. 174 f. Tese para defesa (Doutorado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2024.

O objetivo geral deste trabalho foi prospectar fungos endofiticos e edéaficos da cana-de-agUcar,
desenvolver e testar um novo meio de cultura liquido para Beauveria bassiana (IBCB170) e
Metarhizium anisopliae (IBCB383) e realizar testes para controle biolégico de Sphenophorus
levis. As amostras para a prospeccao dos fungos foram coletadas em margo e abril de 2022, com
origem em trés municipios do estado de Sdo Paulo. Foram realizadas duas coletas em cada
propriedade, totalizando seis coletas. Em cada coleta, foram selecionadas e retiradas 10 plantas e
10 amostras do solo ao redor de cada uma. Os fungos prospectados foram categorizados conforme
a caracterizacdo macroscopica e, apos uma selecdo previa, seguiram para identificagdo molecular
em nivel de espécie. Para o desenvolvimento de um novo meio de cultura com as cepas IBCB170
e IBCB383, foram realizados dois processos de selecdo: um em 2022, com testes de cinco meios,
e outro em 2023, com testes de oito meios, utilizando variacbes nas fontes de carbono e
nitrogénio. Em cada meio, foram feitas cinco repeticdes, inoculadas com 10 mL de suspenséo
fingica na concentracdo de 1x108 blastosporos/mL, mantidas sob agitacdo a 160 rpm. Amostras
de cada repeticdo foram coletadas em 72 horas e 168 horas, sendo avaliadas quanto a
concentracdo de blastosporos/mL e unidades formadoras de col6nia (UFC). O inéculo que
apresentou maior concentra¢do de blastosporos/mL foi utilizado para produgdo em biorreator de
bancada. Para as bateladas com os meios da selecdo SI-2022 e SII-2023, foram realizados
experimentos com variacdes na quantidade de in6culo em relagdo ao volume do meio e no tempo
de amostragem (72 horas e 168 horas). Nessas condicOes, foram avaliadas a concentracédo de
blastosporos/mL e a contagem de UFC por plagueamento. Em campo, o experimento foi realizado
na Fazenda Boa Esperanca, no municipio de Sertdozinho, S&o Paulo. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, utilizando blastosporos obtidos com 0s meios
selecionados para IBCB170 e IBCB383 da selecdo SI-2022, na concentragdo de 1x108/mL, e
suspensdes contendo conidios aéreos de B. bassiana (IBCB66) e M. anisopliae (IBCB425), na
concentragdo de 1x10%%/mL. Tanto para os experimentos de patogenicidade realizados com
adultos de S. levis quanto para os experimentos no biorreator, foram aplicados ANOVA e teste de
Tukey (p < 0,05). Para os resultados do experimento de campo, foi utilizada ANOVA seguida do
teste de Duncan (p < 0,05). Todos os testes foram realizados por meio do software RStudio®. Na



prospeccdo dos fungos endofiticos e edéaficos, foi possivel o isolamento de 576 fungos e a
identificacdo molecular de 17 morfotipos. Nos experimentos de patogenicidade realizados com S.
levis, 0 morfotipo USARC10C2 apresentou maior média de mortalidade (4,0); para os edaficos, o
morfotipo ATSC2C1 teve maior media de mortalidade (5,0 na repeticdo 1 e 2,2 na repetigéo 2).
Para as sele¢bes dos novos meios de cultura, as maiores medias de blastosporos/mL foram: Sl-
2022 T2 para IBCB170 (5,65) e T4 para IBCB383 (16,15); e SI1-2023 T2 para IBCB170 (2,57) e
T4 para IBCB383 (1,298). Nos testes em biorreator de bancada, observou-se que a cepa IBCB170
produziu maior concentracdo de blastosporos/mL do que a cepa IBCB383. Quanto aos resultados
de campo, a menor incidéncia de tocos atacados foi observada no tratamento com blastosporos de
M. anisopliae IBCB383, com média de um toco atacado.

PALAVRAS-CHAVE: blastosporos. fermentacao liquida submersa. biorreator. bateladas



GENERAL ABSTRACT

PEREIRA, Raquel Moraes Costa. Prospection of endophytic and edaphic fungi and
bioformulations for the control of Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera:
Curculionidae) in sugarcane (Saccharum officinarum) cultivation, 2024. 174 p. Thesis for
defense (Doctorate in Health, Food Safety, and Environmental Security in Agribusiness) —
Biological Institute, Sdo Paulo Agency for Agribusiness Technology, Secretariat of
Agriculture and Supply of the State of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2024.

Abstract

The main objective of this study was to prospect endophytic and edaphic fungi from sugarcane,
develop and test a new liquid culture medium for Beauveria bassiana (IBCB170) and
Metarhizium anisopliae (IBCB383), and conduct tests for the biological control of Sphenophorus
levis. The samples for fungal prospecting were collected in March and April 2022 from three
municipalities in the state of Sdo Paulo, Brazil. Two collections were performed on each property,
totaling six collections. In each collection, 10 plants and 10 soil samples from around each plant
were selected and sampled. The prospected fungi were categorized based on macroscopic
characterization and, after a preliminary selection, subjected to molecular identification at the
species level. To develop a new culture medium for the IBCB170 and IBCB383 strains, two
selection processes were conducted: one in 2022, testing five media, and another in 2023, testing
eight media with variations in carbon and nitrogen sources. For each medium, five replicates were
prepared, inoculated with 10 mL of fungal suspension at a concentration of 1x10®
blastospores/mL, and maintained under agitation at 160 rpm. Samples from each replicate were
collected at 72 and 168 hours and analyzed for blastospore concentration (blastospores/mL) and
colony-forming units (CFU). The inoculum that presented the highest blastospore concentration
(blastospores/mL) was used for production in a bench-scale bioreactor. For the batches using the
media selected from the SI-2022 and SI1-2023 trials, experiments were conducted with variations
in inoculum volume relative to the medium volume and sampling times (72 hours and 168 hours).
Under these conditions, blastospore concentration (blastospores/mL) and CFU counts through
plating were evaluated. In the field, the experiment was conducted at Boa Esperanca Farm,
located in Sertdozinho, S&o Paulo. A randomized block design was used, employing blastospores
obtained from the selected media for IBCB170 and IBCB383 from the SI-2022 trial at a
concentration of 1x10%mL, and suspensions containing aerial conidia of B. bassiana (IBCB66)
and M. anisopliae (IBCB425) at a concentration of 1x10%%/mL. Both the pathogenicity
experiments conducted with adult S. levis and the bioreactor experiments were analyzed using
ANOVA and Tukey’s test (p < 0.05). For the field experiment results, ANOVA followed by

Duncan’s test (p < 0.05) was applied. All statistical analyses were performed using RStudio®



software. In the prospecting of endophytic and edaphic fungi, 576 fungi were isolated, and 17
morphotypes were molecularly identified. In the pathogenicity experiments with S. levis, the
morphotype USARC10C2 showed the highest mortality rate (4.0). Among the edaphic fungi, the
morphotype ATSC2CL1 exhibited the highest mortality rates (5.0 in the first trial and 2.2 in the
second trial). For the new culture medium selections, the highest mean blastospore concentrations
(blastospores/mL) were: SI-2022 T2 for IBCB170 (5.65) and T4 for IBCB383 (16.15); and SllI-
2023 T2 for IBCB170 (2.57) and T4 for IBCB383 (1.298). In bench-scale bioreactor tests, it was
observed that the IBCB170 strain produced a higher blastospore concentration (blastospores/mL)
than the IBCB383 strain. Regarding the field results, the lowest incidence of damaged stumps was
observed in the treatment with M. anisopliae IBCB383 blastospores, with an average of one
damaged stump.

Keywords: blastospores. submerged liquid fermentation. bioreactor. baches
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1. INTRODUCAO GERAL

S&o considerados fungos endofiticos 0s microrganismos que habitam o interior
dos tecidos vegetais sem causar danos visiveis aos hospedeiros (Barros et al., 2023). Devido
ao potencial dos metabdlitos produzidos por microrganismos tais como bactérias, leveduras e
fungos, o interesse no conhecimento do comportamento desses microrganismos tem sido
crescente em diferentes areas, tais como a alimenticia, a farmacologia e a agricola (Bernardi-
Wenzel et al., 2012; Rho et al., 2018; Embrapa Meio Ambiente, 2021; Bogas et al., 2024).

No setor agricola, um exemplo de fungo endofitico bastante conhecido por sua
capacidade de beneficiar as plantas, tais como a promoc¢do do crescimento e até mesmo
repeléncia a algumas pragas, € o Trichoderma sp. Por meio dos seus mecanismos de acao e
producdo de metabolitos secundarios, pode controlar outros organismos de forma eficiente,
por meio de competicdo, parasitismo e producdo de toxinas como enzimas liticas (proteases,
lipases, glucanase e quitinase) que facilitam a degradacdo das cuticulas de outros
microrganismos, principalmente no solo (Bettiol et al., 2019; Gabardo, 2020; Luciano et al.,
2023).

Em relacdo aos conidios aéreos e blastoconidios ou blastosporos, pesquisas
para inovagdes no desenvolvimento de novos bioinseticidas e melhoria nas condigbes de
fermentacdo e uso de microrganismos em campo ja existem. Sdo estudos que tratam de
aspectos genéticos, da melhoria de resisténcia aos raios UV, questdes sobre viabilidade,
melhoria nas condigdes do tempo de prateleira e aplicacdo em condi¢cbes de campo
(Ottatti-de-Lima et al., 2010). Por exemplo, estudos de Peng et al. (2021) tratam da questdo da
fotorreativacdo, na qual mostram que a interacdo das proteinas do colarinho branco com as
fotoliases é essencial para reparar danos ao DNA induzidos por UV, melhorando
significativamente a viabilidade dos conidios apés a exposi¢do aos UV. E fato que os
processos fermentativos utilizados para a obtencéo de conidios aéreos ainda s&o feitos usando
como substrato o arroz parboilizado, e que, para as células blastospdricas por meio de
fermentacdo liquida, ainda sdo necessarias mais pesquisas para melhorar suas condi¢cfes para
producdo em escala industrial (Michereff-Filho et al., 2009; Mascarin; Jaronski, 2016;
Almeida, 2020). No entanto, a fermentacdo liquida submersa de fungos entomopatogénicos
tem sido alvo de pesquisas visando novas formulagcdes com potencial para a producgédo de
bioinseticidas em larga escala (Mascarin et al., 2018; Basso, 2023).

Para um bom resultado no uso das técnicas para fermentacdo liquida submersa,

quer em Erlenmeyers ou biorreatores (de bancada, piloto ou industrial), € necessario conhecer
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0 microrganismo de interesse para melhor ajustar os componentes do meio, tais como fontes
de carbono e nitrogénio e elementos tracos como os sais, além de parametros como pH,
agitacdo, aeracdo e pO2. Além disso, para a obtencdo de seus metabolitos de interesse, boa
concentracdo e capacidade de viruléncia, € necessario utilizar meio de cultura especifico para
0 microrganismo selecionado, visto que as necessidades de nutrientes e 0 balanceamento mais
adequado vao depender da espécie utilizada (Batista-Filho et al., 1985; Mascarin et al., 2014;
Mascarin et al., 2019; Alterthum et al., 2021; Schmidell; Zaffonato, 2021).

Apesar de existirem pesquisas para melhoria das celulas blastospdricas em
relacdo a resisténcia as adversidades em campo, ainda sd0 necessarios mais estudos que
possam ir além, pois aspectos referentes a armazenamento, transporte e viabilidade da
estrutura infectiva sdo fatores que limitam o aumento da adesdo aos bioprodutos
(Ottati-de-Lima, 2010; Almeida, 2020). Pesquisas com o uso de fermentacdo liquida
submersa tém tido aumento no que se refere a busca de inovagdes no desenvolvimento de
novos meios de cultura para os fungos entomopatogénicos (Alterthum et al., 2021).

O uso de biorreatores de bancada no desenvolvimento de novos meios de
cultura tem ganhado destaque em pesquisas que buscam inovagdo e aprimoramento na
producdo de microrganismos. Frequentemente, sdo estudadas bactérias como Escherichia coli,
amplamente utilizada em engenharia genética e na producdo de proteinas recombinantes
devido a facilidade de manipulacdo genética; Lactobacillus spp., essencial na producdo de
acido lactico, que encontra ampla aplicacdo nas industrias alimenticia, farmacéutica e de
bioplasticos, além de ser fundamental em fermentagdes lacteas e na formulacdo de produtos
probidticos; e Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis, amplamente empregados na
agricultura para o controle biol6gico de pragas e doencas, contribuindo para a redugdo do uso
de pesticidas quimicos e promovendo uma agricultura mais sustentavel. Essas bactérias
também desempenham papel importante na producdo de enzimas industriais, como amilases,
proteases e lipases (Alterthum et al., 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021). Estudos envolvendo
fungos filamentosos em fermentacédo liquida tém apresentado um crescimento expressivo nos
altimos anos, impulsionados pela necessidade de solucBes sustentaveis em areas como
agricultura, industria alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis. Fungos como Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae tém sido amplamente explorados na producdo de
biopesticidas, devido a sua eficiéncia no controle de pragas agricolas e sua compatibilidade

com praticas de manejo integrado (Mascarin; Jaronski, 2016).
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A utilizacdo de biorreatores, aléem de diminuir as chances de contaminagdes,
permite maior rapidez na producdo das células de interesse, uma vez que permite o controle
de parametros como pH, temperatura e oxigenacdo para determinacdo das condicdes ideais
para o tipo de célula ou metabolitos que se deseja do microrganismo de interesse. Assim, a
realizacdo de pesquisas colabora para a produgdo em nivel industrial de bioprodutos de alta
qualidade, garantindo a eficadcia do produto. Ainda, vale ressaltar que a adocdo de
bioinseticidas por fermentacdo liquida vai além da contribuicdo para o enfrentamento das
adversidades climaticas no controle de pragas e doencas, pois migrar da fermentagdo solida
para a liquida é interessante também do ponto de vista da seguranca alimentar, visto que o
arroz é um item de valor para a alimentacdo humana (Mascarin et al., 2015; Mascarin et al.,
2019; Almeida, 2020; Schmidell; Zanfonato, 2021).

Em geral, 0 uso dos biodefensivos tem sido adotado como parte do manejo
integrado de pragas em diferentes culturas, tais como a da soja, a do milho, a do algodao e da
cana-de-agucar. Além disso, tem sido considerado uma estratégia promissora para reducao do
uso de pesticidas quimicos e na mitigacdo dos impactos ambientais associados a agricultura
convencional (Almeida, 2020; Tonso et al., 2021).

O Brasil é o maior produtor mundial de agUcar, e a maior producao de cana-de-
aclcar esta no Estado de S&o Paulo, com 60% da producdo e crescimento de 23,0% em
relacdo ao ciclo anterior (Conab, 2024; Unica, 2024). Entretanto, apesar da maior
produtividade, as lavouras paulistas, assim como as grandes monoculturas, sofrem com danos
significativos relacionados ao controle de pragas, incluindo o Sphenophorus levis (Vaurie).
Os adultos ocorrem em duas épocas do ano, entre fevereiro e marco e entre outubro e
novembro (Precetti; Teran, 1983; Izeppi, 2015). Apesar da baixa motilidade em campo, esta
praga pode causar prejuizos na ordem de até 30 toneladas por hectare e por ano (Bortoloti;
Sampaio, 2022). E um inseto de habito criptico, pois em sua fase larval adentra ao colmo da
planta em busca de alimento, causando danos significativos (Degaspari et al., 1987; Giometti
etal., 2011).

Nas usinas produtoras de cana-de-acUcar, o controle de S. levis tem sido
realizado comumente pela instalacdo de iscas compostas por toletes de cana com diferentes
atrativos e pela aplicacdo direta (com o cortador de soqueiras) de caldo composto por
nutrientes e, ao mesmo tempo, bioprodutos a base de bactérias (Evangelista et al., 2017).

Além do controle de pragas e doencas, da promoc¢do de crescimento, outro

aspecto importante e vantajoso quando se compara o0 uso dos biolégicos com os produtos de
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origem quimica € que os bioldgicos contribuem também para a saude do solo, ajudando a
manter a diversidade no microbioma e alinhando-se as demandas crescentes pela
sustentabilidade na agricultura (Silva et al., 2012; Pereira et al., 2021).

Este trabalho teve por objetivo contribuir com o desenvolvimento de pesquisas
no setor dos bioprodutos, com foco nos bioinseticidas por fermentacdo liquida e contribuir
com as inovagbes na producdo de meios de cultura compativeis para fungos
entomopatogénicos. Por esta razdo, 0s investimentos continuos em pesquisa e
desenvolvimento sdo essenciais para aprimorar a eficacia e a competitividade dos bioinsumos,
impulsionando a transicdo de praticas agricolas convencionais para as mais sustentaveis e
resilientes (Almeida; Costa, 2023).

2. Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Prospectar fungos endofiticos e edaficos da cana-de-agUcar, desenvolver e testar novo
meio de cultura para fermentacdo de blastosporos de Beauveria bassiana IBCB170 e
Metarhizium anisopliae IBCB383, e realizar testes para controle bioldgico de Sphenophorus

levis.

2.1.1 Obijetivos especificos

1 — Isolar fungos endofiticos e edaficos de cultivares comerciais de cana-de-
acucar em trés regides produtoras do Estado de S&o Paulo;

2 — Selecionar isolados de fungos endofiticos e testar o potencial
entomopatogénico em adultos de S. levis, por aplicacdo de suspensdes por imersao, em
diferentes concentracdes em laboratério;

3 — Desenvolver novo meio de cultura para fermentagdo liquida submersa com
blastosporos de B. bassiana IBCB170 e M. anisopliae IBCB383;

4 — Avaliar a eficiéncia dos novos meios de cultura com blastosporos de

IBCB170 e IBCB383 em adultos de S. levis em laborat6rio e em campo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos, assim como os fitopatdgenos, podem se disseminar
sistemicamente pelo hospedeiro, tendo como porta de entrada estdmatos, hidatddios e outras
aberturas naturais ou injurias de origem mecéanica ou quimica, e ocupam nichos semelhantes
no interior da planta. Além disso, a transmissdo dos fungos para as plantas pode se dar de
duas maneiras (Figura 01): de forma horizontal, quando o0s esporos atingem a parte aérea da
planta, e de forma vertical, quando o fungo é oriundo de sementes ou das relagbes com as
raizes e solo (Saikkonen et al., 2004; Vieira et al., 2011; Alves et al., 2011; Chapla; Biasetto;
Arauljo, 2012; Anyasi; Atagana, 2019).

e 4
-
6 Vertical T Q

Figura 01. llustracdo das duas formas de transmissdo de fungos endofiticos. Imagem: Pereira, R.M.C., 2023).

Os fungos endofiticos sdo estudados em biomas e culturas diferentes. S&o
diversificados e sua interacdo com a planta pode estimular mudancas no metabolismo,
podendo auxiliar na melhoria das defesas do hospedeiro. Estdo presentes em quase todas as
plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias estudadas até o momento (Arnold
et al., 2009; Chapla; Biasetto; Araujo, 2012).

Esses fungos possuem uma interessante capacidade em sua plasticidade
fenotipica. Esta é uma estratégia importante para seus mecanismos de adaptacdo em
ambientes diferentes, como, por exemplo, apds procedimentos de prospeccdo, nos quais a
expressdo morfolégica em relacdo a cor, textura, topografia e padrdo de crescimento pode
sofrer alteracBes devido as condigdes artificiais de cultivo, que diferem das condicGes

encontradas no interior da planta (Manganyi et al., 2018).
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Considerando a capacidade de plasticidade fenotipica dos fungos, alguns
podem modificar a expressdao de genes envolvidos na producdo de enzimas que degradam a
cuticula do inseto hospedeiro, o que Ihes permite infectar diferentes espécies de insetos com
diferentes tipos de cuticula (Boucias, 1988; Butt et al., 2006). A compreensdo desses
processos adaptativos pode ajudar no desenvolvimento de estratégias mais eficazes de
controle bioldgico de insetos.

Todavia, estudos com microrganismos endofiticos para producdo de
metabolitos secundarios utilizados na agricultura ainda sdo maioria para as bactérias. Estudos
com fungos e a detecgdo de cepas com potencial entomopatogénico ainda séo poucos, mas
necessarios para o incremento na producédo de bioinseticidas, sejam sélidos ou liquidos, €, ndo
menos importante, para a diminuicdo da utilizacdo de agroquimicos (Bernardi-Wenzel et al.,
2012; Almeida, 2020; Schmidell; Zanfonato, 2021).

Alguns fungos endofiticos também s&o capazes de promover o crescimento das
plantas, por meio da producdo de horménios de crescimento ou nutrientes essenciais, € outros
permitem a capacidade de repeléncia de alguns insetos. Compostos produzidos por esses
fungos podem ser de grande interesse para a indudstria, pois apresentam atividade bioldgica,
com propriedades antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatdrias e, entre outras, o potencial
de patogenicidade a pragas alvo do controle biolégico, como o caso do fungo Beauveria
bassiana, que tem como principal reservatorio o solo, mas também é encontrado de maneira
endofitica (Azevedo, 1998; Zhang et al., 2006; Cuzzi et al., 2011; Bernardi-Wenzel et al.,
2012; Azevedo; Barata, 2018; Rho et al., 2018; Bogas et al., 2024).

A prospeccdo de fungos endofiticos €, em geral, realizada por meio de
diferentes cortes de amostras, que sdo coletadas e desinfestadas previamente, podendo ser
raizes, caule, folhas ou ainda outras partes, dependendo da planta de interesse. Essas amostras
passam por um processo rigoroso de desinfestacdo superficial e profunda antes da execucéo
dos cortes para prospeccdo do microrganismo de interesse. A amostragem pode ter diferentes
delineamentos e de acordo com o interesse da pesquisa. Essas amostras podem ser coletadas
nos mais diversos nichos e épocas do ano e em diferentes biomas, areas agricolas e em
ambientes aquaticos. Quanto a identificacdo, geralmente é realizada com base em
caracteristicas morfoldgicas (macroscopicas e microscopicas) e, principalmente, por meio da
identificacdo molecular (Arnold, 2007; Bruck, 2010; Araujo, 2002; Mello, 2011).

O sequenciamento genético € uma das ferramentas mais importantes para

confirmar a identificacdo de espécies de diversos reinos, incluindo o Reino Fungi. Isso facilita
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e garante o conhecimento da diversidade genética e de populagbes desses microrganismos

com o minimo de erro (Jaccoud-Filho et al., 2002; Tasior; Ruthes, 2022; Torres et al., 2022).

3.2 Fungos edaficos

Fungos edaficos sdo aqueles que habitam o solo. Em geral, esses fungos se
desenvolvem em ambientes com pH entre 5,0 e 7,0. No entanto, existem os extremofilos que
podem habitar solos mais acidos ou alcalinos, suportando faixas de pH com extremos entre
2,0 € 9,0. Em relacdo a umidade, preferem ambientes com variagdo entre 60% e 70% e, além
disso, toleram diferentes faixas de temperatura, obviamente, dependendo da espécie (Dionisio
et al., 2016). Esses fungos também contribuem para a composi¢do da biomassa microbiana no
solo, cerca de 70% a 80%, podendo atingir até 5t ha (Aradjo et al., 2020; Schmidell;
Zanfonato, 2021; Mendonga et al., 2023).

Concomitantemente ao surgimento das primeiras plantas terrestres, ocorreram
também associacdes entre plantas e microrganismos (Martin; Uroz; Barker, 2017). Os fungos
micorrizicos arbusculares foram os primeiros simbiontes micorrizicos a surgirem e tiveram
apenas um anico ponto de origem na histdria evolutiva; os demais foram originados em
seguida ao longo dos periodos geoldgicos (Brundrett; Tedersoo, 2018). Esses fungos também
sdo considerados endofiticos das raizes e aumentam a absorcdo de nutrientes para as plantas,
através da expansdo das hifas no solo, explorando areas onde raizes ndo alcancam (Entry et
al., 2002). Sdo considerados os principais géneros de fungos edaficos Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp. e Rhizoctoni sp. (Dresch et al., 2019).

No solo também sdo encontrados aqueles com potencial de patogenicidade,
como o fungo Beauveria bassiana, que € um exemplo classico encontrado em solos, causando
infecces em diferentes hospedeiros. Essa infeccdo € chamada de epizootia, que € a
capacidade de se disseminar e infectar boa parte da populagdo de insetos e outros artropodes
que vivem no solo, de maneira ocasional e rapida, auxiliando no controle natural de pragas
(Herrera; Salamanca, 1993; Alves, 1998; Batista-Filho, 2006; Saito; Marumoto, 2002; Koziol,
Bever, 2016).

Aléem disso, os fungos edaficos sdo também importantes indicadores da
qualidade do solo, pois sua presenca e diversidade refletem as condigdes fisicas, quimicas e
bioldgicas do ambiente. Esses fungos, assim como os fungos endofiticos, podem ser usados

em diversas aplicacdes, dependendo da cepa e dos seus subprodutos. Podem também ser
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usados na biorremedia¢do de solos contaminados ou em processo de desertificagdo e no
controle de pragas (Noda, 2009; Mohammadi et al., 2011; Kalsoom et al., 2020).

Tanto fungos edaficos quanto os endofiticos sdo promissores por produzirem
beneficios as plantas, incluindo o controle de pragas, visto que novas cepas mais virulentas
podem ser coletadas e identificadas. Assim, pode ser justificAvel a realizacdo de mais
pesquisas para prospeccdo desses microrganismos, tendo em vista 0os avancos e demandas
para novos bioformulados com alta eficiéncia em campo, quer sejam para melhoria da

sanidade das plantas ou para o controle de pragas.

3.3 Analise macroscopica

A andlise macroscdpica dos fungos tem por objetivo identificar a possibilidade
de deteccdo de espécies por meio da observacdo de sinais visiveis a olho nu, tais como
coloracdo, topografia, textura e demais caracteristicas das coldnias fangicas produzidas em
meios de cultivo artificiais em laboratdrio. Para tanto, observa-se fatores tais como: forma,
cor, textura e tamanho das estruturas fangicas desenvolvidas (Moreira, 2022).

A identificagdo macroscopica de fungos, quer endofiticos, edaficos ou de outra
origem, no entanto, pode se tornar demorada, trabalhosa e complexa devido aos mecanismos
de plasticidade fenotipica, peculiar a cada microrganismo, que € a capacidade que um
organismo possui para modificar sua expressao fenotipica em resposta a diferentes condi¢des
ambientais (Slepecky; Starmer, 2009; O'Keeffe, 2017; Hokken et al., 2019; De Carvalho;
Pereira, 2017). Esta é influenciada pela relacdo entre a planta e o fungo e por fatores
ambientais, incluindo a disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, umidade e estresse
abidtico, manejo da cultura, entre outros fatores como a composicdo do meio de cultura
utilizado no processo de prospeccao e isolamento (Guimardes et al., 2024).

Um fungo endofitico ou edafico pode alterar a producdo de metabolitos
secundarios em resposta a presenca de nutrientes especificos ou a interacdo com diferentes
espécies de plantas hospedeiras. Assim sendo, as diferencas nas coloracdes das colbnias
podem ter variacOes para 0 mesmo fungo, fator que pode levar a davidas na determinacgdo das
espécies (Rho et al., 2017; Moreira, 2022).

Também, a capacidade de adaptacdo por meio da plasticidade fenotipica pode
ser vantajosa para a sobrevivéncia dos fungos, pois Ihes permite sobreviver as diversidades

das condic¢des ambientais, expressando cores e tamanhos de estruturas diferenciadas, mas que
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garantem a sobrevivéncia da espécie em diferentes condigdes ambientais (Hokken et al.,
2017).

A identificacdo macroscopica, em geral, é o ponto de partida para selecionar amostras para
analise molecular mais detalhada. Portanto, a abordagem macroscopica, combinada com
técnicas de identificagdo molecular, proporciona uma compreensdo completa e precisa na

determinacéo de cada espécie.

3.4 Anélise molecular

A identificacdo precisa de espécies fungicas é importante e necessaria em
diversos campos: na medicina, para determinar a melhor forma de sanar ou controlar uma
doenga; na ecologia, com o objetivo de identificar a diversidade; e na agricultura, para
identificar cepas com potencial para o controle bioldgico de pragas e doencas de plantas.
Além disso, ela permite o desenvolvimento de técnicas de cultivo e extracdo mais eficazes
para a producéo dos diferentes compostos de interesse (De Carvalho e Pereira, 2017).

A técnica mais amplamente empregada para a analise molecular de fungos
endofiticos e edaficos é a amplificacdo das regides internas transcritas (ITS 1, 2 ou 4) do
DNA ribossomal (rDNA). Essas regides sdo altamente conservadas entre os fungos, o que
permite a utilizagdo de primers universais para sua amplificacdo (Schoch et al., 2012). No
entanto, as variacdes presentes em sequéncias especificas dessas regifes permitem uma
discriminagdo precisa entre diferentes espécies, facilitando a identificacdo taxondmica. A
regido ITS é especialmente valiosa devido a sua capacidade de refletir a diversidade genética
e a evolucdo dos fungos, sendo considerada uma das principais marcas moleculares em
estudos filogenéticos. Além disso, a analise de sequéncias de ITS possibilita ndo apenas a
identificacdo de espécies conhecidas, mas também a descoberta de novas espécies,
contribuindo significativamente para a compreensdo da biodiversidade flngica e suas
interacbes ecoldgicas (Fungaro, 2000). O wuso de técnicas complementares, como
sequenciamento de nova geracdo (NGS) e analises filogenéticas, pode ainda aprimorar a
resolugé@o taxondmica, oferecendo insights mais profundos sobre a diversidade funcional e as
adaptacdes dos fungos em seus respectivos nichos ecologicos.

Outras técnicas moleculares, como a analise de marcadores de DNA
mitocondrial, a analise de proteinas e a analise de perfis metabolicos, também podem ser

usadas para a identificagdo de fungos e comparadas com bancos de dados de sequéncias
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conhecidas, para identificar o microrganismo em nivel de espécie (De Carvalho e Pereira,
2017).

As sequéncias de DNA amplificadas, em geral, sdo corrigidas por softwares
especificos, como o Bioedit®, e permitem a identificacdo de espécies flngicas com base na
comparagdo com bancos de dados de sequéncias de referéncia, como o National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Além disso, outras técnicas moleculares, como a analise
de marcadores de DNA mitocondrial, a analise de proteinas e a analise de perfis metabolicos,
podem ser utilizadas para a identificacdo de fungos e comparadas com bancos de dados de
sequéncias conhecidas, para a identificacdo do microrganismo em nivel de espécie (De
Carvalho e Pereira, 2017).

3.5 A cultura da cana-de-agucar

Existem discussdes acerca da origem da cana-de-acUcar (género Saccharum).
Contudo, a planta é considerada originaria das regides tropicais do sudeste asiatico, com seus
centros de origem principais situados na Nova Guiné, no sul e sudeste da Asia e em partes da
india (Rodrigues et al., 2020). A domesticacdo da cana-de-aclicar comecou ha milhares de
anos nessas areas, onde populacdes locais descobriram o uso do caldo doce extraido das
hastes da planta. Posteriormente, a cana foi introduzida em outras partes do mundo por rotas
comerciais e coloniais, espalhando-se para a Africa, 0 Mediterraneo e as Américas, onde se
tornou uma das principais culturas agricolas (Daniels; Roach, 1987).

O cultivo de cana-de-acUcar desempenha um papel de destaque na agricultura
global, sendo uma atividade de grande importancia econdmica e industrial em varias regides
do mundo. Paises como Brasil, india, China, Tailandia e Indonésia emergem como lideres na
producdo mundial de cana-de-agucar, aproveitando as condi¢des climaticas e de recursos
humanos favoraveis encontradas em seus territérios (Rodrigues, 1995; Morais et al., 2015).

O Brasil e a India, em particular, se destacam como os principais produtores de
cana-de-agucar. A vasta extensao de terras cultivaveis nesses paises, aliada ao clima tropical,
oferece condigdes ideais para o crescimento exuberante da cultura. O Brasil, por exemplo, ndo
apenas lidera a producdo global de cana-de-agUcar, mas também € um dos principais
produtores de etanol a partir da cana, impulsionando a industria de biocombustiveis (Conab,
2023).
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A cultura da cana-de-agucar tem potencial para ser utilizada na producédo de
bioplasticos, biofibras e outros materiais biodegradaveis, além de representar uma importante
fonte de recursos para exploracdo comercial, como a producdo de acucar, alcool, vinhaca,
melaco e bagaco. Estd também diretamente ligada as questfes energéticas e a geracdo de
combustiveis sustentdveis, contribuindo com a diminuicdo dos combustiveis derivados do
petréleo (Silva et al., 2021; Valério, 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021).

Ao longo dos séculos, a cana-de-acUcar ajudou a modificar a paisagem natural
de diferentes regides do pais, influenciou a formacao social e impulsionou a economia. Esse
desenvolvimento histérico em territrio brasileiro teve destaque, especialmente em estados
como Sao Paulo, Minas Gerais e Pernambuco (Rodrigues et al., 2020; Schmidell; Zanfonato,
2021).

Para a safra 2022/2023, a regido Sudeste, que é a maior produtora de cana-de-
acucar do pais, teve um aumento de produtividade de 5,8%, alcancando 75.629 kg/ha, seguida
pelas regides Centro-Oeste, com aumento de 5,7% em relacdo a safra anterior, Nordeste, com
aumento de 9,4% e producdo de 64.313 kg/ha, Sul, com 65.115 kg/ha, e Norte, que, apesar
dos incrementos na area, teve a producdo reduzida em 0,9% em relacdo a safra passada,
produzindo 3.823 mil toneladas. A producdo total foi estimada em 37 milhdes de toneladas de
acucar, com um acréscimo de 6% em relacdo a safra anterior (Conab, 2023).

Entre os estados que se destacaram no desenvolvimento da cultura da cana-de-
acucar no Brasil, Sdo Paulo ocupa um lugar de destaque no cenario brasileiro e global. A
regido responde por 60% da safra do pais (Conab, 2024). A trajetéria de sucesso da cana-de-
acucar em S&o Paulo é exemplo de como a inovacdo pode impulsionar a producédo agricola.
Um dos pilares do destaque de produtividade da cana-de-agUcar em Sdo Paulo é o
investimento em pesquisa e desenvolvimento. Instituicbes de pesquisa, universidades e
empresas privadas tém se dedicado a melhorar variedades de cana-de-acUcar, buscando
plantas mais resistentes a pragas, doencas e condi¢Oes adversas. Essa abordagem resultou no
desenvolvimento de variedades de alta produtividade, capazes de se adaptar as diferentes
regides do estado (Figueira, 2020; Antunes et al., 2023; Speranza et al., 2023).

A mecanizacdo das operacdes, 0 uso de sistemas de irrigacdo eficientes e a
aplicacdo de técnicas modernas de manejo tém contribuido para maximizar a producdo e
otimizar os recursos disponiveis nas usinas. A automacao de processos também permitiu uma
gestdo mais precisa das operacOes, resultando em ganhos de eficiéncia. A gestdo inteligente

dos recursos naturais também tem sido um fator relevante para o sucesso da produtividade da
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cana-de-acucar em S&o Paulo, pois, alem de atender aos quesitos da legislacdo ambiental
vigente, agrega valor ao produto (Baccarin, 2016; Fredo, 2017).

No estado de Sdo Paulo, o tradicional método de queima na pré-colheita nao é
mais permitido. Esta mudanca decorre da Lei Estadual n® 11.241/2002, que proibe a queima
do canavial na pré-colheita. A lei visa contribuir para a diminui¢cdo da emissdo de poluentes
prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente e é de grande relevancia para a economia
paulista (Ribeiro; Ficarelli, 2010; Silva; Périco, 2022).

Assim como para qualquer cultura, na cana-de-aglcar, a compreensdo da
fenologia da planta é importante para otimizar o manejo e a producdo. A cana-de-agUcar €
uma planta da familia das gramineas (Poaceae) e € amplamente cultivada em paises de clima
tropical. Trata-se de uma planta perene que cresce em solos bem drenados e ricos em
nutrientes, sendo capaz de tolerar condigdes de seca e altas temperaturas, mas é sensivel a
geadas e frio intenso. As principais fases fenologicas da cana-de-agUcar sdo: brotagdo, quando
0S primeiros brotos comecam a surgir da base do colmo; fase de perfilhamento, quando
ocorrem as brotacbes e comecam a se multiplicar e formar perfilhos; o alongamento dos

colmos, quando héa o crescimento dos colmos; e, por ultimo, a fase de maturacdo (Figura 02).
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Fase de b(ota;'éo Fase de perfilhamento Periodo de cresci- Fase de matu-
e estabelcimento mento dos colmos racéo

Figura 02. Fases da fenologia da cana de aglcar. Adaptada de: Gasho e Shin, 1983.

Quando os colmos comecam a se desenvolver verticalmente, tornando-se mais
espessos e acumulando agUcar, segue-se o periodo de maturacao, que é quando a cana atinge o
teor maximo de agUcar. Nessa fase, inicia-se o periodo de colheita (Gascho, 1983; Suguitani;
Matsuoka, 2001; Scarpari; Beauclair, 2008; Miranda, 2008).
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O tempo de duracdo de cada fase fenoldgica pode variar dependendo das
condigBes climéticas, do manejo da cultura e da variedade de cana-de-aclcar utilizada. E
importante monitorar as fases fenologicas da cana-de-agucar para determinar o momento ideal
de realizar o manejo e a colheita, visando a obtencdo de uma producdo de qualidade e a
diminuicdo de custos na fase de reforma do canavial, incluindo as providéncias contra pragas
(Bolonhezi; Pereira, 1999).

3.5.1 Pragas da cana-de-agUcar

Apesar do Brasil ser o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, existem
problemas que causam perdas econémicas, com a queda de produtividade, que pode variar
entre as safras. Um dos fatores responsaveis por esses problemas séo as pragas agricolas. Uma
grande variedade de insetos tem sido identificada como pragas que afetam essa cultura,
exigindo estratégias cada vez mais eficazes dentro do manejo integrado de pragas (Rodrigues
et al., 2020).

Pragas que habitam os solos s&o de dificil controle devido as dificuldades de
observagdo direta, pois algumas possuem ciclos de vida holometabolos e habitos cripticos.
Entre essas pragas, algumas se destacam: a cigarrinha-das-raizes (Mahanarva fimbriolata),
que suga a seiva das raizes das plantas, causando amarelamento, murcha, e auxiliando no
agravamento de doencas, podendo até levar a morte das plantas; os cupins dos géneros
Heterotermes (Isoptera: Rhinotermitidae), Procornitermes (Isoptera: Termitidae) e
Neocapritermes (Isoptera: Termitidae); o besouro da raiz da cana-de-acucar (Migdolus
fryanus) e o bicudo-da-cana-de-acucar (Sphenophorus levis) (Dinardo-Miranda, 2008).

O manejo de pragas na cultura da cana-de-actcar envolve uma combinacédo de
técnicas que visam equilibrar a protecdo das plantagdes com a preservacdo do meio ambiente
e a minimizacdo de gastos com a produgdo. O controle biolégico, o uso de variedades
melhoradas geneticamente (para maior resisténcia a intempéries e doencas), e a
implementacdo de préaticas culturais sustentaveis, como o0 uso de produtos a base de
microrganismos, sao abordagens eficazes que contribuem para a manutencdo da salde das
plantas e a otimizagdo da producéo das lavouras (Almeida, 2005; Toledo et al., 2011).

Mudancas nos processos de manejo da cultura da cana-de-aglcar, como no

caso de Sao Paulo, onde a proibicdo da queima do canavial antes da colheita é lei, facilita o
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aumento de problemas relacionados as pragas, uma vez que havera maior disponibilidade de
alimento para esses insetos (Almeida, 2005; Baccarin, 2016; Fredo, 2017).

Assim, controlar as pragas agricolas abaixo do nivel de dano econdmico € um
desafio constante para os produtores, exigindo abordagens integradas de manejo para
minimizar seus impactos na produtividade e na qualidade da cultura (Parra et al., 2002). Entre
as pragas citadas anteriormente, S. levis tem sido considerado o de maior importancia para a
cultura (Dinardo-Miranda; Fracasso, 2013). Dessa forma, o controle de pragas na cultura da
cana-de-acUcar ainda demanda continuidade nas pesquisas em busca de inovacdo nos
bioprodutos, visando manter a boa salde das plantagdes e garantir uma produgdo com danos

abaixo do nivel econdmico, além de ser mais sustentavel.

3.5.2 Sphenophorus levis, Vaurie 1978 (Coleoptera: Curculionidae)

O género Sphenophorus (Coleoptera: Curculionidae) possui uma grande
variedade de espécies. Essas espécies danificam gramineas de diversos centros de origem,
incluindo a cana-de-acUcar (Tavares et al., 2009; Canassa, 2014; Vinha, 2020). O besouro
causa danos abaixo do nivel do solo e atinge o interior da planta. No estagio larval, ha a busca
por abrigo e alimento. Este comportamento gera a formacdo de galerias nos colmos, o que
dificulta a distribuicdo dos nutrientes (Figura 03). Além disso, gera sintomas caracteristicos,
como amarelamento e secagem das folhas, o0 que prejudica drasticamente a rebrota da planta
nos anos seguintes, gerando aumento de custos (Degaspari et al., 1987; Giometti et al., 2011;
Rinke et al., 2011; Casteliani et al., 2020).

Figura 03 — Larva de Sphenophorus levis: a. na base da cana, b. dano no colmo. Imagem: Pereira, R.M.C., 2023.
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Adultos de S. levis apresentam dois picos populacionais ao longo do ano, sendo
um entre 0s meses de fevereiro e margo e outro entre 0s meses de outubro e novembro. Ha
dimorfismo sexual em S. levis, caracterizado principalmente pela diferenca no tamanho
corporal (Figura 04). A fémea é maior que o macho, podendo medir entre 1,2 e 2,0 cm, com
coloragdo marrom escuro e manchas pretas sobre o dorso (Precetti; Teran, 1983; lzeppi,
2015).
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Figura 04 — Dimorfismo sexual em adultos de Sphenophorus levis. Imagem Pereira, R.M.C., 2024.

Seu ciclo de vida é holometabolo e possui quatro fases (Figura 05): ovo
(periodo de incubacdo entre 7 e 12 dias), larva (com duracdo de 30 a 60 dias), pupa (duracao
de 5 a 13 dias) e adultos, com média de longevidade em 203 dias para machos e 224 dias para

fémeas (Precetti; Arrigoni, 1990; Leite et al., 2006).

Figura 05 — Fases do ciclo de vida de Sphenophorus levis: a. ovo; b. larva; c. pupa; d. adulto. Fonte: imagens a,
b e c: Costa, V. A., Martins, L. F., 2018; imagem d. Pereira, R.M.C., 2023.
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O besouro apresenta habito noturno e é pouco agil em sua mobilidade, além de
possuir a estratégia de simulacdo de morte quando tocado (tanatose). Em campo, os adultos se
encontram abaixo do nivel do solo, geralmente nas brotacGes e raizes, podendo também
permanecer nos restos vegetais, o que facilita a sua permanéncia na cultura. Em relacédo a
dispersdo no campo, mesmo os besouros adultos possuindo asas, tém baixa capacidade de voo
e, basicamente, o seu deslocamento é realizado por caminhamento. O deslocamento do macho
pode chegar a 3 m/diat (metros por dia) e o da fémea até 5 m/diat, com capacidade de infestar
167,4 ha/ano, o que justifica mais pesquisas em busca de inovacdes para o controle desse
coleodptero (Precetti; Teran, 1983; Casteliani et al., 2020).

3.6 Fermentacdo liquida submersa — FLS

Os primordios da fermentacdo remontam as primeiras civilizagbes, quando
praticas de fermentacdo eram empregadas na producdo de alimentos como pao, cerveja e
queijo. No entanto, foi somente no século XX que a fermentacdo liquida submersa (FLS)
comegou a ser explorada de forma sistematica como uma técnica de cultivo de
microrganismos em larga escala (Alves, 1992; VVandenberghe, 2003; Alterthum et al., 2021).

No Brasil, o desenvolvimento da FLS teve amplo crescimento, especialmente a
partir da década de 1970, quando a pesquisa cientifica e tecnoldgica passou a receber maior
atencdo devido ao sucesso na producdo de etanol a partir da fermentacdo de matérias-primas
como a cana-de-acucar. Além disso, avancos significativos foram alcangcados na produgéo de
enzimas, como proteases e lipases, com aplicacdes na industria de diversos setores, incluindo
alimentos, detergentes, biocombustiveis e biocontrole (Leite, 2003; Farinas, 2015; Alterthum
etal., 2021).

A fermentacdo liquida submersa (FLS) é amplamente estudada e aplicada
globalmente, tanto em ambientes académicos quanto industriais, com o objetivo de produzir
uma vasta gama de metabdlitos secundarios a partir de diferentes microrganismos. Este
processo envolve a utilizacdo de cultivos microbianos submersos em meio liquido, onde
condigbes ambientais, como pH, temperatura, oxigénio dissolvido e nutrientes, sdo
rigorosamente controladas para otimizar a producdo de compostos de interesse. A levedura

Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada na industria da panificacdo e na inddstria
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de bebidas. Muito utilizadas em processos fermentativos industriais por meio da FLS séo as
bactérias, como Bacillus thuringiensis, conhecida por sua aplicacdo na producdo de
bioinseticidas. Este microrganismo é cultivado em fermentacdo liquida para gerar proteinas
cristalinas com atividade inseticida especifica contra determinadas pragas agricolas, sendo
amplamente utilizado no controle biologico de insetos. Além disso, B. thuringiensis e outras
espécies do género Bacillus sdo frequentemente utilizadas na producéo de bioinoculantes, que
sdo produtos biologicos aplicados ao solo ou as plantas para promover o crescimento vegetal
e a salude do solo, além de serem alternativas sustentaveis aos fertilizantes e pesticidas
quimicos. No Brasil, assim como em outras partes do mundo, o desenvolvimento da FLS tem
sido impulsionado por avancos cientificos e tecnoldgicos, resultando em bons resultados e
contribuindo para o progresso e inovagdo nos bioprocessos (Jackson; Mascarin, 2015;
Mascarin; Jaronski, 2016; Alterthum et al., 2021).

Métodos de pesquisa variados foram empregados ao longo dos anos nos
processos sob fermentacdo liquida, incluindo estudos de otimizacdo de meios de cultura,
modelagem matematica, desenvolvimento de diferentes Erlenmeyers e biorreatores e técnicas
analiticas avancadas. Esses estudos sdo de grande importancia, pois geram inovacgao e
proporcionam o desenvolvimento de produtos comercialmente viaveis derivados da FLS
(Mascarin et al., 2019; Alterthum, 2021).

3.7 Desenvolvimento de meio de cultura liquido

Com o objetivo de otimizar a producdo de microrganismos e visando inovagéo
e garantia de bioprodutos de eficiéncia no controle bioldgico de pragas, o desenvolvimento de
meios de cultura para fermentacdo liquida para o crescimento e producédo de fungos, bactérias
e nematoides tém sido objeto de estudos em diferentes institutos de pesquisa e universidades
(Mascarin et al., 2019).

A producdo desses microrganismos em grande escala para uso comercial
requer o desenvolvimento de meios de cultura eficientes para obter alta produtividade e
qualidade das células de interesse. Nesse sentido, 0 processo de selecdo de meio de cultura
para producdo de fungos entomopatogénicos € fundamental, pois a composi¢do do meio pode
afetar a produgdo das células desses microrganismos, tanto no tamanho e capacidade de
viruléncia quanto na quantidade de biomassa e na producdo de metabdlitos de interesse

(Batista-Filho et al., 1985; Alves, 1992; Mascarin et al., 2014). Dessa forma, ensaios seletivos
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ou "screening” do meio de cultura s&o importantes para identificar o melhor meio de cultura
para a producdo desses microrganismos, visando maior concentracdo de células e outras
condigdes que permitam a producdo em larga escala e boa aplicagdo em campo.

Para a realizacdo dos ensaios seletivos, é necessario um bom balanceamento
dos componentes do meio de cultura. Essa etapa é de grande importancia para o0 sucesso da
producdo das células, que no caso dos fungos, sdo os blastosporos, ja que a propor¢do dos
nutrientes afeta diretamente seu crescimento e desenvolvimento (Mascarin et al., 2019).

Na selecdo de novos meios de cultura para cultivo submerso de fungos
entomopatogénicos, a fonte de carbono deve ser o principal componente, pois fornece o
elemento mais importante para a construcdo das células, o carbono. Este compGe cerca de
50% da biomassa seca, além de fornecer a energia necessaria para o metabolismo do
microrganismo (Kampen, 2014; Cojanu; Luminare, 2021).

Na formulacdo de meio de cultura para fermentacdo liquida submersa de
fungos entomopatogénicos, uma variedade de sais e nutrientes pode ser empregada para
garantir um ambiente propicio ao crescimento e desenvolvimento das cepas. Entre 0s sais
minerais comumente utilizados, destacam-se: nitrato de sdédio (NaNOs), cloreto de potassio
(KCL), fosfato de potassio monobasico (KH2POs), sulfato de magnésio (MgSOa), sulfato
ferroso heptahidratado (FeSO4.H20), sulfato de manganés heptahidratado (MnSOa4.H-0),
sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20) e cloreto de calcio (CaCl.) (Jackson et al.,
2012; Mascarin et al, 2015; Parveen; Jeyarani; Jayapradha, 2021).

Um exemplo da importancia da composicao da formula é o cloreto de calcio.
Ele é frequentemente incluido no meio de cultura devido ao seu papel na manutencdo da
integridade da parede celular e na regulacdo osmética das células fungicas. A presenca de
calcio também pode influenciar a producdo de esporos e a resisténcia do fungo a condicGes
adversas do ambiente (Mascarin et al., 2014; Alterthum et al., 2021; Yousef-Yousef et al.,
2022).

Para suprir as necessidades de vitaminas, pode-se incluir a adicdo de
complexos vitaminicos que podem conter substancias tais como: tiamina (Ci12H17N4sOS+),
riboflavina (Ci7H20N4Os), pantotenato de célcio (CigH32CaN2010), niacina (CsHsNO2),
piridoxamina (CgH12N207), acido fdlico (Ci9H19N7Og), biotina (C10H16N203S) e B12
(Ce3HgsCoN14014P), que desempenham papéis vitais como cofatores em diversas reagdes
metabdlicas, contribuindo para o crescimento e metabolismo adequados dos fungos

entomopatogénicos (Jackson et al, 2012, Mascarin et al., 2014).
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Além dos nutrientes mencionados, outros compostos podem ser adicionados ao
meio de cultura para promover o crescimento e a producdo de metabolitos especificos. Por
exemplo, aminoacidos como glutamina (CsH10N203) e alanina (C3H7NO2) podem ser
suplementados para auxiliar na sintese proteica e na producdo de toxinas fungicas com
potencial inseticida (Jackson; Jaronski, 2012; Alterthum et al., 2021).

No caso dos fungos entomopatogénicos, meios de cultura inovadores ainda sdo
alvo de pesquisas, pois, além da migracao da fermentacdo sdlida em arroz parboilizado, a FLS
ainda € relativamente nova para a otimizacdo na producdo desses microrganismos. Ha um
crescimento no segmento, visando também as vantagens que O processo permite: maior
facilidade de padronizacéo do processo, permitindo a multiplicagdo das células blastosporicas
(blastosporos ou blastoconidios) em um menor periodo, além das garantias de um produto
com boa aplicabilidade e eficiéncia (Ortiz-Urquiza et al., 2010; Mascarin, 2014; Yousef-
Yousef et al., 2022).

3.8 Biorreatores de bancada

No Brasil, o uso de biorreatores de bancada tem ganhado destaque nos Gltimos
anos, uma vez que a pesquisa em controle biologico de pragas com a utilizacdo de
fermentacgdo liquida submersa tem se intensificado. A busca por inovagao e a necessidade de
producdo com qualidade, eficiéncia e menor tempo de producéo, passivel de escalonamento,
tem despertado o interesse de diversas empresas. Este cenario contribui para o engajamento
de instituicOes de pesquisa e universidades na apresentacdo de projetos de grande porte, com
investimentos na aquisicdo e desenvolvimento desses equipamentos para apoiar estudos
avancados sobre a producdo de agentes de controle biologico (Almeida, 2020; Alterthum et
al.,2021).

Os biorreatores, em geral, s&o compostos por diversas pecas, como a torre de
comandos, que é onde se faz a programacdo dos parametros desejados; as bombas
peristalticas, que sdo responsaveis por bombear 0os componentes para dentro do vaso contendo
0 meio de cultura; o sistema de resfriamento por meio do chiller e condensador; as portas de
entrada na tampa do vaso ou dorna; e demais componentes como mangueiras, filtros e cabos.
Entretanto, essenciais e de maior importancia para o desempenho de sucesso na produgdo por

FLS, estdo o sistema de agitacdo, que pode incluir diferentes formatos de impelidores, além
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de variacdo na rotacdo por minuto (RPM), sendo estes responsaveis por manter o meio de
cultura homogeneizado e garantir uma distribuicdo uniforme de nutrientes e oxigénio aos
microrganismos em crescimento (Alterthum et al.,, 2021; Yousef-Yousef et al., 2022).
Um dos impelidores mais utilizados em biorreatores de bancada pode ser composto por seis a
oito pas planas e é conhecido como turbina de Rushton (RT). Este tipo de impelidor é
montado radialmente, verticalmente ao longo do eixo de agitagcdo, proporcionando agitacdo

radial unidirecional do fluxo do meio (Figura 06).

Figura 06 — Impelidor para biorreator de bancada: a) turbina de Rushton; b) fluxo em relagdo ao vaso;
C: movimento em relacdo as Chicanas. Imagem: a = Pereira, RM.C., 2023, b e ¢ adaptada de Alterthum, 2021.

Outros componentes de grande importancia para o cultivo das células fungicas
ou de outros microrganismos em biorreatores, sejam eles de bancada, piloto ou industrial, sdo:
a sonda de pH, que é importante para a detec¢do de maior ou menor entrada de acidos e bases;
a sonda de temperatura, que permite a autorregulagem por meio do controle termostatico,
utilizando o chiller (banho termostatizado) e o condensador; a sonda de pO2, que mede a
pressdo do ar no interior do vaso (Mascarin et al, 2019; Tonso et al, 2021; Alterthum et al.,
2021)

Além disso, existem diferentes tipos de biorreatores de bancada, que podem
atender a diferentes demandas em relacdo ao custo-beneficio e a eficiéncia nos bioprocessos.
Esses equipamentos podem funcionar em diferentes configurages: em coluna de bolhas,

airlift de cilindros, airlift split-cylinder, entre outros (Figura 07).



46

(a) (b) (c)

Figura 07— Tipos de biorreatores: a: coluna de bolhas, b: airlift de cilindros concéntricos e c: airlift split-
cylinder. Imagem adaptada de Mendes, 2016.

Além desses, um modelo bastante utilizado é o biorreator “Stirred Tank

Reactor” (STR), também conhecido como tanque agitado (Figura 08).

Figura 08— Biorreatores tipo Stirred Tank Reactor — STR com fermentacdo do meio T1.S.11-2023 de
Metarhizium anisopliae IBCB383. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.

Oferecendo vantagens significativas em relacdo a escalabilidade dos processos
de fermentacdo, os biorreatores de bancada proporcionam resultados que podem ser

extrapolados para biorreatores maiores, como 0s pilotos, considerados aqueles com
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capacidade entre 50 e 500 L, e os utilizados em escala industrial, considerados acima de
500 L (Figura 09).

Industria
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Figura 09 — Biorreatores em escalonamento: a) inoculos em Erlenmeyers, b) producdo em biorreator de
bancada, c¢) biorreator de escala piloto e d) biorreator de escala industrial. Imagem adaptada de:
profissdobiotec.com.br, 2018.

Dessa forma, esse processo de escalabilidade é fundamental para a viabilidade
econdbmica e a comercializagdo dos produtos de controle bioldgico com base em
microrganismos produzidos pelo processo de fermentacdo liquida submersa (Mascarin et al.,
2015; Tonso, 2021).

Outro aspecto importante para os trabalhos desenvolvidos com biorreatores de
bancada é a possibilidade de controlar parametros como o potencial de hidrogénio (pH).
Dessa maneira, a proporcao ideal da concentracdo de substancias, tais como acidos e bases,
para controlar o pH durante a fermentacdo liquida submersa (FLS) de um fungo
entomopatogénico pode variar dependendo do tipo de fungo, do meio de cultivo e das
condicBes especificas do processo de fermentacdo (Jackson e Jaronski, 2012; Mascarin et al.,
2015).

A escolha da faixa ideal do pH deve ser a melhor possivel, conforme a
necessidade do microrganismo alvo. Além disso, a escolha do agente de controle (acidos e
bases) e a titulacdo sdo condi¢des especificas para 0 bom desempenho do meio na produgéo
da concentracdo ideal, sendo importante realizar ajustes e otimizagcbes com base nos
resultados dos testes (Mascarin et al., 2015; Alterthum et al., 2021).
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Além disso, os biorreatores de bancada desempenham um papel importante na
pesquisa acerca do comportamento e producdo de metabolitos secundarios dos agentes de
controle bioldgico. Ao estudar diferentes meios de cultura, bem como veiculos de formulagéo,
como os adjuvantes, surfactantes, entre outros, com o uso dos biorreatores, é possivel o
desenvolvimento de produtos mais estaveis, eficazes e praticos para uso no campo, que
podem ser aplicados de forma eficiente e segura, maximizando o impacto no controle de
pragas agricolas (Tonso et al., 2021).

Assim, os trabalhos desenvolvidos com biorreatores de bancada representam
uma contribuicdo significativa para o avango da ciéncia e tecnologia no campo do controle
bioldgico de pragas. Ao combinar conhecimentos de microbiologia, engenharia de processos e
biotecnologia, os desafios estdo sendo vencidos, transformando a maneira como enfrentamos
os problemas das pragas agricolas (Mascarin et al., 2019; Almeida, 2020; Yousef-Yousef et
al., 2022).

3.9. Bioinseticidas no controle biolégico

Nos Gltimos anos, apesar do crescimento continuo na utilizacdo de bioprodutos
em relacdo aos produtos quimicos na agricultura brasileira, 0 uso dos bioinseticidas ainda é
timido em relacdo a quantidade de hectares que poderiam ser tratados pela utilizacdo de
agentes de controle bioldgico. Conforme dados da Agrofit, em marco de 2024, o Brasil possui
registro de um total de 785 biopesticidas, sendo: 295 inseticidas microbioldgicos, 114
fungicidas microbioldgicos, 78 nematicidas microbiologicos, 53 acaricidas microbiolégicos, 5
bactericidas microbiologicos, 94 agentes bioldgicos de controle e 48 a base de feromonios.

Bioinseticidas que  possuem  microrganismos, como 0s  fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, sdo 0s mais comuns e
representam uma alternativa promissora aos pesticidas sintéticos no controle de pragas
agricolas (Almeida; Batista-Filho, 2016; Mascarin; Pauli, 2010; Pereira; Almeida; Batista-
Filho, 2023). No entanto, a eficacia desses agentes biologicos esta ligada aos tipos de
formulagdes, bem como aos métodos de producdo e as estruturas fungicas utilizadas (conidios
aéreos ou blastosporos), método de aplicacdo em campo e as condicGes climaticas, que podem
influenciar sua viabilidade, dispersdo, persisténcia e capacidade de controle das pragas-alvo
(Alves, 1998; Soza-Gomes, 2010; Acheampong et al., 2020; Maruyama et al., 2020; Felizatti
et al., 2021; Spletozer, 2021).
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Apesar das vantagens ja demonstradas pela ado¢do dos bioprodutos e do
crescimento na adocdo desses por parte dos produtores, os meios de aplicacdo ainda
continuam sendo os mesmos utilizados para as caldas convencionais aplicadas aos
agroquimicos (Pereira; Almeida; Batista-Filho, 2021). Um dos métodos mais comuns de
aplicacdo é a pulverizacdo. Este método é amplamente utilizado devido a sua praticidade e
eficacia em atingir as partes aéreas das culturas, onde muitas pragas se alimentam ou se
abrigam. No entanto, este método perde a eficiéncia no caso de enfrentamento aos insetos de
habitos cripticos. Assim, dentro do conceito de manejo integrado de pragas (MIP), diferentes
tipos de controle aplicados a uma praga podem proporcionar maior eficiéncia, principalmente
naqueles insetos-praga com habitos cripticos. No caso do controle de Sphenophorus levis, a
combinacdo de dois ou mais métodos pode ser promissora (Carvalho; Barcelos, 2012;
Bitsadze et al., 2013).

Outros métodos de aplicacdo de bioinseticidas tém sido explorados, como a
aplicacdo liquida diretamente no solo, que, em alguns casos, como na cultura da cana-de-
acucar, € realizada juntamente as soqueiras no momento do corte. Técnica que, apesar de ndo
ser especifica para 0 uso de microrganismos, tem sido bastante utilizada visando a economia
de mé&o de obra. Este tipo de aplicagdo envolve a incorporacdo do agente biolégico no solo
proximo as raizes das plantas hospedeiras, visando atingir aquelas pragas que se alimentam
das raizes ou do sistema radicular (Custodio et al., 2017). O controle por meio de iscas e
armadilhas também € eficiente para insetos-praga de habitos subterraneos. Em geral, esses
dispositivos utilizam combinagdes de atrativos para atrair os insetos-alvo para um substrato
contendo o0 bioinseticida, onde sdo infectados (Brilhante et al., 2022).

Apesar dos avangos nas pesquisas para o desenvolvimento de bioinseticidas,
ainda existem desafios a serem superados para garantir sua eficacia e maior adocdo em
campo. Além das questdes de registro e legislacdo, um dos principais desafios é a formulacédo
do bioinseticida. Este deve levar em conta diferentes aspectos de maneira que o bioformulado
permita maior tempo de estabilidade (shelf-life) e viabilidade durante os procedimentos e
condi¢des de armazenamento e transporte, garantindo assim a qualidade e eficiéncia do agente
biolégico no ambiente (Almeida, 2020; Pereira; Almeida; Batista-Filho, 2023).
Assim, apesar do potencial dos bioinseticidas no controle das pragas agricolas, ainda existem

desafios a serem superados para garantir sua eficacia e adocéo pelos produtores.



50

3.10. Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos tém despertado crescente interesse na
agricultura como uma alternativa sustentavel e eficaz no controle de pragas. Estes organismos
apresentam a capacidade de infectar e matar insetos, oferecendo uma abordagem biol6gica
para 0 manejo integrado de pragas (Alves, 1998; Pereira; Almeida; Batista-Filho, 2021;
Pereira; Almeida; Batista-Filho, 2023).

No contexto da cultura da cana-de-aclcar, o bicudo-da-cana-de-agUcar
(Sphenophorus levis) representa uma ameaca significativa, e os fungos entomopatogénicos,
como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, tém sido estudados como solugfes para
reduzir danos as plantacGes (Almeida et al., 2005; Brilhante et al., 2022). Estes fungos sao
eficazes no controle de pragas como o bicudo-da-cana-de-acUcar na fase adulta, impedindo
ou minimizando sua reproducdo (Alves, 1998; Alves et al., 2008; Vinha et al., 2019). De
acordo com o Ibama, as cepas B. bassiana CAS-63428-82-0 e M. anisopliae CAS-67892-13-1
tém baixo risco toxicoldgico para humanos, animais e 0 meio ambiente, desde que utilizadas
de forma apropriada. Esses fungos s@o agentes de biocontrole amplamente aplicados na
agricultura para o controle de insetos e acaros, sendo especificos para as pragas-alvo.

As cepas de fungos entomopatogénicos sdo isoladas de diversas fontes, como
solos, plantas e insetos, refletindo a biodiversidade natural, onde esses fungos evoluiram ao
longo de milhdes de anos em um processo complexo de adaptacOes e selecdo natural. Tais
cepas apresentam caracteristicas genéticas e bioquimicas distintas conforme a regido
geografica de origem (Alves, 1998; Batista-Filho et al., 2016; Mascarin et al., 2016). O
entendimento da origem e evolucdo desses fungos é essencial para a pesquisa, visto que B.
bassiana e M. anisopliae sdo exemplos notaveis de microorganismos com alta capacidade
entomopatogénica, amplamente usados em biopesticidas (Mascarin et al., 2016; Bernardo et
al., 2020).

O fungo B. bassiana, um organismo polifago, pode infectar diversos
hospedeiros de diferentes ordens, sendo descrito por Agostino Bassi no século XIX.
Classificado dentro do reino Fungi, B. bassiana pertence ao filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Cordycipitaceae, género Beauveria e espécie
Beauveria bassiana (Mascarin et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Bernardo et al., 2020). Ja M.
anisopliae, com maior especificidade para insetos da ordem Coleoptera, como besouros e suas
larvas, também ¢é utilizado globalmente no controle de pragas (Oliveira et al., 2015; Marciano

et al., 2021). Dentro do reino Fungi, M. anisopliae é classificado no filo Ascomycota, classe
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Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Clavicipitaceae, género Metarhizium e espécie
Metarhizium anisopliae (Ibama, 2019).

Ambos os fungos possuem adaptacGes bioquimicas (como quitinases) e
morfoldgicas (como plasticidade fenotipica), permitindo-lhes colonizar e infectar hospedeiros
com eficacia. Eles produzem estruturas especializadas, como conidios aéreos (em
fermentacdo sélida) e blastosporos (em fermentacdo liquida), além de hifas e
microesclerddios (Yousef-Yousef et al., 2022). Essas estruturas variam conforme a espécie e
sdo essenciais para o ciclo de vida e infecgdo nas pragas. Os fungos, entomopatogénicos,
também possuem mecanismos que superam as defesas dos insetos e causam doengas
(Mascarin e Jaronski, 2016; Marciano et al., 2021).

A capacidade desses fungos de infectar insetos e sobreviver em diferentes
ambientes foi crucial para sua disseminacdo e sucesso como agentes de biocontrole. As
relagbes patdgeno-hospedeiro sdo complexas e fundamentais para a bioecologia de cada
microrganismo, sendo amplamente estudadas para aprimorar a eficacia no manejo integrado
de pragas (Alves, 1998; Oliveira et al., 2015; Mascarin e Jaronski, 2016).

O conhecimento sobre a origem das cepas é essencial, pois permite detectar
fatores que influenciam suas caracteristicas genéticas e bioquimicas, impactando sua
adaptacdo a diferentes condi¢cBes ambientais e sua eficiéncia no processo infectivo. (Driver,
2000). A selecdo das cepas €, no entanto, apenas um dos fatores determinantes para o0 sucesso
do controle bioldgico de insetos. A formulacdo do produto e a estratégia de aplicacdo sdo
igualmente importantes para garantir a eficacia do uso de fungos entomopatogénicos
(Mascarin et al., 2019; Pereira et al., 2021).
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3.11 Uso de blastosporos como bioinseticida

Blastosporos ou blastoconidios sdo estruturas unicelulares de reproducao
assexuada encontradas em fungos entomopatogénicos. Sao células vegetativas, semelhantes a
leveduras, apresentam formas arredondadas ou ovaladas, dependendo da espécie de fungo
(Figura 10).

Figura 10 — Em destaque blastosporos do fugo Metarhizium anisopliae IBCB383 coletados de amostra de
fermentacdo do biorreator 72h, em camara de Neubauer na diluicdo 10 e sob microscdpio optico em 400x.
Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.

Em geral, os blastosporos ou blastoconidios sdo formados na hemocele do
hospedeiro durante uma das fases do processo infectivo. Essas estruturas podem ser
produzidas em meio de cultura liquido que simule a hemocele do hospedeiro. Mais
recentemente, visando a producdo de novos formulados para bioinseticidas, estas células tém
despertado interesse e expectativas relacionadas as questdes de inovacdo para producdo e
insercdo de bioinseticidas no mercado (Mascarin et al., 2019; Bernardo et al., 2020). As
células blastospéricas (blastosporos ou blastoconidios) sdo responsaveis pela infeccdo e
colonizacdo do corpo do hospedeiro e, posteriormente, pela disseminacdo da doenca (Figura
11).
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Figura 11 — Processo infectivo apds adesdo do fungo entomopatogénico em hospedeiro. Imagem adaptada de
Mascarin e Jaronski, 2016

Essas células tém sido estudadas pelo fato de apresentarem boa capacidade
infectiva, mas enfrentam desafios para formulacdo devido a sensibilidade de sua estrutura
membranosa, que difere dos conidios aéreos, 0s quais contém quitina em sua estrutura de
resisténcia (Ottati-de-Lima, 2010; Mascarin; Jaronski, 2016).

A eficacia dos blastosporos de fungos entomopatogénicos no controle de
pragas agricolas esta relacionada a sua capacidade infectiva. Entretanto, sua capacidade de
penetrar na cuticula dos insetos, como o mecanismo utilizado pela estrutura conidio aéreo,
ainda é investigada. Quer por conidios aéreos ou por blastosporos, uma vez infectado, o fungo
se multiplica rapidamente, colonizando o inseto e causando sua morte em poucos dias. Esse
mecanismo de acdo especifico torna os bioinseticidas a base de fungos uma alternativa
altamente seletiva e segura em comparagao com outros métodos de controle de pragas (Alves,
1998; Ottati-de-Lima, 2010; Mascarin et al., 2014).

Esses bioinseticidas sdo considerados uma ferramenta importante no manejo
integrado de pragas, complementando o uso de pesticidas quimicos e promovendo uma
abordagem mais sustentavel e equilibrada para a protecdo das lavouras (Mascarin et al.,
2014).

Um dos desafios enfrentados na aplicagdo de bioinseticidas a base de
blastosporos de fungos entomopatogénicos € a necessidade de otimizar as condi¢cdes de
cultivo e formulacdo para garantir a viabilidade e eficacia dos microrganismos no campo.
Pesquisas ainda sdo necessarias para desenvolver formulagdes estaveis e de alta qualidade que
possam ser aplicadas de forma eficaz em diferentes condi¢cGes ambientais, principalmente no
territorio brasileiro, onde ha grande variacdo climatica, quer seja nos biomas, nas transi¢coes

entre eles, nos microbiomas especificos de cada cultura, ou ainda em funcdo da
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biodiversidade (Ottati-de-Lima, 2010; Parra, 2002; Mascarin et al., 2019; Bernardo et al.,
2020).

Além disso, o repasse do conhecimento produzido nas pesquisas cientificas e a
conscientizacdo dos agricultores sobre os beneficios e 0 uso adequado de bioinseticidas & base
de fungos entomopatogénicos sao fundamentais para a credibilidade da eficiéncia do controle
bioldgico. Esse ciclo permite a continuidade das pesquisas e do desenvolvimento de novas
formulacdes e inovagdes para uma agricultura mais sustentavel e resiliente aos desafios

futuros.

3.12 Controle de pragas com bioinseticidas

O uso de bioinseticidas no Brasil tem crescido significativamente, refletindo
uma tendéncia global de busca por alternativas mais sustentaveis e menos agressivas ao meio
ambiente em comparacdo aos pesticidas quimicos convencionais (CropLife, 2024). O pais,
com sua vasta agricultura e biodiversidade, € um dos principais mercados para bioinseticidas
e tem registrado uma taxa de crescimento anual expressiva, impulsionada pela demanda por
praticas agricolas mais ecoldgicas e pela pressdo regulatéria sobre o uso de agrogquimicos
tradicionais (Bortolotti; Martins, 2022).

Em grandes culturas, como as de soja, milho, algodéao, cana-de-agucar e frutas,
incluindo laranja e uva, os bioinseticidas estédo entre os produtos mais utilizados no Brasil. O
controle de pragas em culturas orgénicas e em sistemas de producdo integrada também tem
impulsionado o crescimento desse mercado (Thayna et al., 2021).

Conforme informacdes da CropLife Brasil (safra 2023/2024), os bioinsumos
s80 uma aposta crescente na agricultura brasileira, com um aumento de 15% nas vendas na
safra 2023/2024, somando R$ 5 bilhdes. Globalmente, espera-se um crescimento anual de
13% a 14% até 2032, chegando a US$ 45 bilhdes, trés vezes o valor atual. Os produtos de
controle bioldgico lideram o segmento, representando 57% desse mercado e devem
permanecer como a maior parcela.

A utilizacdo de bioinseticidas para o controle bioldgico de S. levis, conhecido
como bicudo-da-cana-de-agucar, tem sido objeto de estudo e pesquisa ao longo dos anos.
Desde a década de 1950, o controle bioldgico ja era utilizado no manejo de pragas da cana-de-

acucar. Mais especificamente, em 1974, houve intensificacdo dessa pratica, quando foi
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introduzida a Cotesia flavipes para o controle da broca-da-cana-de-agucar, Diatraea
saccharalis (Mendonca, 1996; Pereira; Santos, 2022).

Outro exemplo classico de controle de pragas na cultura da cana-de-agucar € o
caso da cigarrinha-das-raizes, Mahanarva fimbriolata, cujo sucesso no controle foi obtido por
meio da aplicacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Alves et al., 2008).
Devido a extensdo das areas de plantio, até 2013, esses dois tipos de biocontroladores eram 0s
mais utilizados (Parra et al., 2010; Pinto et al., 2013).

Estudos com a utilizagdo do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana e de
nematoides entomopatogénicos para controle de S. levis também tém apresentado resultados
promissores. O mesmo pode ser dito para 0 uso de bactérias entomopatogénicas,
principalmente Bacillus thuringiensis, que, apds experimentos com larvas de S. levis,
mostraram resultados satisfatorios para o controle dessa praga (Polanczyk, et al., 2004; Leite
et al.,2006; Tavares et al., 2007; Cicero et al., 2009; Giometti et al., 2011; Leite et al., 2012;
Pereira; Santos, 2022).

Conforme Badilla e Alves (1991), a utilizacdo de iscas toxicas com o fungo
entomopatogénico B. bassiana apresentou resultados de mortalidade em cerca de 92%. Ainda
sobre o tipo de formulacdo, alguns estudos demonstraram a eficiéncia de B. bassiana no
controle de S. levis em campo e laboratério, quando aplicados na forma liquida ou granulada
(Salvador; Neto, 2012). Estudos com nematoides entomopatogénicos tém mostrado bons
resultados no controle da fase larval (Leite et al., 2006).

Assim, pode-se concluir que o potencial dos bioinseticidas a base de fungos
entomopatogénicos no controle bioldgico de S. levis na cultura da cana-de-agtcar é promissor.
No entanto, é necessario continuar investindo em pesquisa e desenvolvimento para otimizar as
formulacdes e os métodos de aplicacdo, visando maximizar a eficacia e a sustentabilidade do

controle bioldgico de S. levis em campos de cana-de-agUcar.
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CAPITULO |

PROSPECCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS E EDAFICOS DA CULTURA DA
CANA-DE-ACUCAR, E TESTES DE PATOGENICIDADE EM ADULTOS DE
Sphenophorus levis EM CONDICOES DE LABORATORIO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de prospectar fungos endofiticos e edaficos de cana-de-agUcar e
verificar o potencial entomopatogénico. As amostras foram coletadas em marco e abril de 2022
com origem em trés municipios do Estado de S&o Paulo. Foram realizadas duas coletas para cada
propriedade totalizando seis coletas. Em cada coleta foram escolhidas e retiradas 10 plantas e 10
amostras do solo do entorno de cada planta. Todos os fungos prospectados foram codificados ap6s
avaliacdo macroscopica com posterior selecéo e envio para a identificacdo molecular em nivel de
espécie. Foi realizado um teste de patogenicidade em larvas Galleria mellonella de diferentes
instares e em adultos de S. levis. Para o teste com G. mellonella foram escolhidas 18 placas
com diferentes morfotipos e col6nias bem desenvolvidas nas quais foram colocadas cinco
larvas que rastejaram por 60 segundos. Para a patogenicidade em adultos de S. levis foram
realizados trés experimentos com fungos endofiticos e trés experimentos com fungos
edaficos, sendo o método de aplicacdo por banho em 1 mL de suspensdo fangica por 60
segundos. Foram cinco tratamentos, incluindo a testemunha, com cinco repeti¢cdes com cinco
besouros em cada. Foi possivel testar trés fungos endofiticos com as concentracdes variando
entre 1x10° e 5x108 conidios/mL. A mortalidade foi avaliada por sete dias consecutivos com
colocacdo dos insetos em camara Umida para verificacdo de esporulacdo. Aos resultados
foram aplicados testes ANOVA ou ANOVA de Welch seguidos do teste Tukey por meio do
software RStudio®. Foi possivel a classificagdo macroscépica de 480 isolados endofiticos 96
edaficos e a identificacdo molecular de 17 fungos. Em G. mellonella, a patogenicidade foi de
80 % para os morfotipos USAFC2A1, USJFC6B1, USJFCOCL. As maiores médias de
mortalidades para S. levis foram: para o endofitico USARC10C2 com média de 4,0 para o
fungo edafico ATSC2C1 com 5,0.

Palavras-chave: potencial entomopatogénico. mortalidade. tratamentos. cAmara Umida
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ABSTRACT

The objective of this study was to prospect endophytic and edaphic fungi from sugarcane and
evaluate their entomopathogenic potential. Samples were collected in March and April 2022
from three municipalities in the State of Sdo Paulo. Two collections were carried out at each
property, totaling six collections. For each collection, 10 plants and 10 soil samples
surrounding each plant were selected and retrieved. All prospected fungi were coded after
macroscopic evaluation, followed by selection and molecular identification at the species
level. A pathogenicity test was conducted on Galleria mellonella larvae at different instar
stages and on Sphenophorus levis adults. For the G. mellonella test, 18 plates containing
different morphotypes and well-developed fungal colonies were selected, on which five larvae
were placed to crawl for 60 seconds. For the pathogenicity test on S. levis adults, three
experiments with endophytic fungi and three experiments with edaphic fungi were conducted,
with the application method involving immersion in 1 mL of fungal suspension for 60
seconds. Five treatments, including a control, were performed, with five replicates containing
five beetles each. It was possible to test three endophytic fungi with concentrations ranging
from 1x10° to 5%10® conidia/mL. Mortality was assessed over seven consecutive days by
placing the insects in a humid chamber to verify sporulation. The results were analyzed using
ANOVA or Welch's ANOVA, followed by Tukey's test, through the RStudio® software. A
total of 480 macroscopic classifications of endophytic isolates and 96 of edaphic isolates were
obtained, with molecular identification performed on 17 fungi. For G. mellonella,
pathogenicity reached 80% for the morphotypes USAFC2A1, USJFC6B1, and USJFC9CL1.
The highest average mortalities for S. levis were observed for the endophytic fungus
USARC10C2, with an average of 4.0, and the edaphic fungus ATSC2C1, with an average
of 5.0.

Keywords: entomopathogenic potential. mortality. treatments. humid chamber
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5. INTRODUCAO

A introducdo do termo endofitico na literatura de estudos de microrganismos
surgiu da necessidade de descrever e entender a relacdo simbiotica entre organismos vivos
que habitam o interior de plantas. Esse conceito tem suas raizes na ecologia e na
microbiologia, buscando a compreensédo da diversidade e da funcdo dos microrganismos que
tém seu habitat no interior das plantas. O termo foi utilizado pela primeira vez pelo
microbiologista e micélogo alemdo Debary (1866), sendo inicialmente empregado para todos
0s microrganismos encontrados dentro de uma planta (Toofanee; Dulynamode, 2002).

Os organismos endofiticos passaram a ter maior atencao nas pesquisas a partir
dos anos de 1970, por apresentarem propriedades com potenciais para protecdo vegetal
(Azevedo et al., 2002). Metabdlitos desses organismos podem conter toxinas, antibidticos,
antioxidantes, enzimas extracelulares, entre outras caracteristicas que sao de interesse para 0
desenvolvimento biotecnoldégico em segmentos importantes, tais como a industria
farmacéutica, a alimenticia e o setor agricola. Além disso, a interacdo endofitico-hospedeiro
pode proporcionar efeitos de resisténcia a doencas (alcaloides, flavonoides, diterpenos),
repeléncia a insetos-praga, organismos patogénicos e até a herbivoros, o que tem levado ao
aumento de pesquisas para a prospecc¢édo e identificacdo desses organismos (Azevedo, 1998;
Zhang; Song; Tan, 2006; Cuzzi et al., 2011; Bernardi-Wenzel et al., 2012; Azevedo; Barata,
2018; Rho et al., 2018; Embrapa Meio Ambiente, 2021; Bogas et al., 2024).

Em geral, plantas que habitam nichos com maior diversidade de espécies
tendem a possuir, igualmente, maior diversidade de endofiticos, podendo variar em funcéo da
localizacdo geografica, condi¢Bes ecoldgicas, climaticas e sazonais (Hawksworth, 2001;
Souza et al., 2019). Em estudos sobre a inser¢do de fungos endofiticos na composicdo de
microrganismos que habitam as plantas, Hawksworth e Rossman (1997) sugeriram a
existéncia de cerca de seis espécies de fungos por planta. No entanto, ao considerar 0s
endofiticos como fungos habitantes das plantas, esse nUmero aumentou para 33, confirmando
a relevancia dos endofiticos na composicdo da diversidade microbiana (Tan; Zou, 2001;
Strobel et al., 2004). Em sistemas de monoculturas, como soja, eucalipto, café e cana-de-
acucar, as plantas podem apresentar endofiticos mais especificos, relacionados ao tipo de
adubacdo e aos tratamentos culturais, tais como promotores de crescimento e

entomopatogenos (Moreira; Siqueira, 2006; Forzza et al., 2010).
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Os fungos edéaficos sdo importantes habitantes do solo, desempenhando
funcbes ecoldgicas relevantes, como a decomposicdao da matéria organica, a ciclagem de
nutrientes e a promogéo do crescimento das plantas. Esses fungos sdo encontrados em quase
todos os tipos de solos, desde desertos até florestas tropicais, e constituem uma parte essencial
da biodiversidade do solo (Freitas et al., 2009). Além disso, podem formar associa¢fes
simbioticas com raizes das plantas (micorrizas), auxiliando no crescimento e na saude das
plantas (Van Der Heijden et al., 2015; Santos et al., 2018).

A cultura da cana-de-agucar é reconhecidamente uma das mais importantes em
ambito mundial. Além da producéo de agUcar, a cultura esta vinculada a questdes energéticas
e a inovacdo nos biocombustiveis. Apesar de sua relevancia, mesmo com o desenvolvimento
de espécies melhoradas ou organismos geneticamente modificados (OGM), a cultura ainda
enfrenta ataques de pragas, como Sphenophorus levis (Casteliani, 2020).

O controle das pragas da cana-de-agucar €, em geral, realizado com produtos
quimicos. No entanto, nos ultimos anos, a adocdo de bioprodutos para controle de doencas e
pragas tem aumentado. Quanto ao uso de bioprodutos baseados em fungos
entomopatogénicos, € mais comum a utilizacdo de formulacbes em pdé molhavel,
microencapsulados ou liquidos (Bittencourt et al., 2017; Almeida et al., 2020; Santos et al.,
2018; Oliveira et al., 2021).

O controle biologico de pragas e doengas com base em fungos endofiticos ou
edaficos ainda é uma area de pesquisa em desenvolvimento, com muitos desafios a serem
enfrentados. A selecdo de espécies de fungos com potencial de patogenicidade, a capacidade
de multiplicacdo dos conidios, a produgdo em larga escala com concentragfes efetivas no
campo e a defini¢do de formas eficazes e econdmicas de aplicacdo no campo sdo aspectos que

ainda necessitam de continuidade nas pesquisas (Almeida, 2020; Alterthum et al., 2021).

6. OBJETIVO

Prospeccédo de fungos endofiticos e edaficos de folhas, raizes e solo de cana-
de-acucar comercial e a verificagdo do potencial entomopatogénico em adultos de

Sphenophorus levis.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1 Localizacéo das coletas

Nos meses de marc¢o e abril de 2022, periodo chuvoso, foram realizadas duas

coletas de solo em trés regides do Estado de Sdo Paulo (Figura 12).

Sertdozinho, Usina Santo
Anténio, coordenadas:
21°07°04"S; 47°57'38”W.

p

= ——> Araras, Usina S3o Joao,
‘* coordenadas: 22°25'38"S;

47°21'10"W.

Paraguagu Paulista, Usina
Agroterenas, coordenadas:
22°30°44”S; 50°39'51"W.

Figura 12 — Croqui de georreferenciamento dos trés municipios do Estado de Sdo Paulo, nos quais foram
realizadas as coletas das amostras da cana-de-aclcar e solo. Imagem adaptada do google imagens. Fonte:
Pereira, R.M.C., 2023.

Usina Santo Anténio — USA, localizada dentro da Fazenda Boa Esperanca,

Sertdozinho, S&o Paulo. O talhdo escolhido foi 0 24, possui também 24 ha e foi subdividido
em uma area de 12,28 ha. A variedade da cana-de-agucar foi a RB855156, de 3° corte. O
indice de infestacdo por S. levis na época foi de 17%.

Usina S8o Jodo — USJ, localizada dentro da Fazenda Séo Jodo, s/- - Zona

Rural, Araras, Sdo Paulo. A &rea escolhida foi na zona 11004 e talhdo 4 com area de 27,3ha.
A variedade cultivada da cana-de-agucar foi a SP-80-3280, sendo de 3° corte e o local na
época da coleta apresentou indice de infestacdo por S. levis em 18%.

Agroterenas — AT, pertencente a Agroterenas S.A., Unidade de Maracai,
Paraguacu Paulista, S&o Paulo. O talhdo escolhido foi 0 6 com 7,7 ha, com cultivo da cana-
de-acucar da variedade CTC9002, de 2° corte e indice de infestacdo por S. levis em 40% na

época da coleta.
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7.2 Prospeccao de fungos endofiticos

As andlises foram realizadas na Unidade Laboratorial de Referéncia em
Controle Biologico, do Instituto Biolégico, Campinas, SP. Para a prospeccdo dos fungos
endofiticos, foram usadas as classificag@es feitas no momento da coleta, com nimeros de 1 a
10 para as plantas. Todas as amostras passaram primeiramente por desinfestacdo superficial,
que consistiu em lavagem com detergente neutro e agua corrente, visando a retirada de
microrganismos epifiticos. Em seguida, foi realizado o processo de desinfestacdo profunda,
que foi feito em fluxo laminar, com a imersdo do material selecionado em alcool a 70% por 3
minutos, depois em imersdo em hipoclorito de sédio com 2,5% de cloro ativo por 10 minutos,
seguida de nova imersdo em alcool a 70% por 1 minuto e, por fim, enxague por duas vezes
em agua destilada autoclavada. Uma gota da ultima &dgua do enxague foi pipetada e disposta
em uma placa de Petri contendo o meio BDA (batata-dextrose-agar), a fim de verificar a

eficécia da desinfestacdo (Figura 13).

Saccharum officinarum, Lavagem em dgua

separacdo das amostras — corrente com detergente
A neutro e secagem

Secagem em papel toalha e
preparo dos fragmentos
para colocagao em BDA
7 TR Desinfestacdo profunda

em fluxo laminar

Colocagdo das
placas de Petri em
cdmara tipo BOD
por até s dias

Figura 13 — Fluxograma de desinfestacdo profunda para extracdo de fungo endofitico. Imagem: Pereira, R.M.C.,
2022.

Depois da desinfestacdo, fragmentos do material foram secos em papel toalha
e, em seguida, passaram por cortes de maneira que permitissem a colocacdo de trés
fragmentos de cada estrutura (folha ou raiz) em cada placa de Petri com meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar), cujo preparo foi de 500 mL de meio acrescido de 0,1 mg de
Terramicina, com vistas a inibir o crescimento bacteriano. Entdo, os fragmentos foram
depositados em trés pontos, formando um triangulo, visando a facilitacdo da observacédo do
crescimento dos possiveis fungos para a avaliagdo macroscépica. As placas com o material
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foram armazenadas em camara climatizada tipo BOD a 26 °C * 1, com fotofase de 12 horas,
por quatro a cinco dias, conforme o crescimento das colonias dos diferentes fungos. Cada
placa foi identificada com a sigla da usina, 0 nimero da cana, a letra da repeticdo e o nimero
referente ao fungo observado (Figura 14).

Observacao das
repetigdes frente, no
caso: USAFC6A,
USAFC6B e USAFC6C

|

Observagdao das
repetigcdes verso para
confirmacéo dos
fungos passiveis de
repicagem

USAFC6A1
USAFC6A2

USAFC6A3

Codigos usados na lista da
avaliagdo de morfotipo

Figura 14 — Fluxograma para geragdo dos cédigos para a classificagdo macroscdpica dos fungos expressos apés
os fragmentos ficarem em BOD 26° C + 1 e fotofase de 12 horas por quatro a cinco dias. Fonte: Pereira, R.M.C.,
2023.

Ap0s esta etapa, foi feita nova repicagem com o objetivo de isolar cada fungo.
Foi realizada a avaliacdo das colonias dos isolados classificando os morfotipo em tabelas para

facilitar a triagem para avaliagdo molecular.
7.3 Prospeccdo de fungos edaficos

As coletas seguiram o0s mesmos delineamentos de talhfes e marcagOes
utilizados nas coletas para raizes e folhas (pontos em linhas de cada talhdo) para a prospecgédo
dos fungos endofiticos. Foram coletadas 10 amostras de solo por talhdo, em profundidade
méaxima de 15 cm, de forma a ndo ultrapassar o horizonte "O" do entorno de cada
ponto/planta, com o auxilio de enxada, pa e espatula. As amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos com as devidas identificacdes, colocadas em caixas de isopor e, em seguida,
levadas ao laboratorio.
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No laboratério, com o uso de peneira em aco inox e malha de 1,70 mm de
abertura, inicialmente autoclavada, as amostras foram peneiradas com o objetivo de eliminar
excesso de raizes e demais detritos. A peneira foi higienizada com alcool 70% e seca antes do
processo de peneiramento da proxima amostra. De cada amostra peneirada, foram pesados 10
g e, em seguida, foi adicionado 90 mL de agua destilada e autoclavada para inicio do processo

de diluicdo seriada (Figura 15).

&

p— AT
Peneiramento l

Dilui¢do seriada e plagueamento

Figura 15 — Etapas de preparacdo de amostras de solo para posterior diluicdo seriada. Imagens: Pereira, R.M.C.,
2022.

Com base em Chase, Osborn e Ferguson (1986) e Pinotti et al. (2011), para o
isolamento e extracdo dos fungos edaficos, foram realizadas diluicbes seriadas de até 10“. O
plagueamento foi realizado em triplicata, com 100 pL da suspenséo flingica da dilui¢io 10,
dispostos em placas de Petri contendo meio de cultura preparado com: 20 g de aveia, 20 g de
agar, 0,2 mL de Triton, 5 mg de terramicina e violeta de genciana, com variacdo de 10 mL
(coleta I) e 5 mL (coleta Il) para 1 L de agua deionizada e autoclavada.

As placas de Petri foram colocadas em camara tipo BOD a 26 + 1°C por 15
dias. Apos esse periodo, foram feitas repicagens em meio BDA (batata-dextrose-agar) com o
objetivo de separar os fungos expressos. Essas placas também foram colocadas em camara
tipo BOD a 26 + 1°C por cinco dias. Apds todo o processo de expressdo dos fungos, foi feita
a avaliacdo morfologica com vistas a classificacdo de morfotipos, sendo posteriormente
selecionadas as que possuiam caracteristicas diferenciadas e enviadas para analise molecular

para identificacdo da espécie.
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7.4 Anélise macroscopica

Ap0s as fases de coleta e demais procedimentos para a expressao fungica, foi
realizada a avaliagdo macroscopica para a classificacdo dos morfotipos. Com base em
Carvalho e Pereira (2016), ap6s a fase de incubacdo da repicagem I, a classificacdo dos
fungos foi feita por meio de analise macroscépica, verificando 0s seguintes parametros:
coloracdo da frente e verso, textura e topografia. Os registros das imagens foram feitos com
um celular Samsung M12. Para a classificagdo da textura, observou-se a altura dos miceélios
aéreos, sendo a classificagdo dos mesmos a seguinte: algodonosa (micélio aéreo alto e denso),
aveludada (micélio aéreo baixo), granular (superficie plana e esfarelenta) e glabra (sem
micélio aéreo/leveduras). Para a avaliacdo da topografia da coldnia, os parametros utilizados
foram: rugosa (sulcos profundos/raios a partir do centro), umbilicada (elevacédo central), plana
(sem elevacdo, mas partindo do centro) e verrucosa (superficie franzida e retorcida). Todas as
placas foram avaliadas e identificadas com um cédigo para facilitar a conducéo dos trabalhos
(Figura 16).

Figura 16 — Classificacdo macroscépica: a) placas com coldnias das primeiras expressdes; b) placa com
expressdo de fragmentos de folha; c¢) placas frente e verso com fungo da terceira repicagem da raiz. Imagens:
Pereira, R.M.C., 2024.

7.5 Anéalise molecular e identificacé@o de espécies

Para a analise molecular e identificacdo das espécies, ap0s a selecdo de cepas
que apresentaram boa formacdo de col6nias, incluindo as de cédigo USARC10C2,
USJFC6B1 e ATFC5A2, que demonstraram patogenicidade em larvas de Galleria mellonella,
foram listados para envio para analise molecular 17 morfotipos, entre amostras de folha,

raizes e solo, referentes as coletas | e I1.
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Os morfotipos foram repicados em tréplica, com coldnias dispostas em trés
pontos, livres de contaminagdes e com cerca de 10 dias de cultivo, sendo entdo encaminhados
em duplicata para empresa especializada em identificagdo molecular GoGenetic®. O método
utilizado para a identificacdo por sequenciamento empregou marcadores comuns para 0S
fungos: ITS (Internal Transcribed Spacer) e TEF (Elongation Factor 1-alpha).

Ao sequenciamento das bases, foi aplicado um procedimento de bioedicéo,
sendo a determinacdo das espécies realizada por comparacdo dos resultados de cada
sequenciamento por meio da National Library of Medicinal; National Center of
Biotechnology Information (NCBI), Blast®.

7.6 Experimentos

Os experimentos foram realizados em laboratério, com um experimento
envolvendo inseto-teste em larvas de Galleria mellonella de diferentes instares, além de

experimentos com adultos de Sphenophorus levis.

7.6.1 Experimentos com inseto-teste Galleria mellonella

Testes em larvas de G. mellonella: ap6s a observagcdo macroscopica dos
fungos prospectados e antes da analise molecular para a identificacdo das espécies, foram
escolhidos alguns fungos para testes prévios com o objetivo de verificar possiveis cepas com
potencial entomopatogénico. Entre os isolados ndo fastidiosos (aqueles que sdo dificeis de
manipulacdo em laboratorio) das coletas | e I, foram selecionadas 16 placas com coldnias
livres de contaminantes, que apresentaram boa coloragédo e esporulacdo, independentemente
da identificacdo da espécie. Foram dispostas cinco larvas de G. mellonella em cada placa com
o fungo escolhido. O método de contato utilizado foi o de rastejamento por 60 segundos
(Figura 17).
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Figura 17 — Larvas de Galleria mellonella em processo de rastejamento em placas com fungos endofiticos.
Imagens: Pereira, R.M.C., 2023.

Para a avaliacdo da mortalidade, foi realizado um acompanhamento diério
durante sete dias consecutivos. As larvas mortas foram colocadas em uma camara Umida,
montada com placas de Petri estéreis contendo um pedaco de algoddo hidrofilo umedecido
com &gua destilada, vedadas com plastico filme e dispostas em camara climatizada tipo BOD,

com temperatura a 26°C * 1, por até cinco dias.

7.6.2 Experimentos com adultos de Sphenophorus levis

Os fungos endofiticos com os cédigos USARC10C2, USJFC6B1 e ATFC5A2,
que apresentaram patogenicidade confirmada em G. mellonella, foram testados em adultos de
S. levis. No experimento com larvas de G. mellonella, ndo foram utilizados fungos edéaficos.
Portanto, para os experimentos com S. levis, foram escolhidos dois isolados de fungos
edaficos, de modo que ndo fossem semelhantes aos morfotipos de B. bassiana nem de M.
anisopliae, com os seguintes cddigos: USASC8AL e ATSC2C1. O método de aplicacdo
consistiu na disposicdo dos besouros em 1 mL de suspensdo fungica preparada com agua por
60 segundos. Foram realizados cinco tratamentos, incluindo a testemunha, com cinco
repeticdes e cinco besouros em cada repeticdo. Foi possivel testar dois fungos endofiticos com
concentragdes entre 1x10° e 5x10® conidios/mL. A mortalidade foi avaliada durante sete dias
consecutivos, com os insetos sendo colocados em uma camara Umida feita com placas de Petri
estéreis contendo um pedaco de algodao hidréfilo umedecido com &gua autoclavada, vedadas
com plastico filme e dispostas em camara climatizada tipo BOD, com temperatura a 26°C + 1,

até apresentarem esporulacdo (Figura 18).
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Figura 18 — Experimentos com Sphenophorus levis: a) Preparacdo e separacdo do material; b) verificagdo de sanidade e
selecdo dos insetos; ¢) separacdo das quantidades para cada experimento; d) material no fluxo laminar para aplicacdo das
suspencdes, em destaque 0 método de banho; e) colocagdo da dieta; f) avaliacdo da mortalidade e colocacdo em camara
Umida . Imagens: Pereira, R.M.C., 2024.

7.7 Analise estatistica

Aos resultados dos experimentos com adultos de S. levis, foi aplicada ANOVA

seguida pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do software RStudio®.

8. RESULTADOS

8.1 Prospeccao de fungos endofiticos

Tanto para a coleta | quanto para a coleta |1, apds a observacéo e classificacdo
morfologica macroscopica, foi possivel o isolamento de um total de 576 fungos, sendo 480
endofiticos (de folhas e raizes) e 96 fungos edéaficos (solo). Nesta etapa, foi possivel observar
0s seguintes géneros: Beauveria sp., Cordyceps sp., Trichoderma sp., Rhizopus sp.,
Aspergillus sp., Metarhizium sp., Fusarium sp., Penicillium sp.

Para facilitar a identificacdo dos fungos prospectados em relagdo as amostras,
apos cada avaliagédo das placas de Petri contendo as col6nias (mesmo que semelhantes), foi
feito o registro de um cédigo para cada morfotipo. Essas informac@es foram dispostas em uma
tabela conforme as coletas e as usinas de origem. As tabelas de 01 a 04 referem-se a Usina



Santo Antbnio (USA), as tabelas de 05 a 08 apresentam dados da Usina Sao Jodo (USJ) e as

tabelas de 09 a 12 correspondem a Usina Agroterenas (AT).

Tabela 01 — Classificacdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de

folhas, coleta I, Usina Santo Antdnio — USA

M*

Codigo

Cor frente

Cor verso

Textura

Topografia

Crescimento

Anéis

Uniforme Concéntricos
1 Amarelo . x
USAFC1A2 esverdeado/branco Branco Aveludada Rugosa Sim Néo
2 USAFC1B2 Branco Branco Aveludada  Umbilicata Sim Néo
amarelado
3 USAFC1C1 Verde Esverdeado Granular Umbilicata Sim Sim
4 USAFC1C1 Branco Preto centro Aveludada  Umbilicata Sim Néo
5 USAFC1C1 Branco Amarelado Aveludada Rugosa Sim Nao
6 USAFC1C3 Branco leitoso Branco leitoso Glabra Umbilicata Sim Nao
7 USAFC2A1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
8 USAFC2A2 Acinzentado Branco borda Aveludada Umbilicata Sim Nao
centro preto
9 USAFC2B1 Verde/branco Amarelado Aveludada Rugosa Sim Sim
Preto/Verde/ - . x
10 USAFC2B3 Branco/amarelado Amarelo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
11 USAFC2C1 Branco/verde Branco Granular Umbilicata Sim Néo
12 UsAFcocy ~ Amareloiverde Branco Algodonosa  Umbilicata sim Nio
/branco amarelado
13 USAFC3B1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
14 USAFC3C2 Cinza/branco Amarelado Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
15 USAFC3C3 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
16 USAFC4B1 Branco Alaranjado Algodonosa Rugosa Sim Né&o
17 USAFC4B3 Verde/branco Branco Aveludada Rugosa Sim Sim
18 USAFC4C2 Rosa/branco Rosa(_jo/ Aveludada Umbilicata Sim Sim
Alaranjado
19 USAFC4C3 Branco Branco/preto Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
20 USAFC5C3 Verde Esverdeado Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
21 USAFC5A3 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
22 USAFC5B3 Branco Preto ao centro/ Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
amarelado
23 USAFC6A2 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
24 USAFC6A3 Cinza/branco Amarelado/ Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
Esverdeado
25 USAFC6B1 Branco/rosado Verde/rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
26 USAFC6B2 Rosado Rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
27 USAFC6B3 Esverdeado Verde escuro Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
28 USAFC6C1 Branco/esverdeado Branco/ Aveludada Umbilicata Sim Néo
Amarelado
29 USAFC7C1 Branco/rosado Alaranjado Aveludada  Umbilicata Sim Né&o
30 USAFC7A2 Branco Marrom Aveludada Umbilicata Sim Nao
31 USAFC7B3 Branco Amarelado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
32 USAFC8A2 Branco Amarelado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
33 USAFC8B1 Branco leitoso Branco Glabra Rugosa Sim Né&o
34 USAFC8B3 Esverdeado/branco Vergfaiicouro/ Aveludada Rugosa Sim Sim
- Branco com - . .
35 USAFC8C3 Acinzentado centro preto Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
36 USAFC9A1 Branco amarelado Verde escuro/ Algodonosa  Aveludada Sim Sim
Amarelo/branco
38 USAFC9C1 Esverdeado Branco Algodonosa Plana N&o Néo
39 USAFC10A1 Cinza Preto Aveludada Verrucosa Sim Néo
40 USAFC10B2 Branco Branco Algodonosa Plana Néo N&o

*M= morfotipo
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Tabela 02 — Classificacdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de

raizes, coleta I, Usina Santo Antdnio — USA

M

Crescimento

Anéis

« Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Uniforme Concesntrlco
1 USARC1A1 Rosado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néao
Centro marrom
2 USARC1A2 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Néo Néao
3 USARC1B1 Rosada Ros:;ié)u(igntro Algodonosa Umbilicata Sim Nao
4 USARC1C2 Branco Branco Glabra Umbilicata Sim Nédo
5 USARC2A1 Esbrzr;qwga Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Néao
6 USARC2A2 Lilacea Branca/roxa Algodonosa Rugosa Sim Nao
7 USARC2B3 Leitoso/verd Leitoso/verde Glabra/ Plana Sim Néo
e Aveludada
8 USARC3B2 Leitoso Leitoso Glabra Rugosa Né&o Néo
. Leitoso/ - . -
9 USARC3B3 Leitoso amarelado Glabra Umbilicata Sim Néo
10 USARC3CL Verde Verde/ Aveludada Plana Sim Nzo
Amarelado
11 USARC4A2 Leitoso/rosa Rosado/ Algodonosa Plana Sim Nao
do Amarelado
12 USARC4B1 Roxo/rosado Rosado/ Algodonosa Umbilicata Sim Sim
Amarelado
13 USARC4B2 Rosado/leito Amarela_do/ Algodonosa Umbilicata Sim Néao
S0 Laranja
14 USARC4A1 Bran(;g/lelto Branco Glabra Umbilicata Néo Nao
15 USARC5A2 Verde Amarelado Aveludada Plana Sim Néao
Branco/leito - . .
16 USARC5C1 o Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Sim
17 USARCEB2 Leitoso/verd Leitoso/ Glabra/ Plana sim Nio
e verde Aveludada
18 USARC6A1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
Roxo/ - . .
19 USARC6A2 Roxo/branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
20 USARC6A3 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
Amarelo/
21 USARC6B1 verde Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Sim
Branco
22 USARC6B1 Branco Algrr";?]]sg()/ Algodonosa Umbilicata Sim Néo
23 USARC6B2 Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
24 USARC6B3 Lilas/branco  Lilas alaranjado  Algodonosa Umbilicata Sim Néo
25 USARC6C2 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
Alaranjado/ - . x
26 USARC7A2 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Néo
27 USARC7A2 Lilas/leitoso Lilas/leitoso Glabra Umbilicata Sim Sim
Leitoso/verd . Glabra/ . x
28 USARC7A3 R Leitoso/verde Aveludada Plana Sim Néo
29 USARC7B1 Lilas/branco  Lilas alaranjado  Algodonosa Umbilicata Sim Néo
30 USARC7B2 Lilas/branco A:a?rr:{)argo/ Algodonosa Umbilicata Sim Néo
31 USARC8A1 Branco/roxo Roxo/branco Aveludada Umbilicata Sim Néo
32 USARCB8A3 Clnzaérosad Branf;!::]?;rom Algodonosa Umbilicata Sim Sim
33 USARCS8C1 Rosado/leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Sim Nao
34 USARC8C2 Laranja/leitoso Laranja Glabra Umbilicata Sim Néo
35 USARCS8C3 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
S Rosado/ Glabra/ - . .
36 USARC9A1 Lilas/leitoso Alaranjado Aveludada Umbilicata Sim Sim
37 USARC10B3 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Sim
38 USARC10B3 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Sim
39 USARC10C1 Rosado %?;ﬁgg/ Algodonosa Umbilicata Sim Néo
40 USARC10C2 Branco/laranja Laranja Algodonosa Umbilicata Sim Néo

*M= morfotipo
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Tabela 03 — Classificagdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de
folhas, coleta Il, Usina Santo Anténio — USA

'\,fl Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Caer?ﬁ‘?:;enneto Con@g:tliicos
1 USAFC1A1 Branco/verde Alaranjado Algodonosa Rugosa Sim N&o
2 USAFC1A2 Branco Creme Algodonosa Plana N&o N&o
3 USAFC1B1 Verde/branco Creme Aveludada Rugosa Sim N&o
4 USAFC1C1 Verde/branco Creme Aveludada Rugosa Sim Néo
5 USAFC1C2 Branco/verde Creme Algodonosa Umbilicata Néo Néo
6 USAFC2A Creme Alaranjado Glabra Umbilicata Sim Néo
7 USAFC2C1 Marrom Roxo marrom  Algodonosa Umbilicata Sim Néo
8 USAFC2C2 Verde/branco Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
9 USAFC3A1 Branco Branco Aveludada Rugosa Sim Né&o
10 USAFC3A2 Creme/branco Creme/branco  Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
11 USAFC3C2 Cinza Cinza Algodonosa Plana Né&o Né&o
12 USAFC4C1 Branco/verde Vzgreégjrzggo Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
13 USAFC4B2 Branco Esverdeado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
14 USAFC4B1 Branco Esverdeado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
15 USAFC5A Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Néo Néo
16 USAFC5A2 Rosa/branco Verd_e / Algodonosa Umbilicata Sim Néo
Alaranjado
17 USAFC5B Branco Creme Algodonosa Plana Sim N&o
18 USAFC5C1 Esverdeado Ei’ﬁ:gf;gw Algodonosa Umbilicata Néo Néo
19 USAFC5C2 Branco Acinzentado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
20 USAFC6A2 Cinza/branco Verde/creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
21 USAFC6B Branco Creme Algodonosa Plana Né&o Né&o
22 USAFC6C Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
23 USAFC7A1 Branco Amarelado Aveludada Rugosa Sim Né&o
24 USAFC7B Branco Verde/cinza Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
25 USAFC7C Branco Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
26 USAFC8B1 Branco/verde Branco/verde Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
Branco/marro - . ~
27 USAFC8B2 m Verde/marrom  Algodonosa Umbilicata Sim Néao
28 USAFC8C Acinzentado Marrom Algodonosa Rugosa Sim Né&o
29 USAFC8C2 Verde/branco Amarelo Aveludada Rugosa Sim Né&o
30 USAFC9A1 Verde Creme Aveludada Rugosa Sim Né&o
31 USAFC9A2 Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
32 USAFC9B1 Verde Creme Aveludada Rugosa Sim N&o
33 USAFC9B2 Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim N&o
34 USAFC9C1 Branco Cre”‘.e’ Algodonosa Umbilicata Sim Néao
Alaranjado
35 USAFC10A1 Amarelado Amarelo Aveludada Rugosa Sim Né&o
36 USAFC10A2 Rosado Rosado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
37 USAFC10B1 Rosado Rosado Aveludada Umbilicata Sim N&o
38 USAFC10B2 Verde negro Verde negro Aveludada Umbilicata Sim Néo
39 USAFC10C Cinza Verde Algodonosa Plana Sim Néo

*M= morfotipo
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Tabela 04 — Classificacdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de
raizes, coleta Il, Usina Santo Anténio — USA

M*  Cédigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Crgsumento Ane'SA .
Uniforme Concéntricos

1 USARC1Al Lilas Rosado Algodonosa  Umbilicata  Sim Néo

2 USARC1A2 Rosado Cle%znjado/ Algodonosa  Umbilicata Sim Nao

3 USARCI1B1 Verde Verde Granular Plana Sim Néo

4 USARC1B2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

5 USARCIC1 Creme Amarelo Aveludada Rugosa Sim Né&o

6 USARCI1C2 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

7 USARC2A1 Verde Verde Granular Plana Sim Nao

8 USARC2A2 Lilas Roxo Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

9 USARC2C Branco Rosado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

10 USARC3A1 Branco Rosado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

11 USARC3A2 Lilas Rosado/roxo Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

12 USARC3C1 Verde/branco Verde/branco Granular Plana Sim Néo

13 USARC3C1 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

14 USARC4A Verde Verde Granular Plana Sim Néo

15 USARC4B1 Creme Amarelado Glabra Umbilicata  Sim Néo

16 USARC4C1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

17 USARC4C2 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

18 USARC5A1 Verde/branco Verde/branco Granular Plana Sim Nao

Amarelado

19 USARC5A2 Verde/amarelado Verde/creme Granular Plana Sim Néo

20 USARC5B1 Rosado Lilas alaranjado  Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

21 USARC5B2 Creme Amarelado Granular Umbilicata  Sim Né&o

22 USARC5C1 Verde/creme Verde/creme Granular Umbilicata Sim Nao

23 USARC5C2 Verde Verde/creme Granular Umbilicata  Sim Nao

24 USARCBAL Lilés Roxol Algodonosa ~ Umbilicata ~ Sim Néo

Alaranjado

25 USARC6A2 Verde Verde Granular Plana Sim Néo

26 USARC6C2 Verde Amarelado Granular Plana Sim Nao

27 USARC7A Alaranjado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

28 USARC7B2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

29 USARC7C Lilas Lilas Algodonosa  Umbilicata  Sim Né&o

30 USARC8AL Verde Verde/creme Granular Umbilicata Sim Nao
31 USARCB8A2 Verde Verde/creme Granular Umbilicata Sim Nao
32 USARCS8B1 Verde Verde Granular Plana Sim Nao
33 USARC8B2 Branco/leitoso Branco leitoso Glabra Umbilicata Sim Nao
34 USARCS8C2 Verde/branco Verde/branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
35 USARC9A Branco Lilas/Amarelo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
36 USARC9B1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
37 USARC9B2 Lilas Verde Algodonosa ~ Umbilicata Sim Né&o
38 USARC9C1 Lilas Roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
39 USARC9C2 Verde/creme Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
40  USARC10A2 Branco Lilas Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
41 USARC10B1 Rosado Alaranjado/lilas Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
42 USARC10B2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Nao
43 USARC10C1 Creme/verde Verde/creme Granular Plana Sim Nao
44 USARC10C2  Verde/Amarelado Creme/verde Granular Plana Sim Nao

*M= morfotipo
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endofiticos isolados de amostras de

M* Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Crescimento Af‘e's.
Uniforme Concéntricos
1 USJFC1A1 Branco Branco Glabra Verrucosa Sim Né&o
2 USJFC1A2 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
3 USJFC1B1 Preto/cinza Preto/branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o
4 USJFC1B2 Es‘g:}i%dw Esverdeado Algodonosa Plana Sim Né&o
5 USJFC1C2 Branco Marrom claro Aveludada Umbilicata Sim Né&o
6 USJFC1 C2 Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o
7 USJFC2B1 Verde/branco A\r/n:rrgtleol Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
8 USJFC3B2 Verde/branco Preto Algodonosa Rugosa Sim Néo
9 USJFC3A2 Creme creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
10 USJFC3C2 Branco/verde Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
11 USJFC3C2 Branco Aé?:rr]i?/ Aveludada Umbilicata Sim Né&o
12 USJFC3C1 Verde Amarelo Aveludada Umbilicata Sim Nao
13 USJFC4A1 Branco/verde Verde/rosado  Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
14 USJFC4A2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
15 USJFC4C1 Branco/verde Branco/ Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
Esverdeado
16 USJFC5B1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
17 USJFC5C2 Verde Preto Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
18 USJFC5C1 Rosado Rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
19 USJFC6A1 Leitosof Amarelado Glabra Plana Sim Néo
Amarelado
20 USJFC6B1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
21 USJFC6C1 Branco/verde Amarelado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
22 USJFC7A1 Branco Amarelado Algodonosa Rugosa Sim Né&o
23 USJFC7B2 Branco/rosado Brancg/rosad Algodonosa  Umbilicata Sim Nao
24 USJFC7C1 Verde Esverdeado Aveludada Plana Sim Nao
25 USJFC8B2 Leitoso Leitoso Glabra Plana Sim Néo
amarelado
26 USJFC8B1 Leitoso Amarelado Glabra Plana Sim Nao
27 USJFC9A1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nao
28 USJFC9A2 Branco/verde Branco/verde Aveludada Plana Sim Nao
29 USJFCOC1 Branco/creme amarelado aveludada Umbilicata Sim Nao
30 USJFC10A1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
31 USJFC10C2 Branco/verde Esverdeado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o

*M= morfotipo
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Tabela 06 — Classificacdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de raizes, coleta
I, Usina S&o Jodo - USJ

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cres_umento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 USJRC1A1 Branco Branco/lilas Algodonosa Umbilicata Sim N&o
2 USJRC1A2 Branco leitoso Brginco Glabra Umbilicata Sim Né&o
Leitoso
3 USJRC1A3 Branco Rosado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
4 USJRC1B1 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
5 USJRC1B2 Branco Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
6 USJRC1C2 Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Néo
7 USJRC1C2 Acinzentado Acinzentado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
8 USJRC2A1 Cinza Preto Algodonosa Umbilicata Sim Néo
9 USJRC2B2 Verde Verde Granular Plana Néo Néo
10 USJRC2C1 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
11 USJRC2C2 Rosado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
12 USJRC2C3 Branco Creme Algodonosa Umbilicata Sim N&o
13 USJRC3A2 Verde/branco \é:gfé Granular Plana Nao Néo
14 USJRC3B1 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Sim Néo
15 USJRC3B2 Rosado Alaranjado Algodonosa Plana Sim N&o
16 USJRC3B2 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Né&o Néo
17 USJRC4A1 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
18 USJRC4A1 Branco Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
19 USJRC4A1 Preto/cinza Preto/cinza Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
20 USJRC4B1 Branco Allqa(i:z?;éo Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
21 USJRC4B2 Branco Roxol/lilas Algodonosa Umbilicata Sim Sim
22 USJRC4B3 Amarelo/roxo Amarelo/ roxo Glabra Umbilicata Sim Néo
22 USJRC4B3 Rosado Rosado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
23 USJRCA4C1 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Sim
24 USJRC5A1 Verde/branco Verde/branco Granular Umbilicata Sim Né&o
25 USJRC5A3 Verde/branco Verde/amarelo  Algodonosa Plana Né&o Né&o
26 USJRC5B1 Leitoso amarelado Amarelado Glabra Umbilicata Sim N&o
27 USJRC5C1 Verde Verde Granular Umbilicata Sim N&o
28 USJRC6A2 Verde Verde Granular Plana Né&o Nao
29 USJRC6B1 Leitoso Leitoso Glabra Plana Né&o Nao
30 USJRC6B2 Branco Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
31 USJRC6B3 Branco Lilas Algodonosa Umbilicata Sim Néo
32 USJRC6C1 Branco Branlf:i%rsoxol Algodonosa Umbilicata Sim Nao
33 USJRC6C2 Alaranjado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Né&o Nao
34 USJRC6C2 Laranja Laranja Glabra Plana Né&o Néo
35 USJRC7B2 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Néo
Cinza/
36 USJRC7B3 Cinza/rosado Alaranjado/ Algodonosa Plana Sim Néo
Preto
37 USJRC7C2 Verde/branco Verd_e / Algodonosa Umbilicata Né&o Né&o
Alaranjado ao centro
38 USIRC7C3 Leitoso/ Leitoso/ Glabra Plana Sim Néo
Amarelado Amarelado
39 USJRC7C3 Rosado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Né&o Néo
40 USJRC7C3 Acinzentado Amarelado Glabra/ Umbilicata Sim Néao
Algodonosa
4 USJRC8A1 Branco Rosado Algodonosa Umbilicata Sim N&o
42 USJRC8A2 Branco Rosado/lilas Algodonosa Umbilicata Sim N&o
43 USJRC8A3 Verde Verde Granular Plana Néo Né&o
44 USJRC8C2 Branco Branco Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
Verde/
45 USJRC9A2 Rosado Amarelado/ Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
Alaranjado
Leitoso/ Leitoso/ Glabra/
46 USJRC9B1 Amarelado/ Amarelado/ Umbilicata Néao Né&o
- Algodonosa
Rosado Alaranjado
47 USJRCIOC1 Verde Verde Granular Plana Néo Né&o
48 USIRC10AL Verde Verde/ Aveludada Plana sim Néo
Amarelado
49 USJRC10B2 Branco Rosado Algodonosa Umbilicata Sim N&o
50 USJRC10B3 Acinzentada  Branco/verde Algodonosa Umbilicata Sim Sim

*M= morfotipo



85

Tabela 07 — Classificacdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de
folhas, coleta Il , Usina Sdo Jodo - USJ

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cresplmento Ape|s_
Uniforme Concéntricos
1 USJFC1A Branco Verde creme  Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
2 USJFC1C Verde Verde/branco  Aveludada Umbilicata Sim Nao
3 USJFC2A1 Creme Creme Glabra Rugosa Sim N&o
4 USJFC2A2  Verde/branco  Verde/branco  Aveludada Rugosa Sim Néo
5 USJFC2B1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
6 USJFC2B2 Verde Verde/branco  Aveludada  Umbilicata Sim Néo
7 USJFC2C1  Verde/laranja  Verde/laranja  Aveludada Rugosa Sim Néo
8 USJFC2C2 Verde Negro Aveludada Rugosa Sim N&o
9 USJFC3B2 Branco Creme Aveludada  Umbilicata Sim Néo
10 USJFC3C  Verde/branco  Verde/branco  Aveludada  Umbilicata Sim Néo
11 USJFC4A1  Creme/branco Alaranjado Glabra Umbilicata Sim Né&o
12 USJFC4A2 Verde Negro Aveludada Rugosa Sim Né&o
13 USJFC4C1  Verde/branco Creme Aveludada Rugosa Sim Né&o
14 USJFC4C2  Verde/branco Verde/creme Aveludada Rugosa Sim Néo
15 USJFC5A Creme Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
16 USJFC5B1 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
17 USJFC5B2 Branco Creme/verde  Algodonosa  Umbilicata Sim Nao
18 USJFC5C Branco Creme Glabra Rugosa Sim Néo
19 USJFC6A1 Cinza Creme Aveludada  Umbilicata Sim Sim
20 USJFC6AL Rosado Rosado Algodonosa  Umhbilicata Sim Né&o
21 USJFC6A2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umhbilicata Sim Né&o
22 USJFC6B1 Esverdeado Esverdeado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
23 USJFC6B2  Acinzentado Verde Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
24 USJFC6C1 Vetj:r/:nrja:co Creme/verde Aveludada  Umbilicata Sim Né&o
25 USJFC6C2 Branco Creme Glabra Verrucosa Sim Néo
26 USJFC6A  Verde/branco Amarelado Aveludada Verrucosa Sim Néo
27 USJFC7B Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
28 USJFC7C1  Verde/branco Marrom Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
29 USJFC7C2 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
30 USJFC8A Verde Verde/branco  Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
31 USJFC8B Branco Branco/verde  Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
32 USJFC9A1 Branco Creme Aveludada Umbilicata Sim N&o
33 USJFC9A2 Creme Creme Algodonosa Plana Né&o N&o
34 USJFC9B1 Branco Creme Aveludada Umbilicata Sim Nao
35 USJFC9B2 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Nao
36 USJFC9B3 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
37 USJFC9C1 Branco Branco/creme  Aveludada  Umbilicata Sim Néo
38 USJFC9C2 Branco Creme Aveludada  Umbilicata Sim Néo
39 USJFC10B Branco Branco/verde  Algodonosa  Umbilicata Né&o Néo

*M= morfotipo
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Tabela 08 — Classificacdo macroscépica dos fungos endofiticos isolados de amostras de raizes, coleta
11, Usina S&o Jodo - USJ

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cresp imento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 USJRC1A1 Rosado Lilas Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
2 USJRC1A2 Verde Verde Granular Plana Sim Sim
3 USJRC1B Lilas Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
4 USJRC1C Branco Amarelado/ Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
rosado Rosado
5 USJRC2A1 Branco Rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
6 USJRC2A2 Branco Rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
7 USJRC2B1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
8 USJRC2B2 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
9 USJRC2C Verde Verde Granular Plana Sim Néo
10 USJRC2B1 Lilas Branco/creme Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
11 USJRC3C1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
12 USJRC3C2 Verde Verde Granular Umbilicata Sim Sim
13 USJRC4A Verde/branco Creme Algodonosa  Umbilicata Nédo Né&o
14 USJRC4B1 Verde Verde Granular Plana Sim Né&o
15 USJRC4B2  Verde/branco Branco/verde Granular Umbilicata Néo Né&o
16 USJRC5A1 Lilas Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
17 USJRC5A2 Lilas Lilas Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
18 USJRC5B At}n/:rrgl(;/ do Verde Granular Plana Néao Né&o
19 USJRC5C Amarelo/ Amarelo/ Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
Rosado Vermelho
20 USJRC6A Verde Verde Granular Plana Sim Né&o
21 USJRC6EB2 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
22 USJRC7A1 Verde Verde Granular Plana Sim Né&o
23 USJRC7A2 A\r/ﬁ;?;/o Verde/Amarelo Granular Plana Néao Néo
24 USJRC7B Branco Creme Aveludada  Umbilicata Sim Néo
25 USJRC7C1 Branco Creme Aveludada  Umbilicata Sim Né&o
26 USJRC7C2 Verd_e/ Esverdeado Aveludada  Umbilicata Néao Néo
Alaranjado
27 USJRC7C3 Verde Verde/creme Granular Plana Néo Néo
28 USJRC8B1 Lilas Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
29 USJRC8B2 Lilas Creme Algodonosa  Umhbilicata Sim N&o
30 USJRC8C Brancol/lilas Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
31 USJRCI9A1 Verde Verde Granular Plana Sim Né&o
32 USIRCIA2 Verde/ Verde/Creme Granular Plana N&o Sim
Amarelado
Verde/ x .
33 USJRC9B1 Verde/Creme Granular Plana Nao Sim
Amarelado
34 USJRC9B2 Branco Creme Glabra Umbilicata Sim Né&o
Amarelado - . N
35 USJRCOC Branco/creme Verde Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
36 USJRC10A1 Lilas Branco/cinza Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
37 USJRC10A2 Verde Verde Granular Plana Sim Né&o
38 USJRC10B1 Lilas/verde Laranja/verde Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
39 USJRC10B2 Lilas/verde Laranja/verde Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
40 USJRC10C1 Creme Amarelo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
41 USJRC10C2 Lilas Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
42 USJRC10C3  Laranja/verde Laranja/verde Algodonosa  Umbilicata Sim Néo

*M= morfotipo
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Tabela 09 — Classificagdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de folhas, coleta
I, Agroterenas - AT

M* Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cres_mmento Ape|s'
Uniforme Concéntricos
Rosado - . ~
1 ATFC1A1 Rosado - Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
Alaranjado
2 ATFC1A2 Branco/cinza Preto/branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
3 ATFC1C1 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
. Branco/ - . ~
4 ATFC2A1  Esbranquicado Esverdeado Algodonosa  Umbilicata Sim Néao
5 ATFC2C1 Branco/ Rosa(_iol Algodonosa  Umbilicata Sim Néao
rosado Alaranjado
6 ATFC2C2 Branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
7 ATFC2C3 Acinzentado Maggr;;/(\j/grde Algodonosa  Umbilicata Sim Néao
8 ATFC3B1 Branco/preto Branco/preto  Algodonosa Plana Néo Néo
9 ATFC4A1 Branco/cinza Creme/ Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
Esverdeado
10 ATFC4B1 Branco/cinza Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
11 ATFC5A1 Branco/preto Branco/preto  Algodonosa Plana Néo Né&o
12 ATFcsBL ~ _Branco/ Esverdeado/  A\elugada  Umbilicata Sim Néo
Esverdeado Creme
13 ATFC5C2 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Sim Néo
14 ATFC6A1 Cinza Preto Algodonosa Umbilicata Sim Néo
15 ATFC6A2 Branco Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
esverdeado
16 ATFC6C1 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata Sim Né&o
17 ATFC7A1 Branco/preto Branco/preto  Algodonosa Plana Néo Néo
18 ATFC7A2 Branco Branco Aveludada Rugosa Sim Néo
19 ATFC7B1 Leitoso Amarelado Glabra Plana Néo Néo
Amarelado
20 ATFC7B2  Esbranquicado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
21 ATFC7C1  Laranja leitoso Laranja Glabra Plana Néo Néo
. Branco/ - . N
22 ATFC7C2  Esbranquicado Esverdeado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
23 ATFC8A1 Rosado Rosado Glabra Rugosa Sim Néo
24 ATFC8A2 Branco/ Esverdeado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
Esverdeado
25 ATFC8B1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
26 ATFC8C2 Esverdeado/ Preto Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
Branco
27 ATFC9B2 Esverdeado Preto/ Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
Esverdeado
28 ATFC10A1 Laranja Laranja Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
. Esverdeado/ - . N
29 ATFC10B2 Esbranquicado Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
30 ATFC10C1  Branco/preto Branco/preto  Algodonosa Plana Néo Néo

*M= morfotipo
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Tabela 10 — Classificagdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de raizes,
coleta I, Agroterenas - AT

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cres_clmento APEIS'
Uniforme Concéntricos
1 ATRC1Al Rosado Lilas Algodonosa  Umbilicata Sim Nédo
2 ATRCIA2 Verde Verde Granular Plana Sim Néo
Amarelado Amarelado
3 ATRC1A3 Preto Preto Granular Plana Sim Néo
4 ATRC1B1 Branco Creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
5 ATRC1B3 Lilas Laranja Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
6 ATRCI1C2 Amarelado Amarelo Granular Plana Nao Nédo
7  ATRC2A1 Branco Branco Aveludada Rugosa Sim Néo
8  ATRC2A3 Cinza Preto Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
9 ATRC2C2 Verde Verde Granular Plana Né&o Né&o
Branco/ Roxo/
10 ATRC2B2 Alaranjado/ Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
roxo/verde
verde
Verde/laranja Laranja/ - . x
11 ATRC2B3 Branco creme Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
12 ATRC2C1 Laranja/amarelo  Laranja/verde Rugosa Umbilicata Sim Né&o
Verde Amarelado
13 ATRC2C2 Verde/ Verde/ Granular Plana Sim Néo
Amarelado Amarelado
14  ATRC2C3 Verde Verde Granular Plana Nao Néo
15 ATRC3B2 Creme Creme/roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
16 ATRC3B1 Verde Verde Granular Plana Nao Nédo
17  ATRC3A2 Verde/laranja Verlc;e;;%znco Granular Plana Sim Néo
18 ATRC3C1 Rosado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
19 ATRC4Al1 Alaranjado Alaranjado Glabra Umbilicata Sim Nédo
20 ATRC4A2 Verde/ Verde/ Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
amarelado Amarelado
21  ATRC4A3 Lilas Lilas/ roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
. Leitoso . ~
22 ATRC4C1 Leitoso amarelado Glabra Plana Sim Né&o
23 ATRC4C2 Verde Verde/branco Granular Umbilicata Né&o Né&o
amarelado Amarelado
24  ATRC5A2 Branco/cinza Branco/preto  Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
25 ATRC5C2 Laranja Laranja Algodonosa  Umbilicata Sim Sim
26  ATRC5C1 Verde/branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
27 ATRC6A2 Leitoso Esverdeadol Glabra  Umbilicata Nio Nio
28 ATRC6A3 Leitoso Leitoso Glabra  Umbilicata Sim Néo
esverdeado esverdeado
29 ATRC6A3  Branco/laranja Laranja Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
30 ATRC6B1 Leitoso Leitoso Glabra Rugosa Né&o Néo
31 ATRC7B1 Verde Verde Granular Plana Nao Néo
amarelado
32 ATRC8A1 Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Néo
33 ATRC8A2 Verde/laranja Verde/laranja Granular Umbilicata Sim Néo
34 ATRCB8A3 Verde il Granular Plana Nao Nao
amarelado
35 ATRC8B1 Lilas Roxo/branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
36 ATRC8C2 Leitoso Leitoso/branco Glabra Umbilicata Nao Nao
37 ATRC9A1 Esbranquicado  Alaranjado/roxo  Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
38 ATRC9B1 Alaranjado Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
39 ATRC9B2 Preto Creme Aveludada Umbilicata Sim Nédo
40  ATRC10AL Verde Verde Granular Plana Néo Néo
amarelado
41  ATRC10A2 Branco Branco Glabra Verrucosa Sim Nédo
42  ATRC10B1 Rosado/lilas Rosac_io/ Algodonosa  Umbilicata Sim Néao
Alaranjado
43 ATRC10B3 Branco Branco/ Aveludada  Umbilicata  Sim Ndo
Amarelado
44  ATRC10C1  Amarelo/branco Amarelado Aveludada Rugosa Sim Né&o
45  ATRC10C2 Branco Branco Aveludada Rugosa Sim N&o

*M= morfotipo
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Tabela 11 — Classificagdo macroscépica dos fungos endofiticos isolados de amostras de folhas,
coleta Il , Agroterenas - AT

M* Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cresplmento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 ATFC1B1 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
2 ATFC1B2 Acinzentado Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
3 ATFC1C1 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
4 ATFC1C2 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
5 ATFC2A1 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
6 ATFC2A2 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
7 ATFC2B1 Verde/branco Verde/branco Granular Plana Sim Né&o
8 ATFC2B2 sz_a/ Verd_e/ Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
Alaranjado Alaranjado
9 ATFC2B1 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
10 ATFC3A1 Acinzentado Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
11 ATFC3A2 Verde Verde Algodonosa Umbilicata Sim Nédo
12 ATFC3B1 Lilas Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
13 ATFC3B2 Acinzentado Preto Algodonosa Umbilicata Sim Néo
14 ATFC3C1 Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o
15 ATFC3C2 Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o
16 ATFC4A1 Lilas Rosado Aveludada Umbilicata Sim N&o
17 ATFC4B1 Branco Branco/rosado  Aveludada Umbilicata Sim Né&o
18 ATFC4B2 Rosado Rosado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
19 ATFC4C Acinzentado Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
20 ATFC5A1 Rosado Rosado Aveludada Umbilicata Sim Né&o
21 ATFC5A2 Creme Creme Aveludada Rugosa Sim Néo
22 ATFC5B Verde/branco Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
23 ATFC5C1  Branco/vermelho Alaranjado/ Algodonosa Umbilicata Sim Néo
Vermelho
24 ATFC5C2 Lilas Creme/verde Aveludada Umbilicata Sim Né&o
25 ATFC6A1 Lilas Rosado Aveludada Umbilicata Sim Sim
26 ATFC6A2 Branco/cinza Creme Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
27 ATFC6B1 Branco/laranja Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
28 ATFC6B2 Verde/cinza Creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
29 ATFC6C1 Branco Creme Algodonosa Rugosa Sim Né&o
30 ATFC6C2 Lilas Rosado Aveludada Umbilicata Sim Sim
31 ATFC7A1 Branco/cinza Creme/ Algodonosa Umbilicata Sim Néo
Amarelado
32 ATFC7A2 Rosado Rosado Algodonosa Umbilicata Sim Néo

*M= morfotipo
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Tabela 12 — Classificagdo macroscopica dos fungos endofiticos isolados de amostras de raizes,
coleta Il , Agroterenas - AT

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cresp imento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 ATRC1A1l Laranja Laranja Algodonosa Umbilicata Sim N&o
2 ATRCIA2 Verde/ Verde/ Granular Plana N4o Néo
Amarelado Amarelado
3 ATRCI1B Verde Verde Granular Plana N&o Nao
4 ATRCIC1 Branco Branco/lilas Aveludada Umbilicata Sim Néo
5 ATRC1C2 Rosado Roxo Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
6 ATRC2A1 Verde Verde Granular Plana Sim Sim
7 ATRC2A2  Verde/branco Branco/creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
8 ATRC2C1 Lilas Creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
9 ATRC2C2 Alaranjado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
10 ATRC2C Verde/branco Branco Aveludada Umbilicata Sim N&o
11 ATRC3A  Verde/amarelo Verde/amarelo Granular Umbilicata Nédo Né&o
12 ATRC3B Verde Verde Granular Rugosa Sim Né&o
13 ATRC3C Verde/branco Verde/creme Granular Umbilicata Nédo N&o
14 ATRC4a1  Verdelbranco - Verde/creme Granular Umbilicata Néo Néo
Laranja Laranja
15 ATRC4A2 Verde Verde Granular Umbilicata Nao N&o
16 ATRC4B1 Branco/verde creme Algodonosa Umbilicata Nao N&o
17 ATRC4B2 Branco/verde Verde/branco Granular Umbilicata Nédo Né&o
18  ATRC4C1 Verde/branco Laranja/verde Granular Umbilicata Néo Néo
19 ATRC4C2 Verde Verde Granular Plana Néo Né&o
20 ATRC5A Branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
21 ATRC5B1 Verde/branco Amarelado Granular Umbilicata N&o Nao
22 ATRCSB2 Verde el Granular Plana Néo Néo
23 ATRC5C1 Verde Creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
24 ATRC5C2 Verde Verde Granular Plana Néo Né&o
25 ATRC5C2 Verde Verde Granular Plana Sim Nao
26  ATRC6A1l  Verde/amarelo Verde/amarelo granular Umbilicata Sim Né&o
27  ATRC6A2 Verde/branco Verde/branco granular Plana Néo N&o
28 ATRC6C2 Verde Verde Granular Plana Sim Néo
29 ATRC6C1 Branco/verde Verde/amarelo Granular Plana N&o Néo
30 ATRC7A Lilas Creme Aveludada Umbilicata Sim Néo
31 ATRC7B1 Rosado Alaranjado/roxo  Algodonosa Umbilicata Sim Néo
32 ATRC7B2 Branco Branco/cinza Aveludada Umbilicata Sim Né&o
33 ATRC7C1 Branco Creme Granular Plana Sim Néo
34 ATRC7C2 Branco Creme Granular Plana Néao N&o
35 ATRC8A2 Verde Verde Granular Plana Nédo N&o
36 ATRC8B1 Alaranjado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
37 ATRC8B2 Verde Verde Granular Plana Nédo N&o
38 ATRC8C8 Lilas Roxo/alaranjado  Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
39 ATRC8C2 Verde Verde Granular Umbilicata N&o Néo
40 ATRCY9A1 Verde Verde Granular Plana N&o Nao
41 ATRCY9A1 Verde Verde Granular Plana N&o Néo
42 ATRC9B2 Branco Branco Glabra Rugosa Sim Né&o
43  ATRC9B3 Verde Amarelado Granular Rugosa Sim Néo
24 ATRCOC1 Verde Verde Granular Plana Né&o Néo
45 ATRC9C2 Verde Verde Granular Plana N&o Néo
46 ATRC10A Verde/creme Verde/creme Granular Plana N&o Néo
47  ATRC10B1 Rosado Avermelhado Algodonosa Rugosa Sim N&o
48 ATRC10C Branco/verde Creme/ Algodonosa Umbilicata Néao Né&o
Amarelado

*M= morfotipo



8.2 Fungos edaficos

Ap0s todo o processo de expressdo e repicagem dos fungos, foi realizada a

avaliacdo morfoldgica, com os registros dos morfotipos seguindo 0 mesmo padréo aplicado

aos endofiticos para a formatacdo das tabelas, sendo: tabelas 13 e 14 para a Usina Santo

Antbnio (USA), tabelas 15 e 16 para a Usina Sao Jodo (USJ) e tabelas 17 e 18 para a Usina
Agroterenas (AT).

Tabela 13 — Classificagdo macroscopica dos fungos edaficos isolados de amostras de solo,
Usina Santo Antdnio — USA, coleta |

Crescimento

Anéis

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Uniforme Concésntrico
1 USASC2C1 Brancol/lilas Roxo Algodonosa Umbilicata Sim Néao
2 USASC2A3 Branco/verde  Verde/Amarelo Aveludada Rugosa Sim Nédo
3 USASC2C2 Acinzentado Branco/creme Algodonosa Umbilicata Sim Nédo
4 USASC4A1 Brancol/lilas Roxo Algodonosa Umbilicata Sim Néo
5 USASC4A2 Verde/branco Verde/branco Algodonosa Umbilicata Sim Néao
Amarelado
6 USASC4A2 Rosado Rosado Algodonosa Umbilicata Sim Nédo
7 USASC4A2 Acinzentado Branco/creme Algodonosa Umbilicata Sim Nédo
8 USASC7A1 Leitoso Leitoso Glabra Umbilicata N&o Né&o
9 USASC7B1 Branco Branco/verde Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
10 USASC7C1 Cinza Verde/creme Aveludada Umbilicata Sim Sim
11 USASC8A1 Rosado/branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Néo
12 USASC8A2 Cinza Amareladol— pj0odon0sa Umbilicata Sim Nio
amarelado Branco
13 USASC8A2 Rosado/branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o
14 USASC8B1 Branco/creme Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Néo
15 USASC8B2 Branco/cinza Marrom Aveludada Umbilicata Sim Néo
16 USASC8B3 Branco Amarelo Aveludada Umbilicata Sim Nédo
17 USASCS8C1 Laranja Creme Aveludada Umbilicata Sim N&o
18 USASC8C2 Branco Amarelado Aveludada Umbilicata Sim Nédo
19 USASCB8C3 Verde Preto/branco Aveludada Umbilicata Sim Nédo
20 USASC9A1 Rosado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
21 USASC9B1 Acinzentado Branco/creme Algodonosa Umbilicata Sim Néo
22 USASC9B2 Marrom Marrom Aveludada Rugosa Sim Né&o
23 USASCIC1 Branco/lilas Roxo Algodonosa Umbilicata Sim Néo
24 USASC9IC1 Branco/cinza Marrom/ Aveludada Umbilicata Sim Né&o
Alaranjado
25 USASCIC2 Laranja Alaranjado Aveludada Umbilicata Sim Néo
26 USASC10C1 Esverdeado Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o

*Morfotipo
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Tabela 14 — Classificagdo macroscépica dos fungos edaficos isolados de amostras de solo, Usina
Santo Antbnio — USA, coleta Il

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Crescimento Ap e1s
Uniforme Concéntricos
1 USASC2A  Esbranquicado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
2 USASC2B Esverdeado Verde/creme  Glabra/algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
3 USASC2C Alaranjado Branc_o/ Aveludada Umbilicata Sim Né&o
Alaranjado
4 USASC3A Roxo/branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
5 USASC4A Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Néo
6 USASC4B Alaranjado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
7 USASCAC Roxo/branco Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
8 USASC5B2 Verde Creme Aveludada Plana Sim Sim
9 USASC5B1 Lilas/branco Ver/(iit/et:gznco Aveludada Rugosa Sim Né&o
10 USASC7C Branco Creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
11 USASC8A1  Verde/branco creme Aveludada Rugosa Sim Né&o
12 USASCB8A2 Rosado Rosado Aveludada Plana Néo Né&o
13 USASC8B Creme Crem6/ Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
Alaranjado
14 USASC8C Creme Creme Glabra Plana Sim Né&o
15 USASC9C Lilas/branco Creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
16 USASC10A Branco Creme Glabra Umbilicata Sim Né&o
17 USASC10C Branco Branco Aveludada Umbilicata Sim Né&o

*M = morfotipo

Tabela 15 — Classificacdo macroscépica dos fungos edaficos isolados de amostras de solo, Usina Séo
Jodo — USJ, coleta |

M* Cadigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Crescimento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 USJSC1B1  Verde/branco Amarelado Aveludada Rugosa Sim Néo
2 USJSC1B2 Branco Lilas/roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
3 USJSC1B3 Esvg:gfgd()/ Amarelado Algodonosa  Umbilicata Sim Nao
4 USJSC1C1  Verde/branco Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim sim
5 usJsc2B1 Creme Am;rr:tlgdo/ Aveludada Umbilicata Sim Néao
6 USJSC2A2 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Né&o Néo
7 USJSC2A1  Verde/branco Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim sim
8 USJSC3A1 Lilas/branco Roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
9 USJSC3A1  Acinzentado Branco/rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
10 USJSC3B1 Amarelado Verde/amarelado  Aveludada  Umbilicata Sim Sim
11 USJSC9A1  Verde/branco Creme Aveludada  Umbilicata Sim Nao
12 USJSC10A1 Alaranjado Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim Nao

*M= morfotipo

Tabela 16 — Classificacdo macroscopica dos fungos edéaficos isolados de amostras de solo, Usina Séo
Jodo — USJ, coleta Il

M= Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cres_(:lmento Apels_
Uniforme Concéntricos
1 USJSC1A1 Verde Verde/creme Granular Plana Sim Né&o
2 USJSC1A2 Lilas Lilas alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
3 USJSC2B Marrom Marrom Glabra Plana Sim Né&o
4 USJSC2C1 Branco Creme Aveludada Umbilicata Sim Né&o
5 USJSC2C2  Branco/rosado Lilas/alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o
6 USJSC3B Verde/branco Creme Aveludada Rugosa Sim Néo
7 USJSC4B Esbranquicado Alaranjado Algodonosa Umbilicata Sim Néo
8 USJSC5B Alaranjado Alaranjado Glabra Umbilicata Sim Néo
9 USISC5C Lilas/ Roxo/ Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
Alaranjado Alaranjado
10 USJSC7B Acinzentado Amarronzado Glabra Plana Sim Né&o
11 USISCTC Lilas Branco/ Aveludada Umbilicata sim Nzo
Acinzentado
12 USJSC10A Cinza/branco Cinzal/verde Aveludada Umbilicata Sim Né&o
13 USJSC10B2 Verde Creme Aveludada Rugosa Sim Né&o
14  USJSC10B1 Amarelado Amarelado Algodonosa Umbilicata Sim Né&o

*M = morfotipo
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Tabela 17 — Classificagdo macroscépica dos fungos edéaficos isolados de amostras de solo, Usina
Agroterenas — AT, coleta |

M* Caddigo Cor frente Corverso  Textura  Topografia Crescimento Apels_
Uniforme Concéntricos

1 ATSC1C1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
2 ATSC2A1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
3 ATSC3B1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
4 ATSC4A1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
5 ATSC5C1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
6 ATSC6B1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
7 ATSC7A1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
8 ATSC8A1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim Néo
9 ATSC9A1  Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o
10 ATSC10Al Verde/branco  Amarelo  Aveludada Rugosa Sim N&o

*M = morfotipo : todas as placas expressaram exatamente 0 mesmo morfotipo nas trés réplicas que, pelas caracteristicas é o

Penicillium sp.

Tabela 18 — Classificagcdo macroscopica dos fungos edéaficos isolados de amostras de solo, Usina
Agroterenas - AT, coleta 11

M* Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Cres_c imento Ap e1s.
Uniforme Concéntricos
1 ATSC2C1 Verde Verde Granular Rugosa Sim Néao
2 ATSC2C2 Avermelhado Avermelhado Algodonosa Rugosa Sim Néao
3 ATSC3C1 sz.al C“*m.e’ Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
Alaranjado Alaranjado
4 ATSC3C2 Aig:ﬁgéo AIC;:ZQ}ZQIQ Algodonosa  Umbilicata Sim Néao
5 ATSC3C3 Verde Verde Aveludada  Umbilicata Sim Néo
6 ATSC4C Verde/branco Creme Aveludada Rugosa Sim N&o
7 ATSC5C1 Azulado Creme Aveludada Rugosa Sim Né&o
8 ATSC5C2 Branco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim Né&o
9 ATSC6C1 Creme Creme Algodonosa  Umbilicata Sim N&o
10  ATSC6C2 Creme Creme Glabra Plana Sim Néao
11  ATSC7C1 Verde/branco Amarelo/creme Aveludada Rugosa Sim N&o
12 ATSC7C2 Verde Amarelado Aveludada Rugosa Sim N&o
13  ATSCO9C2  Branco/alaranjado  Lilds/Alaranjado  Algodonosa  Umbilicata Sim Néo
14  ATSC9OC1 Verde/branco Creme/Amarelado  Aveludada Rugosa Sim Néo
15  ATSC10B Branco/verde Creme Aveludada Rugosa Sim Néo
16 ATSC10C1 Verde Amarelado Aveludada Rugosa Sim Néo
17 ATSC10C3  Verde/Amarelado Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim Ndo

*M = morfotipo

8.3 Morfotipos

Dos morfotipos descritos para as trés usinas (Santo Antdnio, Sdo Jodo e

Agroterenas) e referentes aos morfotipos dos fungos endofiticos referentes a coleta 11, foram

feitos alguns registros durante a segunda repicagem (Figuras 19 a 48).

Figura 19 — Colénias do morfotipo USAFC2C1 prospectado da folha,
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

L

coleta

11, Usina Santo Antonio: a) frente;
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Figura 20 — Col6nias do morfotipo USAFC3A2 prospectado da folha, coleta 11, Usina Santo Antdnio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

6
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Figura 21 — Colénias do morfotipo USAFC4C1 prospectado da folha, coleta Il Usina Santo Antdnio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 22 — Col6nias do morftipo USAFC6A2 prospectado da folha, coleta I, Usina Santo Anténio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

p

Figura 23 — Col6nias do morfotipo USAFC6C prospectado da folha, coleta I, Usina Santo Antonio: a) frente; b)

verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 24 — Coldnias do morfotipo USAFC7B prospectado da folha, coleta I, Usina Santo Antdnio: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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Figura 25 — Col6nias do morfotipo USAFC8C prospectado da folha, coleta Il, Usina Sdo Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 26 — Col6nias do morfotipo USARC1C2 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Santo Antonio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 27 — Coldnia do morfotipo USARC4C2 prospectado da raiz, coleta I, Usina Santo Antdnio: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 28 — Col6nias do morfotipo USARC4B2 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Santo Antonio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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Figura 29 — Colénias do morfotipo USARC9C1 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Santo Antonio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 30 — Colénias do morfotipo USARC10C1 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Santo Antdnio: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 31 — Colbnias do mrfbﬁpb SJFClC prospectado da folha, coleta I, Usina S&o Jodo: a) frente;
b) verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 32 — Col6nias do morfotipo USJFC2C1 prospectado da folha, coleta I, Usina Sdo Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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Figura 33 — Col6nias do morfotipo USJFC2C2 prospectado da folha, a coleta II, Usina Sé6 Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 34 — Col6nias do morfotipo USJFC4A1 prospectado da folha, coleta Il, Usina Sao Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

i ;
Figura 35 — Col6nias do morfotipo USJFC5B2 prospectado da folha, coleta 11, Usina Séo Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 36 — Colbnias do morfotipo USJFC6B1 prospectado da folha, coleta Il, Usina Sao Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C, 2022.
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Figura 37 — Col6nias do morfotipo USJFC9A1 prospectado da folha, coleta Il, Usin
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 38 — Colbnias do morfotipo USJRC2B1 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Sdo Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 39 — Colbnias do morfotipo USJRC5C prospectado da raiz, coleta Il, Usina Sdo Jodo: frente; b) verso.
Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 40 — Col6nias do morfotipo USJRC10C3 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Sdo Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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as: a) frente; b)

| A\ ,
Figura 42 — Coldnias do morfotipo ATFC8C2 prospectado da folha, a coleta 11, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 43 — Coldnias do morfotipo ATFC9B2 prospectado da folha, coleta 11, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

Figura 44 — Colbnias do morfotipo ATRC1C2 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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Figura 45 — Col6nias do morfotipo ATRC4C1 prospectado da raiz, coleta Il, Usina S&o Jodo: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

® ®
\ /A

Figura 46 — Coldnias do morfotipo ATRC5A prospectado da raiz, coleta Il, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

3 RN 1Nl .
Figura 47 — Col6nias do morfotipo ATRC5C1 prospectado da raiz, coleta Il, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.

e s /]
Figura 48 — Coldnias do morfotipo ATRC6AL prospectado da raiz, a coleta Il, Usina Agroterenas: a) frente; b)
verso. Fonte: Pereira, R.M.C., 2022.
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8.4 Avaliacdo molecular e espécies identificadas

Ap0s as avaliagbes macroscopicas e verificacdo das condicbes de crescimento
das col6nias, apdés as repicagens, foi possivel encaminhar para a analise molecular 17

morfotipos (Tabela 19).

Tabela 19 — Fungos endofiticos e edaficos da cana-de-agucar, referentes as coletas | e 11, folhas, raizes
e solo, enviados para avaliagdo molecular

Coleta M* Codigo Cor frente Cor verso Textura Topografia Crescimento Apels_
Uniforme Concéntricos

| 7 USAFC2A1 Branco Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim Néao

| 11 USAFC2C1 Branco/verde Branco Granular Umbilicata Sim Nédo

| 26 USAFC6B2 Rosado Rosado Algodonosa  Umbilicata Sim Nédo

[ 26 USARC7AL B Alaranjado/ ili i 3
ranco Branco Algodonosa  Umbilicata Sim Néao

| 40 USARC10C2 Branco/laranja Laranja Algodonosa  Umhbilicata Sim Néao

| 20 USJFC6B1 Branco Amarelado Aveludada  Umbilicata Sim Nédo

| 29 USJFC9C1 Branco/creme Amarelado aveludada Umbilicata Sim Né&o

1l 10 USAFC3A2  Creme/branco Creme/branco  Algodonosa  Umbilicata Sim Néo

I} 21 ATFC5A2 Creme Creme Aveludada Rugosa Sim Néao

1 5 ATRCI1C2 Rosado Roxo Algodonosa  Umbilicata Sim Néao

1 19 ATRC4C2 Verde Verde/creme Granular Plana Né&o Néao

1l 4 USASC3A Roxo/branco Alaranjado Algodonosa  Umbilicata Sim Néao

Il 9 USASCSBL  Lilisbranco VMM Aveigada  Rugosa sim Nio

1 11 USASC8A1 Verde/branco Creme Aveludada Umbilicata Sim N&o

I} 5 usJsCc2c2 Branco/rosado  Lilas/alaranjado  Algodonosa  Umbilicata Sim Néao

1 1 ATSC2C1 Verde Verde Granular Umbilicata Sim Néo

I} 4 ATSC3C2 Aig:ﬁgéo Alcai;g;[}:jo Algodonosa  Umbilicata Sim Néao

*Morfotipo

Dos 17 morfotipos enviados para analise molecular, foram identificadas sete
espécies diferentes, sendo as demais iguais, sendo todas com nivel de confiabilidade acima de
98% (Tabela 20).
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Tabela 20 — Espécies identificadas ap6s analise molecular dos fungos endofiticos e edaficos da cana-
de-acucar, referentes as coletas | e Il, folhas, raizes e solo

Coleta M* Cadigo Bases Confiabilidade Espécie confirmada

[ 7 USAFC2A1 541/541 bases ITS 100% Beauveria bassiana

| 11 USAFC2C1 ggg//gff t?:;::.:.-g's: 99% Penicillium chrysogenum group

| 26 USAFC6B2 52111//5511: g:;:;_:_EIS: 100% Fusarium andiyazi
515/515 bases ITS 99 % Fusarium oxysporum

: 26 USARCTAL 577/578 bases TEF species complex (foetens)
515/515 bases ITS o Fusarium oxysporum

: 40 USARCI0C2 563/563 bases TEF 100% species complex (foetens)

| 20 USJFC6B1 541/541 bases IITS 100% Beauveria bassiana

| 29 USJFCI9C1 538/538 bases ITS 100% Beauveria bassiana
515/515 bases ITS o Fusarium oxysporum

I 10 USAFC3A2 564/564 bases TEF 100% species complex (foetens)

1l 21 ATFC5A2 509/510 bases ITF 99% Trichosporon asahii
515/515 bases ITS o Fusarium oxysporum

I 5 ATRCIC2 581/581 bases TEF 100% species complex (foetens)

1 19 ATRC4C2 555;1/?:: t?:;:ss‘:'EIS: 99% Aspergillus sojae
515/515 bases ITS 0 Fusarium oxysporum

I 4 USASC3A 564/564 bases TEF 100% species complex (foetens)

1l 9 USASC5B1 512/512 bases ITS 100% Purpureocillium lilacinum

1 11 USASC8A1 55753/55:: ;):Ss::_ll_'II;IS: 98% Penicillium chrysogenum group
516/516 bases ITS 0 Fusarium oxysporum

I 5 usiscac2 5851/581 bases TEF 100% species complex (foetens)

0 1 ATSC2C1 ggf/’ggg l?::;:T'TESF 99% Aspergillus sojae

1 4 ATSC3C2 515/514 bases ITS 100% Fusarium fujikuroi species complex

554/554 bases TEF

*Morfotipo; em negrito espécies diferentes

Placas contendo as coldnias dos morfotipos dos fungos endofiticos e edaficos

identificados por anélise molecular referentes a coleta | (Figuras 49 a 55):

Figura 49 — Fungo endofitico Beauveria bassiana prospectado da folha, morfotipo 7 da amostra USAFC2A1,
coleta I, Usina Santo Ant6nio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024
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Figura 50 — Fungo endofitico Pennicillium chrysogenum group prospectado da folha, morfotipo 11 da amostra
USAFC2C1, coleta I, Usina Santo Anténio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.

Col.1*M26USAFCEB2
: Ao
.

Figura 51 — Fungo endofitico Fusarium andiyazi prospectado da folha, morfotipo 26 da amostra USAFC6B2,
coleta I, Usina Santo Antdnio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.

Figura 52 — Fungo endofitico Fusarium oxysporum prospectado da raiz, morfotipo 26 da amostra USARC7AL,
coleta I, Usina Santo Antonio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Col.1*M40USARC10C2

Figura 53 — Fungo endofitico Fusarium oxysporum prospectado da raiz, morfotipo 40 da amostra USARC10C2,
coleta I, Usina Santo Ant6nio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024
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Figura 54 — Fungo endofitico Beauveria bassiana prospectado da folha, morfotipo 20 da amostra USJFC6BL1,
coleta I, Usina S&o Jodo. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 55 — Fungo endofitico Beauvia ssiana prospectado da folha, morfotipo 29 da amostra USJFC9C1,
coleta I, Usina S&o Jodo. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Placas contendo as coldnias dos morfotipos dos fungos endofiticos e edéaficos

identificados por analise molecular referentes a coleta Il (Figuras 56 a 64) :

Figura 56 — Fungo endofitico Fusarium oxysporum prospectado da folha, morfotipo 10 da amostra USAFC3A2,
coleta Il, Usina Santo Antonio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024
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Figura 57 — Fungo endofitico Trichpn asahii prospectado da folha, morfotipo 21 da amostra ATFC5A2,
coleta I, Usina Agroterenas. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 58 — Fungo endofitico Fusarium oxysporum prospectado da raiz, morfotipo 5 da amostra ATRC1C2,
coleta I, Usina Agroterenas. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Col.2*M1 9ATRC4C2

Figura 59 — Fungo endofitico Aspergillus sojae prospectado da raiz, morfotipo 19 referente da amostra
ATRCA4C2, coleta I, Usina Agroterenas. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 60 — Fungo edéfico Fusarium oxysporum prospectado do solo, morfotipo 4 da amostra USASC3A,
coleta Il, Usina Santo Antdnio Imagem: Pereira, R.M.C., 2024
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coleta I, Usina Santo Antdnio. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 62 — Fungo edéafico Fusarium oxysporum prospectado do solo, morfotipo 5 da amostra USJSC2C2,
coleta I, Usina S&o Jodo. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 63 — Fungo edafico Aspergillus sojae prospectado do solo, morfotipo 1 da amostra ATSC2CL1, coleta Il,
Usina Agroterenas. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024

Figura 64 — Fungo edéafico Fusarium fujikuroi prospectado do solo, morfotipo 4 da amostra ATSC3C2, coleta
I1, Usina Agroterenas. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.
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8.5 Experimentos de patogenicidade em condicfes de laboratorio

8.5.1 Experimentos em inseto-teste Galleria mellonella

Do total de 100 larvas de G. mellonella, 23 apresentaram mortalidade e
esporulacdo confirmadas. Os fungos que demonstraram potencial de patogenicidade foram:
USAFC2A1 e ATFC7A2, USJFC6B1 e USJFCICL referentes a coleta | e USAFC2C1,
USARC10C2, e ATRCL1C2 referentes a coleta 1l (Figura 65 ).

Mortalidade de Galleria mellonella

H% 40

~ | =

USAFCEC

USAFC10A1b

USJFCSC1
USJFCBB1

USAFC3AZ
USJFCacl

USAFC2C1

USARC7A2

USARC6B2

USAFC2A1

USAFC10C2

USARC10C2

ATFC7C2
ATFC10B2
ATRC8B1

TESTEMUNHA
TESTEMUNHA

Coleta | Coleta ll

Cddigo dos fungos endofiticos

Figura 65 — Porcentagem de mortalidade confirmada em teste de patogenicidade de fungos endofiticos de cana-
de-aclcar em Galleria mellonella. Fonte: Pereira, R.M.C., 2023.

Apos a avaliagdo da mortalidade confirmada, foram feitos alguns registros do
fluxo de avaliacdo e repicagens das larvas infectadas e esporuladas com os fungos aplicados

no teste com G. mellonella (Figura 66).

Figura 66 — Parte do experimento com larvas de Galleria mellonella x fungos endofiticos coleta I: a) placa da
repicagem com colénias do fungo; b) placa com coldnias (repicagem 2) para 0 experimento; c) larvas de G.
mellonella esporulada; d) placa com col6nias do fungo endofitico repicado da larva esporulada. Imagem: Pereira,
R.M.C., 2023.



108

8.5.2 Experimentos com adultos de S. levis e fungos endofiticos

No experimento realizado com o fungo endofitico prospectado da folha,
morfotipo 20 da amostra USJFC6BL1, coleta I, Usina S&o Jo&o, e identificado como Beauveria
bassiana, os tratamentos T2 e T5 apresentaram maior mortalidade. No entanto, ap6s a

verificacdo estatistica, ndo foi constatada diferenca significativa entre eles (Figura 67).

Mortalidade de S. levis

a

Médias
[
(%2}

-0,5 T1 dgua T2 1x1076 T3 1x1077 T4 1x10°8 T5 5x10°8

Tratamentos
Endofitico USIFC6B1

Figura 67 - Meédias de mortalidade total de Sphenophorus levis apés aplicagdo de suspensdo fungica com
diferentes tratamentos do fungo endofitico USJFC6B1 Beauveria bassiana. Resultados ap0s o teste Tukey
(p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, R.M.C., 2024.

No experimento realizado com o fungo endofitico Trichosporon asahii
prospectado da folha, morfotipo 21 da amostra ATFC5A2, coleta Il, Usina Agroterenas, o
tratamento T5 com a concentracdo de 5x10® conidios/mL apresentou maior mortalidade e
apos a verificacdo estatistica, foi constatada diferenca significativa em relacdo aos demais

tratamentos (Figura 68).

Mortalidade de S. levis
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Tratamentos
Endofitico ATFC5A2

Figura 68 - Meédias de mortalidade total de Sphenophorus levis apés aplicagdo de suspensdo fungica com
diferentes tratamentos do fungo endofitico ATFC5A2 Trichosporon asahii. Resultados ap6s o teste Tukey
(p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, R.M.C., 2024.
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No experimento realizado com o fungo endofitico Fusarium oxysporum
prospectado da raiz, morfotipo 40 da amostra USARC10C2, coleta I, Usina Santo Antonio, o
tratamento T2, com a concentragdo de 1x10° conidios/mL, apresentou maior mortalidade.
Apobs a verificacdo estatistica, foi constatada diferenca significativa em relacdo aos demais

tratamentos (Figura 69).

Mortalidade de S. levis
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Figura 69 - Meédias de mortalidade total de Sphenophorus levis apds aplicacdo de suspensdo fungica com
diferentes tratamentos do fungo endofitico USARC10C2 Fusarium oxysporum. Resultados ap0s o teste Tukey
(p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, RMC, 2024.

8.5.3 Experimentos com adultos de S. levis e fungos edéaficos

No experimento realizado com o fungo endofitico Penicillium chrysogenum
group, morfotipo 11 da coleta Il, Usina Santo Antonio, o tratamento T2, com a concentracao
de 1x10"6 conidios/mL, apresentou maior mortalidade. Apds a verificagdo estatistica, foi

constatada diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos (Figura 70).

Mortalidade de S. levis

6
5 a
4 /
/
%) 4 \
2 = / AN b
b N\ b
1 / b pae DI =
/.// %.\ ;};ﬂ,‘&—. S
; L 1=
. T1dgua T2 1x10%6 T3 1J10"7 T4 1x10"8 T5 5x1078
-2
Tratamentos

Eddfico USASC8A1

Figura 70 - Meédias de mortalidade total de Sphenophorus levis apds aplicacdo de suspensdo fungica com
diferentes tratamentos do fungo endofitico USASC8AL Penicillium chrysogenum group. Resultados apds o teste
Tukey (p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, RMC, 2024.



110

No experimento realizado com o fungo endofitico edafico Aspergillus sojae,
prospectado do solo, morfotipo 1 da amostra ATSC2C1, coleta Il, Usina Agroterenas, 0
tratamento T5, com a concentracdo de 5x10® conidios/mL, apresentou maior mortalidade.
Apobs a verificacdo estatistica, foi constatada diferenca significativa em relacdo aos demais

tratamentos (Figura 71).
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Figura 71 - Médias de mortalidade total de Sphenophorus levis apds aplicacdo de suspensdo fungica com

diferentes tratamentos do fungo endofitico ATSC2C1 Aspergillus sojae. Resultados apds o teste Tukey
(p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, RMC, 2024.

Para o experimento com o fungo ATSC2C1, houve esporulacdo nas carcacas

infectadas, o que foi confirmado pela observacdo em lamina (Figura 72).

Figura 72 — Etapas de confirmacdo de mortalidade de Sphenophorus levis ap6s aplicacdo do fungo edafico
ATSC2C1 Aspergillus sojae: a) placa da avaliacdo da mortalidade com insetos esporulados ap6s 7 dias em
camara Umida; b) Sphenophorus levis infectado e esporulado; c) Placa de Petri com col6nias do fungo repicado
da carcaca do inseto; d) lamina com conidi6foro e conidios do fungo edéfico sob microscépio 6ptico em 400x.
Imagem: Pereira, RMCP, 2024.
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Para verificar novamente se haveria confirmacdo da mortalidade, repetiu-se o
experimento nas mesmas condi¢cdes com o fungo edafico Aspergillus sojae prospectado do
solo, morfotipo 1 da amostra ATSC2C1, coleta Il, Usina Agroterenas. Os tratamentos T2,
com a concentragdo de 1x10° conidios/mL, e T5, com a concentragdo de 5x108 conidios/mL,
apresentaram as maiores médias de mortalidade ap6s a verificacdo estatistica. No entanto, ndo

foi constatada diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos (Figura 73).
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Figura 73 - Médias de mortalidade total de Sphenophorus levis apés aplicagdo de suspensdo fungica com
diferentes tratamentos do fungo endofitico ATSC2C1 Aspergillus sojae. Resultados apds o teste Tukey
(p < 0,05) por meio do software RStudio. Fonte, Pereira, RMC, 2024.

9. DISCUSSAO

9.1 Prospecgéo dos fungos endofiticos

Embora o trabalho de prospeccao de fungos endofiticos tenha alcancado 480
isolados, muitos foram perdidos durante as repicagens devido as suas caracteristicas
fastidiosas. Foi constatado que o maior nimero de isolados provinha das amostras das folhas,
seguidas pelas amostras das raizes, e, por fim, pelos isolados obtidos do solo. Isso sugere que
pode haver similaridade nas condi¢cdes gerais de manipulacdo do solo e manutencdo das
lavouras (Zhao et al., 2016; Huang et al., 2020).

A diversidade e abundancia de fungos endofiticos podem variar conforme o
tecido analisado, devido a diversos fatores, como as caracteristicas biodticas e abioticas do
ambiente e da microbiota associada a cada microbioma. As folhas, por estarem expostas ao

ambiente externo, incluindo condi¢cdes como chuva, vento e radiacdo solar, sdo mais
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suscetiveis a colonizagcdo por uma ampla gama de microrganismos, incluindo fungos (Barros
et al., 2023), o que corrobora com nossos resultados. Esse ambiente mais dinamico e sujeito a
variacdes ambientais favorece a presenca de uma maior diversidade microbiana. Em
contraste, as raizes estdo localizadas em um ambiente mais protegido, frequentemente
interagindo com uma comunidade microbiana distinta, influenciada por fatores do solo, como
pH, nutrientes e interaces com micorrizas, 0 que resulta em uma composicdo microbiana
especifica, adaptada a esse ambiente mais estdvel e com menor variacdo de condigdes
externas. O tipo de tecido, as caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas das folhas e raizes
podem influenciar a colonizacdo flngica. Por exemplo, as raizes tendem a hospedar
comunidades endofiticas menos diversificadas que as folhas, pois 0 ambiente radicular possui
menor variabilidade microambiental, estd mais exposto a bioinsumos e nutrientes aplicados ao
solo e, frequentemente, apresenta uma estrutura mais complexa e uma interacdo direta com o
solo, como as micorrizas, 0 que pode favorecer a presenca de fungos endofiticos (Saikkonen
et al., 2013). Ainda, a funcéo ecoldgica dos fungos endofiticos nas raizes pode ser relacionada
a promocdo do crescimento das plantas e a protecdo contra patdgenos do solo, enquanto 0s
fungos nas folhas podem estar mais envolvidos na defesa contra herbivoros e no controle de
doencas (Chapla; Biasetto; Araujo, 2012; Barros et al., 2023).

Além disso, o intervalo de coleta, inferior a 30 dias (marco/abril de 2022),
entre as amostras, bem como o periodo chuvoso, pode ter favorecido o crescimento e a
prospeccdo de morfotipos com caracteristicas fastidiosas. Outro aspecto importante a ser
considerado é a influéncia sazonal sobre a diversidade microbiana endofitica em cana-de-
acucar. A sazonalidade das coletas realizadas neste trabalho, durante o periodo chuvoso, pode
também ter influenciado positivamente a deteccdo das maiores médias encontradas nas raizes,
em vez das folhas. Isso reforca a importancia de considerar a sazonalidade e o tipo de insumo
utilizado como fatores que afetam diretamente a diversidade de fungos endofiticos na cultura
da cana-de-agucar.

Quanto as caracteristicas morfoldgicas dos morfotipos expressos, a textura e
topografia apresentaram formas bem definidas. Entretanto, a variacdo na coloracdo das
colbnias, tanto na face superior quanto na inferior, foi diversificada. Essas condi¢des podem
estar atreladas a variabilidade da cepa e a plasticidade fenotipica (Bernardi-Wenzel et al.,
2012).

No entanto, a maioria dos fungos expressos demonstrou-se fastidiosa quando
repicada em meio artificial, no caso desta pesquisa, 0 BDA (Batata-Dextrose-Agar), pois, ou

ndo se desenvolveu, ou apresentou colonias com caracteristicas macroscopicas diferentes das
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iniciais. Isso dificultou a sele¢do para preservacgdo e reduziu drasticamente a quantidade de
fungos expressos para identificagdo molecular.

Pesquisas sobre fungos endofiticos na cana-de-agUcar ainda sdo escassas,
apesar do potencial significativo que esses microrganismos tém para contribuir para a salde
das plantas e a produtividade agricola (Kumar et al., 2018). A escassez de investigacdes
direcionadas ao entendimento da interacdo entre esses fungos e a planta hospedeira limita a
possibilidade de utilizagdo desses microrganismos como agentes de biocontrole ou como
biofertilizantes, o que poderia trazer beneficios econdmicos e sustentaveis para a cultura
(Vega et al., 2014). Portanto, é importante que mais estudos sejam realizados para elucidar a
biodiversidade dos fungos endofiticos na cana-de-agucar e seu potencial para melhorar a

salide da planta e a eficiéncia produtiva.

9.2 Prospeccao dos fungos edéaficos

Os solos sdo considerados importantes reservatorios de diversos
microrganismos, incluindo os fungos (ALVES, 1998). Para os resultados da prospeccao dos
fungos edéaficos, foram obtidos 96 isolados no total. Comparando-se com a prospec¢do dos
fungos endofiticos, com 480 isolados, constatou-se uma propor¢do de cinco isolados
endofiticos para um isolado edafico. Essa proporcao pode ter sido influenciada pela variacao
da quantidade de violeta de genciana utilizada na composi¢do do meio de cultura, que foi de 5
mL para os meios utilizados na coleta | e 2,5 mL para os meios utilizados na coleta Il. A
violeta de genciana (ou cristal violeta) ndo é considerada exatamente um antibiético, mas age
como um agente antimicrobiano e pode funcionar como um inibidor de crescimento para
certos microrganismos. Esse composto pertence a classe dos corantes de trifenilmetano e é
usado principalmente como um agente bacteriostatico e fungistatico, ou seja, inibe o
crescimento de bactérias e fungos, mas ndo necessariamente os mata. Sua ag&o inibitoria se da
pela capacidade de se ligar a acidos nucleicos e estruturas celulares, interferindo na replicacdo
e no crescimento de microrganismos (Nascimento et al., 2014).

As diferencas detectadas na expressdo dos isolados edaficos podem ser
explicadas pela variabilidade na ecologia dos ambientes de solo, pois, no caso, as amostras
sdo de monocultura, além das alteracdes devido aos ajustes técnicos, como a quantidade de

violeta de genciana utilizada no meio de cultura. Assim, a diferenca na quantidade de violeta
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de genciana, somada as distintas condi¢Bes de habitat dos fungos edaficos, possivelmente

contribuiu para a variagdo nas taxas de isolamento observadas.

9.3 Espécies identificadas

A ubiquidade dos fungos é indiscutivel, pois estes podem ser encontrados em
diferentes ecossistemas e em diferentes hospedeiros. Os resultados da analise molecular das
cepas obtidas nas coletas | e Il indicaram a predominéncia de fungos do género Fusarium,
particularmente associados ao Fusarium oxysporum species complex, com um ndmero
significativo de isolados identificados como F. oxysporum com alta confiabilidade, variando
entre 98% e 100% de correspondéncia de bases nas regides ITS e TEF. Esse complexo de
espécies é amplamente conhecido tanto por sua ubiquidade em ambientes agricolas quanto
por suas relacdes simbidticas e patogénicas em diversas culturas, o que poderia sugerir a
adaptacdo dessas cepas as condicdes do sistema agricola da cana-de-agucar (Alexopoulos et
al., 1996). Apesar de este género de fungo ser considerado fitopatdgeno em diversas culturas,
como na cultura do feijdo, causando podriddo radicular e murcha, inclusive em cana-de-
acucar, F. oxysporum foi detectado neste trabalho como endofito da cana-de-agUcar
(Michereff et al., 2005; Lucas et al., 2023).

A presenca consistente de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin nas
amostras é outro destaque importante. B. bassiana é um fungo entomopatogénico amplamente
utilizado em controle biol6gico, especialmente para pragas agricolas (Alves, 1998; Azevedo,
1998). Além disso, B. bassiana é bastante conhecido por sua capacidade de infectar uma
ampla gama de insetos em quase todas as ordens. A variabilidade genetica deste fungo é alta,
0 que lhe permite distribuir-se por todo o mundo, de areas temperadas a tropicais, incluindo
sua adaptabilidade as mudancas nas condi¢fes bidticas e abidticas. B. bassiana tem
propriedades exclusivas além de seu desempenho entomopatogénico, pois pode ser
encontrado como endofitico, apresentar atividades antagbnicas contra patdgenos vegetais,
colonizar a rizosfera e viver saprofiticamente no solo (Roswanjaya; Saryanah; Devy, 2021).
Nesta pesquisa, foi encontrado como endofitico na cana-de-agUcar, que é monocultura, e pode
ter seu translocamento facilitado pelo uso de praticas agricolas envolvendo bioinsumos na
lavoura, corroborando sua importancia para a microbiota local e seu potencial biocontrolador.

Outros géneros identificados nas amostras desta pesquisa incluem Penicillium

chrysogenum group, que sdo fungos comumente encontrados no ar, Trichosporon asahii e
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Aspergillus sojae, que sdo conhecidos por sua atividade em processos de decomposicao
organica e associacdes simbioticas, além da producdo de metabolitos de interesse industrial
(Yoshimi, Akira et al. 2022). A presenca de Purpureocillium lilacinum também merece
destaque, dado o papel desse fungo como antagonista de nematoides (Isaac; El-deniny; Taha,
2021), o que sugere seu envolvimento em interagdes ecologicas especificas ou um possivel
papel biocontrolador no solo e na rizosfera da cana-de-agucar.

Apesar da prospeccédo de 576 isolados entre endofiticos e edaficos e o envio de
apenas 17 para identificacdo molecular, sendo dessas apenas 7 espécies diferentes, esses
resultados indicam uma diversidade funcional consideravel, que pode ser observada nas
imagens deste trabalho, refletindo a complexidade das interacdes microbianas nos sistemas
edaficos e endofiticos associados a cana-de-agucar. A deteccao dessas espécies pode fornecer
informagdes importantes sobre o potencial de uso de fungos nativos no manejo integrado de
pragas e doencas, bem como na promocdao da saude do solo e da planta.

9.4 Experimentos de patogenicidade em condicGes de laboratorio

9.4.1 Experimento com inseto-teste Galleria mellonella

Com base no grafico, observamos a mortalidade de Galleria mellonella em
resposta a aplicacdo de diferentes fungos endofiticos isolados de cana-de-agUcar nas coletas |
e 1. Os dados mostram uma variagdo consideravel nas taxas de mortalidade entre os isolados,
com alguns alcancando até 70-80% de mortalidade, enquanto outros tiveram uma eficéacia
menor.

Essas diferencas na mortalidade das larvas de G. mellonella podem ser
explicadas pela variagdo nas caracteristicas bioativas e nos mecanismos de patogenicidade
entre os diferentes isolados de fungos endofiticos. Os morfotipos USAFC2A1, USJFC6BL1 e
USJFCIC1 utilizados nos experimentos foram identificados como cepas de Beauveria
bassiana, que é conhecida por sua eficacia como agente entomopatogénico devido a sua
habilidade de infectar insetos por meio de penetracdo na cuticula (Alves, 1998; Azevedo,
2008), o que pode justificar as altas taxas de mortalidade observadas nos isolados testados. Os
fungos endofiticos que apresentaram menor eficiéncia de mortalidade podem ter menor
adaptacdo para patogenicidade em insetos ou mecanismos menos eficazes de infeccdo em G.

mellonella. No entanto, € importante lembrar que este experimento foi realizado sem
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repetices, sendo indicados estudos adicionais nas mesmas condicOes laboratoriais para

avaliar a consisténcia do desempenho obtido para G. mellonella.
9.4.2 Experimentos com adultos de S. levis x fungos endofiticos

Foi possivel realizar experimentos com trés isolados: USJFC6B1 identificado
como Beauveria bassiana, ATFC5A2 identificado como Trichosporon asahii e USARC10C2

identificado como Fusarium oxysporum species complex (foetens) (Tabela 21).

Tabela 21- Média de mortalidade de Sphenophorus levis infectados com suspensao fungica
de conidios aéreos de fungos endofiticos aplicados por imersdo em condic@es de laboratério

Tratamentos Exp. endofitico Exp. endofitico Exp. endofitico
(n=125)* USJFC6B1 ATFC5A2 USARC10C2

*T1 Testemunha 0,6 0,89 ab 04054 b 06+089 b
T2  1x108 3,0+158 a 18+1,78 ab 40+122 a

T3 1x107 02+044 b 02+044 b 30+£141 ab

T4 1x108 0,8+1,30 ab 08+083 b 2,6 +230 ab

T5 5x108 2,6+230 ab 30+ 122 a 34+151 ab

CV (%) 100,63 87,60 56,71

T1=4gua, média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Esses resultados indicam que os isolados endofiticos testados tém efeitos
variaveis em resposta as diferentes concentracdes de esporos aplicados. A resposta dose-
dependente observada em USJFC6B1 e ATFC5A2 sugere que concentragcbes moderadas (T2
1x10° e T5 5x10”®) podem ser mais eficazes, 0 que é um padrdo interessante para futuras
aplicacdes em campo. Ja o isolado USARC10C2 mostrou maior consisténcia, sugerindo que
ele pode ser uma opcao mais confidvel em termos de eficicia biocontroladora em diferentes
concentracOes. Essas diferencas podem ser atribuidas as caracteristicas especificas de cada
isolado, como a producdo de enzimas, a habilidade de colonizagdo e o nivel de viruléncia
(Schmidell; Zanfonato, 2021). Esse padrdo demonstra a importancia de ajustar as
concentracfes dos agentes endofiticos para otimizar os efeitos, considerando a variabilidade
entre os isolados e a resposta do organismo-alvo. Alem disso, o alto coeficiente de variacéo,
especialmente para USJFC6B1 — B. bassiana, sugere a necessidade de mais estudos, uma vez
que este fungo ja é comprovadamente eficiente contra pragas agricolas. J& para o morfotipo
USARC10C2 — Fusarium oxysporum species complex, os resultados de maior mortalidade

podem indicar que a cepa desenvolveu mecanismos de adaptacao para viver endofiticamente,
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ja que é conhecido por ser um fungo agente causal da podriddo-de-raizes em erva-mate
(Quevedo et al.,, 2022). No entanto, sugere-se mais pesquisas para ajustes e avaliacGes

especificas para constatacdo dos seus efeitos de patogenicidade em S. levis.
9.4.3 Experimentos com adultos de S. levis x fungos edéficos

Foi possivel realizar experimentos com dois isolados de origem edafica:
morfotipo USASC8A1 identificado como Penicillium chrysogenum group e o morfotipo

ATSC2CL1 identificado Aspergillus sojae (Tabela 22).

Tabela 22 — Média de mortalidade de Sphenophorus levis infectados com suspenséo fungica
de conidios aéreos de fungos edaficos aplicados por banho em condicdes de laboratério

Tratamentos Exp. Edéfico Exp. Edéfico Exp. edéfico
(n=125)* USASC8A1 ATSC2C1 ATSC2C1 rep
*T1 Testemunha 04+089 b 0,8+130 b 0,6+0,89a
T2 1x10° 40+223a 16+£230 b 0,6+0,89a
T3  1x107 0,0+0,00 b 08+1,78 b 22+228a
T4  1x108 02+044 b 08+1,30 b 1,8+2,04a
T5 5x108 12+178 b 50+0,00 a 22+130a
CV (%) 116,93 85,70 107,68

T1=4gua, média seguida de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A taxonomia do género Aspergillus sp. é complexa. Conforme Pildain et al., A.
sojae e A. toxicarius ndo tém sido claramente distintos de A. parasiticus. Também, as espécies
Aspergillus sojae, A. flavus, A. parasiticus, e A. oryzae apresentam elevado parentesco
genético, evidenciado por sua similaridade no DNA e tamanhos gendmicos similares. Estudos
comparativos revelaram que A. flavus e A. oryzae, assim como A. parasiticus e A. sojae, sdo
extremamente dificeis de distinguir, uma vez que a complementaridade de seus genomas
mostra uma similaridade de 100% entre A. flavus e A. oryzae, e de 91% entre A. parasiticus e
A. sojae (Geiser; Pitt; Taylor, 1998; Geiser et al., 2000; Samson et al., 2000; Chang; Ehrlich;
Hua, 2006). Esses resultados indicam uma relagdo genética muito proxima, o que pode ter
implicagBes significativas para o entendimento da evolugdo e da funcionalidade desses
organismos, especialmente no contexto de sua utilizacdo biotecnoldgica (Silva et al., 2015).

Em relacdo ao potencial para controle bioldgico, A. sojae pode inibir o
crescimento de fungos patogénicos como 0s que causam a doenca do mofo branco no feijao
(Atallah et al., 2022) e cepas ndo toxigénicas de A. sojae podem ter eficacia na prevencéo da
contaminacgéo por toxinas em culturas como amendoim e milho (Dorner; Hole; Corner, 2000).

Embora A. sojae seja conhecida principalmente por suas propriedades antifngicas, seu papel
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no manejo de pragas € parte de uma tendéncia mais ampla de usar fungos como agentes de
biocontrole contra varias ameacas agricolas (Shishupala, 2022).

Nos experimentos realizados com adultos de S. levis, embora o isolado
ATSC2C1 tenha apresentado a maior média de mortalidade (5,0) e esporulacdo confirmada, a
repeticdo ATSC2C1 teve uma menor média (2,2) e ndo houve esporulacdo.
Coincidentemente, para os dois experimentos, o tratamento T5 com maior concentracdo
(5x10"8 blastosporos/mL) foi o mais eficiente. No entanto, apesar das médias de mortalidade
significativas, a alta variabilidade, como indicado pelo coeficiente de variacdo (CV) para cada
tratamento, sugere que os resultados podem ter sido afetados por fatores experimentais ou
bioldgicos, como a heterogeneidade do solo ou a variabilidade na resposta do inseto,
sugerindo que hd um limite para a eficacia dos fungos em relacdo ao controle de S. levis.
Algumas espécies de Aspergillus, incluindo A. sojae, demonstraram eficacia no controle de
pragas como Elasmolomus pallens, com taxas de mortalidade chegando a 100% em ambientes
de laboratério (Umaru; Simarani, 2020). Assim, a continuidade de pesquisas e experimentos
com A. sojae aplicados em adultos de S. levis é fundamental para entender melhor as

interacdes entre o fungo e o inseto-alvo.

10. CONCLUSOES

* A identificagdo macroscopica para os géneros Beauveria sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.

e Fusarium sp. foi confirmada pela anélise molecular para o nivel de espécie.

» As espécies Penicillium chrysogenum group, Fusarium oxysporum species complex

(Foetens), e Aspergillus sojae ocorrem tanto de forma endofitica quanto edafica.

* Os fungos endofiticos Beauveria bassiana, Fusarium oxysporum species complex (Foetens)
e Penicillium chrysogenum group apresentaram potencial de patogenicidade em larvas de

Galleria mellonella.

« O fungo endofitico Fusarium oxysporum apresentou patogenicidade significativa em adultos

de S. levis na maior dose aplicada (5x108 conidios/mL).



119

* O fungo edafico Aspergillus sojae apresentou patogenicidade significativa em adultos de S.

levis na maior dose aplicada (5x108 conidios/mL).
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SELE(;AO DE MEIO DE CULTURA PARA FERMENTA(;AO LIQUIDA
SUBMERSA DE BLASTOSPOROS DE Beauveria bassiana IBCB170 e Metharhizium
anisopliae IBCB383

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a selecdo de meio de cultura visando a obtencdo de maior
concentragdo de blastosporos/mL para os entomopatogenos Beauveria bassiana IBCB170 e
Metarhizium anisopliae IBCB383. Foram realizadas duas selegdes de meio: S.1-2022, com cinco
tratamentos, e S.11-2023, com oito. Para cada tratamento, foram realizadas cinco repeticdes com
100 mL do meio de cultura dispostos em Erlenmeyers com deflatores, autoclavados e inoculados
com 10 mL da suspensdo fungica em cada repeticdo, com concentragdes de blastosporos/mL
variando entre 1x10% ¢ 6x10® para S.I-2022, e padronizada em 1x10® para S.II-2023. Apés a
inoculacdo, os meios ficaram sob agitacdo a 160 rpm, com amostragens realizadas em 72 horas
para avaliacdo dos parametros: concentracdo de blastosporos/mL, pH, temperatura e UFC. Os
meios que apresentaram maior média de concentracdo de blastosporos/mL foram testados em
biorreator de bancada. Para as bateladas com inéculos da S.1-2022, foram realizados trés
experimentos para cada cepa, com duas repeti¢des cada, com amostragens em 72 e 168 horas, e
trés volumes de indculo: 50 mL, 150 mL e 250 mL em 4 L de meio. Para a S.11-2023, foram
realizados dois experimentos para cada cepa, com duas repeticbes e amostragens em 72 horas, e
dois volumes de inéculo: 50 mL e 150 mL. Em todas as bateladas, foram controlados os seguintes
parametros: agitagdo a 300 rpm, vvm em 1, pH em 4,50 + 0,20 e temperatura a 27 °C, com
amostragens realizadas para avaliacdo de UFC. Aos resultados foi aplicada ANOVA de Welch,
seguida do teste de Tukey, por meio do software RStudio®. Para a S.I-2022, as maiores
concentragdes de blastosporos/mL nos testes em Erlenmeyers foram obtidas no meio T2 para S.I-
2022 IBCB170, com 5,65%108%, e no meio T4 para IBCB383, com 16,15x10%. Para S.I[-2023, 0
meio T2 apresentou 2,57x10® para IBCB170, e o meio T1, 1,298x108 para IBCB383. Nos testes
com o biorreator, as maiores médias de concentragdo de blastosporos/mL foram obtidas na S.I-
2022 para IBCB170 no meio T2 em 72 horas, com o volume de 150 mL, e para IBCB383 no meio
T4, com o volume de 250 mL em 72 horas. Nos testes em biorreator para a S.11-2023, tanto para
IBCB170 quanto para IBCB383, a maior média de blastosporos/mL foi obtida com o volume de
150 mL.

Palavras-chave: blastosporos. deflatores. biorreator de bancada. meio de cultura liquido
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SELECTION OF CULTURE MEDIUM COMPOSITION FOR SUBMERGED
LIQUID FERMENTATION OF BLASTOSPORES OF Beauveria bassiana IBCB170
AND Metharhizium anisopliae IBCB383

ABSTRACT
The objective of this study was to select culture media aimed at obtaining the highest
concentration of blastospores/mL for the entomopathogens Beauveria bassiana IBCB170 and
Metarhizium anisopliae IBCB383. Two media selection processes were conducted: S.1-2022,
with five treatments, and S.11-2023, with eight. For each treatment, five replicates were
performed, with 100 mL of culture medium placed in Erlenmeyer flasks with baffles,
autoclaved, and inoculated with 10 mL of fungal suspension per replicate. Blastospores/mL
concentrations ranged from 1x10® to 6x10® for S.I-2022 and were standardized at 1x10® for
S.11-2023. After inoculation, the media were kept under agitation at 160 rpm, with sampling
performed at 72 hours to evaluate the following parameters: blastospore concentration
(blastospores/mL), pH, temperature, and CFU. The media with the highest average
blastospore concentrations were tested in a bench-scale bioreactor. For the S.1-2022 inoculum
batches, three experiments were carried out for each strain, with two replicates each.
Sampling was performed at 72 and 168 hours, and three inoculum volumes were tested: 50
mL, 150 mL, and 250 mL in 4 L of medium. For S.I11-2023, two experiments were conducted
for each strain, with two replicates and sampling at 72 hours. Two inoculum volumes were
tested: 50 mL and 150 mL. In all batches, the following parameters were controlled: agitation
at 300 rpm, 1 vvm, pH at 4.50 £ 0.20, and temperature at 27 °C, with sampling performed for
CFU evaluation. The results were analyzed using Welch's ANOVA, followed by Tukey's test,
using the RStudio® software. For S.1-2022, the highest blastospore concentrations in
Erlenmeyer tests were obtained in medium T2 for S.1-2022 IBCB170, with 5.65x10%, and in
medium T4 for IBCB383, with 16.15x10%. For S.II-2023, medium T2 yielded 2.57x108 for
IBCB170, and medium T1 yielded 1.298x10# for IBCB383. In the bioreactor tests, the highest
average blastospore concentrations were obtained in S.1-2022 for IBCB170 in medium T2 at
72 hours, with an inoculum volume of 150 mL, and for IBCB383 in medium T4, with an
inoculum volume of 250 mL at 72 hours. In the bioreactor tests for S.11-2023, both for
IBCB170 and IBCB383, the highest average blastospore concentrations were achieved with

an inoculum volume of 150 mL.

Keywords: blastospores, baffles, bench-scale bioreactor, liquid culture medium
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12. INTRODUCAO

O controle biologico de pragas por meio de fungos entomopatogénicos tem se
destacado como uma alternativa promissora e sustentavel em comparagdo aos métodos
convencionais de controle quimico (Alves, 1998; Parra, 2016; Pignati et al., 2017).

No Brasil, mais da metade dos biopesticidas tem em sua composi¢do os fungos
entomopatogénicos, com grande destaque para os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae (Li et al., 2010; Mascarin et al., 2019; AgroFit, 2024). Nesse contexto, a
formulagéo de meio de cultura para a producdo desses fungos assume papel fundamental, uma
vez que pode colaborar diretamente na inovacdo e obtencdo de bioprodutos com boa eficacia
e viabilidade econdmica no manejo das pragas agricolas (Faria, 2017; Mascarin et al., 2019;
De-Sé-Santos, 2021).

As primeiras investigacfes sobre a fermentagdo liquida submersa para fungos
entomopatogénicos remontam ao final do século XX, quando pesquisadores comecaram a
explorar métodos alternativos para o controle de pragas agricolas. Inicialmente, esses estudos
enfrentaram desafios tecnicos significativos, como a selecdo de cepas fungicas adequadas,
otimizagdo das condic¢des de cultivo (balanceamento dos nutrientes) e desenvolvimento de
equipamentos para a obtencdo de processos de fermentacdo eficientes (Pandey, 2003;
Carvalho et al., 2018; Mascarin et al., 2019).

A fermentacdo liquida submersa (FLS) tem se destacado como uma técnica
promissora na producdo em larga escala de microrganismos como bactérias e fungos e tem
desempenhado um papel importante no controle bioldgico de pragas agricolas (Mascarin et
al., 2018; Basso, 2023). A FLS também permite a producdo de antibioticos, enzimas e outros
produtos biotecnologicos, tornando-se essencial na biotecnologia industrial. Exemplo disso €
0 uso de fungos filamentosos, como Aspergillus sp. e Penicillium sp., que produzem uma
variedade de enzimas (como amilases e proteases) e compostos bioativos com aplicabilidade
na indastria farmacéutica, alimenticia e ambiental (Alterthum et al., 2021; De-Sa-Santos,
2021). Entretanto, o controle preciso dos parametros operacionais na FLS € critico para
alcancar altas concentracdes dos produtos de interesse, reduzir custos e aumentar a eficiéncia
do processo, 0 que evidencia a importancia continua da pesquisa em otimizacao de condi¢des
fermentativas e desenvolvimento de novos bioprocessos industriais (Schmidell; Zanfonato,
2021; Mascarin et al., 2024).

A estrutura mais utilizada para formulacdes de fungos entomopatogénicos (FE)

é o conidio aéreo e a fermentagéo liquida submersa (FLS) emergiu como uma alternativa na
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busca por otimizacdo de estruturas como os blastosporos, que séo utilizados em cerca de 4%
dos biopesticidas. Com o passar do tempo, aprimoramentos tecnologicos e cientificos
permitiram avancos na fermentacdo liquida submersa para esses organismos, visando a
otimizacdo dessas estruturas mais infectivas (Faria; Wraight, 2007; Mascarin et al., 2019).

Novas pesquisas para desenvolvimento de meios de cultura e os métodos de
controle de processos da FLS tém resultado em aumento da eficiéncia de producdo e
qualidade dos blastosporos. Além disso, a compreensdo mais profunda da fisiologia dos
fungos e suas interacbes com o hospedeiro é de grande importancia para a escolha dos
componentes para elaboragdo de novos meios de cultura e formulagdes (Mascarin et al., 2019;
Alterthum, 2021; De-Sa-Santos, 2021).

Os conidios aéreos possuem uma estrutura protetora composta de quitina
(polissacarideo) que garante melhor resisténcia tanto no ambiente natural quanto no manuseio
de formulacBes em laboratério. JA os blastosporos sdo estruturas reprodutivas assexuadas
desses fungos que também possuem bom potencial infectivo para controle de pragas, mas ndo
sdo muito utilizados devido a algumas limitacdes, como facilidade de dessecamento e baixa
durabilidade no tempo de prateleira (Alves; Faria, 2010; Gandarilla-Pacheco et al., 2017;
Schmidell; Zanfonato, 2021). No entanto, existem estudos que apontam os blastosporos como
estrutura promissora para o uso no desenvolvimento de bioinseticidas (Hartelt et al., 2008;
Mascarin et al., 2008).

No caso da elaboragdo e desenvolvimento de meio de cultura para FLS, €
necessario a selecdo da cepa e o balanceamento de nutrientes, tais como fontes de carbono e
nitrogénio, além de vitaminas e sais. Além disso, é importante conhecer o hospedeiro para que
se possa, de maneira artificial, proporcionar maior similaridade da hemolinfa com o novo
meio de cultura a ser testado (Mascarin et al., 2014; Cojano; Luminare, 2021; Schmidell;
Zanfonato, 2021).

O uso de equipamentos como Erlenmeyers com deflatores, mesa agitadora
orbital e biorreator de bancada, juntamente com praticas adequadas de esterilizagdo,
desinfeccdo e assepsia, é fundamental para a producdo eficiente de estruturas microbianas.
Essas condicdes permitem o controle preciso de parametros de crescimento, como pH,
aeracdo e agitacdo, além de minimizar a contaminagdo e garantir a obtencdo de boas
quantidades das estruturas desejadas no bioproduto fermentado (Carvalho et al., 2018;
Alterthun et al., 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021).
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Assim, a realizacdo de pesquisas para o desenvolvimento do meio de cultura
liquido para FLS com blastosporos de B. bassiana e M. anisopliae é de grande importancia

quando se pensa em inovacgdo na formulacéo de bioinseticidas no controle de pragas agricolas.

13. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar a sele¢cdo de meio de cultura visando a
obtencdo de maior concentracdo de blastosporos/mL para 0s entomopatdgenos Beauveria
bassiana IBCB170 e Metarhizium anisopliae IBCB383.

14. MATERIAL E METODOS

14.1 Selecéo e origem das cepas

A maioria das cepas identificadas e usadas comercialmente est4d geralmente
depositada em micotecas de instituicbes de pesquisa ou em empresas de controle bioldgico.
No caso das cepas escolhidas para o desenvolvimento deste trabalho, as cepas IBCB170 de
Beauveria bassiana e IBCB383 de Metarhizium anisopliae pertencem a micoteca ‘Oldemar
Cardim de Abreu’, localizada na Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico,
do Centro Avancado de P&D em Sanidade Agropecuaria (CAPSA), do Instituto Bioldgico de
Campinas, SP.

A cepa IBCB170 de B. bassiana foi coletada e isolada do solo da cultura de
cana-de-acucar em lracemdpolis, Sdo Paulo, pelo pesquisador Dr. José Eduardo Marcondes
de Almeida (Figura 74).
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Figura 74 - Col6nias de Beauveria bassiana IBCB170. Imagem: Pereira, R.M.C., 2023.

A cepa IBCB383 de M. anisopliae foi coletada e isolada da carcaca de
Mahanarva fimbriolata, em Agua Branca, SP, pelo pesquisador Dr. Luis Garrigos Leite
(Figura 75).

Figura 75 — Coldnias de Metarhizium anisopliae IBCB383. Imagem: Pereira, R.M.C., 2023.

Para as duas cepas, foram realizadas repicagens periodicas com o objetivo de
obtencdo de conidios aéreos para preparo de suspensdes fungicas, posteriormente utilizadas
na inoculagdo dos meios de cultura testados.

14.2 Balanceamento dos componentes
Basicamente, o meio de cultura para producdo de fungos filamentosos é

composto de fontes de carbono, nitrogénio e sais (Parveen; Jeyarani; Jayapradha, 2021;

Schmidell; Zanfonato, 2021; Roswanjaya; Saryanah; Devy, 2022). Para o balanceamento dos
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componentes dos meios para fermentacdo liquida de IBCB170 e IBCB383, foi determinada a
proporcao de C:N, cujos componentes escolhidos foram: sacarose (Ci2H22011) ou glicose D-
glicose-anidra (CsH120s) como fonte de carbono, extrato de levedura ou peptona de soja como
fonte de nitrogénio organico, nitrato de amonio (NH4NOs) ou sulfato de amoénio ((NHa4)2SOa4)
como fonte de nitrogénio inorganico. Foi também determinado oito tipos de sais: nitrato de
sodio (NaNO:s), cloreto de potassio (KCI), fosfato de potassio monobésico (KH2PO4), sulfato
de magnésio (MgSO4), sulfato ferroso heptahidratado (FeSOa.-7H20), sulfato de manganés
heptahidratado (MnSOa4-7H-0), sulfato de zinco heptahidratado (ZnSOa4-7H20) e cloreto de
calcio di-hidratado (CaCl.-2H-0).

Para ambas as cepas, as quantidades iniciais dos componentes para 0

balanceamento inicial foram determinadas conforme a Tabela 23.

Tabela 23 — Componentes basicos para desenvolvimento de meio de cultura para fermentacéo liquida
de IBCB170 e IBCB383, quantidades proporcionais ao balanceamento em g/L

Fonte Quantidade (g/L)

C12H22011 52,09
Extrato de levedura 41,79

NaNos 1,6

KCI 1,0
KH2PO4 0,36
MgSO4 0,60
FeS0,.7H,0 0,50
MnSQOs4.H,0 0,60
ZnS04.7H,0 0,14
CaCl,.2H,0 0,40
Sulfato de amonio 6,24
Nitrato de amdnio 6,24

14.3 Selecdo nutricional para meio de cultura para IBCB170 e IBCB383 em
Erlenmeyers

Para o desenvolvimento de meio de cultura para producdo de blastosporos de
IBCB170 e IBCB383, foram realizadas duas sele¢cdes com varia¢des nas fontes de carbono e
nitrogénio, sendo a sele¢cdo um denominada S.1-2022 e a selegéo dois denominada S.11-2023.
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Na selecdo um, S.1-2022, para as duas cepas, foram testados cinco tratamentos,
com quatro repeticdes cada e com variacdes nas fontes de nitrogénio (N). Ainda, houve o
diferencial de adicdo ou ndo adicdo de complexo vitaminico (manipulado) contendo: tiamina
(Ci2H17N4OS), riboflavina (Ci17H20N4Os), pantotenato de célcio (CisH32CaN2010), niacina
(CsHsNO2), piridoxamina (CgHi2N202), acido folico (CisHioN7Os), biotina (CioH1sN203S) e
B12 (Ce3HssCoN14O14P). O experimento com complexo vitaminico foi testado apenas para a

cepa IBCB170 (Tabela 24).

Tabela 24 — Variacdo da fonte de Nitrogénio e complexo vitaminico nos de tratamentos S.1-2022™

Tratamentos Variacdo N g/500 mL IBCB170 e IBCB383
1 Extrato levedura 3,89 *+CV. -CV.
2 Nitrato de aménio 2,49 *+CV. -CV.
3 Sulfato de amdnio 2,49 *+CV. -CV.
4 Extrato de levedura + 3,89 + 2,49 *+CcVv. -CV.
Nitrato de aménio
5 Extrato de levedura + 3,89 + 2,49 *+CVv. -CV.

Sulfato de aménio
*+ c.v.= com 1,51g do complexo vitaminico e — c.v.= sem complexo vitaminico
**S.1-2022: S= Sele¢do; 1= um; 2022= ano do desenvolvimento.

Na selecdo dois, S.11-2023, para as duas cepas, foram testados oito tratamentos,
com cinco repeticdes cada, mantendo-se as quantidades utilizadas para os sais da S.1-2022 e
com variacOes nas fontes de carbono e nitrogénio, sendo retirado o complexo vitaminico
(Tabela 25).

Tabela 25 — Variacdo nas fontes de carbono e nitrogénio para os tratamentos de *S.11-2023

Tratamento C 9/500 mL N 9/500 mL

Nitrato de amoénio 3,12

1 Sacarose 26 Extrato de levedura 4,87

. . Nitrato de aménio 3,12

2 D-glicose anidra 26 Extrato de levedura 4,87

. . Nitrato de amonio 3,12

3 D-glicose anidra 13 Extrato de levedura 4,87

4 D-glicose anidra 13 Extrato de levedura 4,87

5 D-glicose anidra 13 Nitrato de amonio 3,12
Peptona de soja 6

6 Sacarose 26 Nitrato de amonio 3,12
Peptona de soja 6

7 D-glicose anidra 26 Nitrato de amonio 312
Peptona de soja 6
8 D-glicose anidra 13 Peptona de soja 6

*S.11-2023: S= Selecéo; 1= um; 2023= ano do desenvolvimento.
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Tanto para S.1-2022 quanto para S.I11-2023, apds a pesagem dos componentes,
estes foram diluidos em 500 mL de agua deionizada e autoclavada. Em seguida, o meio foi
diluido, homogeneizado e dividido em cinco Erlenmeyers bafleados (com deflatores) e tampa
de ago inoxidavel, ficando cada repeti¢do com 100 mL do meio (Figura 76).

Figura 76 — Parte do processo da selegdo S.1-2022: a) pesagem dos componentes, b) Erlenmeyers com meio
para cepa IBCB170 para autoclavagem. Imagem: Pereira, R.M.C., 2022,

Depois de distribuidos, os frascos foram autoclavados por 30 minutos a 121°C.
Apos o resfriamento, foram realizadas inocula¢fes de 10 mL de suspensdo fungica, preparada
com &gua destilada e autoclavada, misturada com conidios aéreos retirados por meio de
raspagem de placas com col6nias esporuladas. As concentracdes das suspensdes variaram
entre 1x108 e 6x108 conidios/mL para S.1-2022, enquanto para S.11-2023 foi padronizada em
1x108 conidios/mL por Erlenmeyer. Para S.1-2022, os indculos foram colocados em agitador

orbital a 160 rpm, por sete dias consecutivos, sem controle de temperatura (Figura 77).
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Figura — 77 Indculos para a selegdo S.1-2022 com IBCB383 em processo de fermentagdo em mesa orbital
.Imagem: Pereira, R.M.C., 2023.

Para S.11-2023, os indculos foram colocados em agitador orbital a 160 rpm, por

sete dias consecutivos, com controle de temperatura a 27 £ 1 °C (Figura 78).

INFORS 0gp
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Figura — 78 Inoculos de IBCB170 para a selecdo S.11-2023 em processo de fermentacdo em mesa orbital
fechada e controle de temperatura. Imagem: Pereira, R.M.C., 2024.

Para as duas selecdes, em 72 horas, foram retirados 10 mL de cada frasco para
avaliacOes de: pH, concentragédo de blastosporos/mL e unidades formadoras de col6nia (UFC).
A medicdo do pH foi realizada com um pHmetro de bancada da marca Bel Engineering®.
Para a contagem dos blastosporos, utilizou-se um microscopio optico Axion® com ampliagdo
de 400x e camara de Neubauer, contendo 1 mL da diluicdo em 10™* A determinagdo das
UFCs foi realizada em placas de Petri estéreis, com BDA (batata-dextrose-agar) + 0,01% de
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Terramicina (oxitetraciclina). Diluicbes de 10 foram pipetadas, com 100 uL transferidos
para a placa. Para espalhar o meio, utilizou-se uma al¢a de Drigalski, devidamente flambada e
esfriada, no BDA da placa antes do espalhamento. As placas foram entdo acondicionadas em
uma camara climatizada tipo BOD a 26 £ 1° C por cinco a sete dias, e realizadas contagens de
UFCs.

Apbs as avaliagdes, tanto para S.1-2022 quanto para S.1-2023, foi selecionado o
meio que apresentou maior média para a concentracdo de blastosporos/mL para ambas as

cepas, sendo testado em bateladas no biorreator de bancada.

14.4 Experimentos com indculos da S.1-2022 e S.11-2023 para IBCB170 e IBCB383 em
Biorreator de bancada

Os meios obtidos das sele¢Ges S.1-2022 e S.11-2023 para IBCB170 e IBCB383
foram testados em biorreator de bancada. Para as bateladas da selecao S.1-2022, foi utilizado o
biorreator tipo STR-Tecnal® (Figura 79).

| D

Figura 79 — Biorreator de bancada em processo de fermentacdo: a) chiller; b) torre de comando; ¢) vaso com as
sondas; QRcode para acesso ao video no Youtube. Imagem e QRcode: Pereira, R.M.C., 2023.

Estudos em biorreator podem apresentar diversas variagdes nas configuracoes
dos parametros, como agitacdo, oxigenacdo e pH (Alterthum et al., 2021). Para os testes desta

pesquisa, o delineamento das bateladas foi definido conforme as tabelas 26 e 27.
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Tabela 26 — Delineamento de bateladas com o in6culo de maior concentracdo obtido da
selecdo de meio de cultura S.1-2022"

. Proporgéao indculo x H + controle Temperatura -
Teste  Repetigao m%iogde cultura rpm ch))m acido e base e’ C vvm
1 1 IBCB170 250 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 2 IBCB170 250 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 1 IBCB170 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 2 IBCB170 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
3 1 IBCB17050 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
3 2 IBCB17050 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 1 IBCB383 250 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 2 IBCB383 250 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 1 IBCB383 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 2 IBCB383 150 mL : 4L 300 5,5+ 0,20 27 1
3 1 IBCB383 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
3 2 IBCB383 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1

*S.1-2022: S= Selecéo; I= um; 2022= ano do desenvolvimento.
**yvm = volume — vaso — minuto

Tabela 27 — Delineamento de bateladas com o inéculo de maior concentracdo obtido da
selecdo do meio de cultura S.11-2023"

pH + controle

. Proporcéo indculo x . Temperatura
Teste  Repeticao meio de cultura rpm combzz:edo e oC **yvm
1 1 IBCB170 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 2 IBCB170 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 1 IBCB170 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 2 IBCB170 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 1 IBCB383 150 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
1 2 IBCB383 150 mL : 4L 300 5,5+ 0,20 27 1
2 1 IBCB383 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1
2 2 IBCB383 50 mL : 4L 300 4,5+ 0,20 27 1

*S.11-2023: S= Selec¢do; 1= dois; 2023=ano do desenvolvimento.
**yvm = volume — vaso — minuto

Antes de cada batelada ser autoclavada, o0 meio de cultura foi ajustado para o
parametro de pH em 4,50. Em seguida, seguiram-se os procedimentos para a preparagdo do
biorreator para autoclavagem: fechamento da tampa, verificagdo das portas, pingamento das
mangueiras, protecdo dos sensores com papel aluminio e protecdo dos filtros com algod&o
hidrofdbico e papel aluminio. O equipamento foi transportado e colocado para autoclavagem
por 30 minutos a 121° C (Figura 80).
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Figura 80 — Registros realizados durante o preparo das bateladas; a) medicdo e estabilizacdo do pH; b)
equipamento vedado e pin¢ado; ¢) equipamento para colocacdo na autoclave. Imagens: Pereira, R.M.C., 2023.

Das bateladas, foram retiradas amostras em 72h e 168h, com volume de 200
mL do meio, em Erlenmeyer autoclavado. De cada amostra, foram pipetados 10 mL do meio
para medicdo do pH em pHmetro de bancada e 1 mL para realizacdo da diluicdo seriada para
plagueamento e contagens de UFC. A concentracdo de blastosporos/mL para cada amostra foi
determinada ap6s contagem em cadmara de Neubauer sob microscépio 6ptico em ampliacdo de
400x (Figura 81).

Figura 81 — Registros realizados durante as avaliacdes de amostras do biorreator; a) em destaque, blastosporos
de Beauveria bassiana IBCB170 S.1-2022 em 72h; b) em destaque blastosporos de Metharhizium anisopliae
IBCB383 S.1-2022 em 168h. Imagens: Pereira, R.M.C., 2023.
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14.5 AnAlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados usando um delineamento fatorial
completamente randomizado com dois fatores (tempo com dois niveis e volume com trés
niveis) e duas repeti¢Bes. Foi realizada uma transformacdo de dados para obter dispersdes
aproximadamente iguais ou relagcfes aditivas entre os dados. A analise foi feita com ANOVA
de Welch, e os residuos foram testados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com

aplicacdo do teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software RStudio®.
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15. RESULTADOS

15.1 Selecdo nutricional para meio de cultura para IBCB170 e IBCB 383 em
Erlenmeyers

Para a determinacdo do meio de cultura com maior concentracdo de
blastosporos/mL, foi considerada a maior média das cinco repeti¢Ges. Para a selecédo S.1-2022,
em relagdo a cepa IBCB170, o melhor resultado foi obtido no tratamento 2 (T2), com uma
média de 5,65x108 blastosporos/mL (Tabela 28). Para a cepa IBCB383, 0o melhor resultado foi
obtido no tratamento 4 (T4), com uma média de 16,15 x 108 blastosporos/mL (Tabela 29).

Tabela 28 — Médias de concentragdo de blastosporos/mL e modulagdo natural do pH de amostras com
72h para os tratamentos testados na selecdo S.1-2022" para a cepa IBCB170

e 108

Tratamentos + complexo vitaminico pH Blastosporos/mL
T1 Extrato levedura 5,15 1,16
T2 Nitrato de amonio 3,71 5,65
T3 Sulfato de aménio 2,37 5,12
T4 Extrato de levedura + Nitrato de amonio 3,88 3,03
T5 Extrato de levedura + Sulfato de amonio 3,68 2,68

*S.1-2022:; S= Selecdo; 1= um; 2022= ano do desenvolvimento.
** Tiamina, riboflavina, pantotenato de calcio, niancina, piridoxamina, acido félico, biotina, e complexo B12.

Tabela 29 — Médias de concentracdo de blastosporos/mL e modulacéo natural do pH de amostras com
72h para os tratamentos testados na selecdo S.1-2022" para a cepa IBCB383

- e - *k 108
sem complexo vitaminico pH Blastosporos/mL
T1 Extrato levedura 497 4,03
T2 Nitrato de amoénio 1,07 6,06
T3 Sulfato de amonio 2,06 7,56
T4 Extrato de levedura + Nitrato de amonio 3,43 16,15
T5 Extrato de levedura + Sulfato de aménio 3,35 14,31

*S.1-2022: S= Selecdo; 1= um; 2022= ano do desenvolvimento.
** Tiamina, riboflavina, pantotenato de célcio, niancina, piridoxamina, acido félico, biotina, e complexo B12.

Para a selecdo S.11-2023, em relacdo a cepa IBCB170, o melhor resultado foi
obtido no tratamento 2 (T2), com 2,57x108 blastosporos/mL (Tabela 30). Para a cepa
IBCB383, o melhor resultado foi obtido no tratamento 1 (T1), com 1,298x10%
blastosporos/mL (Tabela 31).
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Tabela 30 — Médias de concentragdo de blastosporos/mL e modulagdo natural do pH de amostras com

72h para os tratamentos testados na selecdo S.11-2023" para a cepa IBCB170

+ complexo vitaminico™ pH 108
C N Blastosporos/mL
Nitrato de amonio 3,42 2,55
T1 Sacarose
Extrato de levedura
. . Sulfato de aménio 4,05 2,57
T2 D-glicose anidra Extrato de levedura
. . Nitrato de ambnio 5,68 0,05
T3 D-glicose anidra Extrato de levedura
T4 D-glicose anidra Extrato de levedura 5,29 0,05
. . Nitrato de amonio 6,00 0,09
T5 D-glicose anidra -
Peptona de soja
Nitrato de ambnio 6,17 0,24
T6  Sacarose .
Peptona de soja
T7  D-glicose anidra Nitrato de amonio 6,19 1,25
Peptona de soja
T8 D-glicose anidra Peptona de soja 5,11 2,09

*S.11-2023: S= Selecéo; I1= dois; 2023= ano do desenvolvimento.

** Tiamina, riboflavina, pantotenato de calcio, niancina, piridoxamina, acido félico, biotina, e complexo B12.

Tabela 31 — Médias de concentragdo de blastosporos/mL e modulagdo natural do pH de amostras com

72h para os tratamentos testados na selecéo S.11-2023" para a cepa IBCB383

sem complexo vitaminico™ H 108
C N P Blastosporos/mL
Sulfato de aménio 2,49 1,298
T1 Sacarose
Extrato de levedura
T2 D-glicose anidra Nitrato de aménio 2,83 0,002
g Extrato de levedura
. . Nitrato de amonio 5,36 0,027
T3 D-glicose anidra Extrato de levedura
T4 D-glicose anidra Extrato de levedura 4,41 0,044
. . Nitrato de aménio 5,2 0,008
T5 D-glicose anidra .
Peptona de soja
Nitrato de amoénio 3,94 0,001
T6 Sacarose .
Peptona de soja
T7  D-glicose anidra Nitrato de amdnio 3,28 0,077
Peptona de soja
T8 D-glicose anidra Peptona de soja 4,91 0,290

*S.11-2023: S= Selecéo; 1= dois; 2023= ano do desenvolvimento.

** Tiamina, riboflavina, pantotenato de célcio, niancina, piridoxamina, &cido félico, biotina, e complexo B12.
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15.2 Experimentos com os indculos da sele¢do S.1-2022 e S.11-2023 para IBCB170 e
IBCB383 em biorreator de bancada

Nos experimentos I, Il e Il realizados em biorreator de bancada com o indculo
T2.S.1-2022 de IBCB170, a média de concentracdo de blastosporos/mL em 72h foi maior do
que em 168h. Em relacdo ao volume, a maior média de concentracdo foi para 150 mL de
inoculo, com 1,18x10°8 blastosporos/mL (Figura 82).

Blastosporos de T2-S.1-2022 IBCB170

1,8 a
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250 mL 150 mL 50 mL

m72h 168h

Figura 82 — Média de concentragdo de blastosporos de IBCB170 com o in6culo T2 da sele¢do S.1-2022 em
relacdo ao tempo e ao volume apo6s aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

Em relacdo as unidades formadoras de col6nias (UFC), as médias obtidas para
indculo T2.S.1-2022 de IBCB 170 foram maiores para o volume de 150 mL no tempo de 72h
com 254 colonias (Tabela 32).

Tabela 32 — Médias de UFC para in6culo *T2.S.1-2022 de IBCB170, em relacdo ao tempo e
ao volume

Volume deinéculo  Tempo pH Temperatura ® C Ullgsc
250 mL 72h 4,50 26 181
168h 4,81 26 111
150 mL 72h 4,47 27 254
168h 5,04 27 195
50 mL 72h 4,55 27,5 162
168h 5,53 275 87

*T2 = tratamento?2 da selecdo S.1-2022: S= Selecdo; I= um; 2022= ano do desenvolvimento
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Para os experimentos I, Il e Il realizados em biorreator de bancada com o

inoculo T4.S.1-2022 de IBCB383, a média de concentracdo de blastosporos/mL em 72h foi

maior do que para 168h. Em relacdo ao volume, maior média de concentracao foi para 250mL

de in6culo com 1,18 blastosporos/mL (Figura 83).
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Figura 83 — Média de concentragdo de blastosporos de IBCB383 com o in6culo T4 da selecdo S.1-2022 em
relacdo ao tempo e ao volume apos aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

Em relacdo as unidades formadoras de col6nias (UFC), as médias obtidas para

indculo T4.S.1-2023 de IBCB383 foram maiores para o volume de 250 mL no tempo de 72h

com 78,5 colonias (Tabela 33).

Tabela 33 — Médias de UFC para inoculo *T4.S.1-2022 de IBCB383, em relacao ao tempo e

ao volume

Volume de indculo  Tempo pH Temperatura®C  UFC
108
250 mL 72h 4,36 26,5 78,5

168h 4,55 26 42

150 mL 72h 4,76 27 61

168h 4,35 27 17

50 mL 72h 4,56 27 58

168h 4,50 27 56

*T4 = tratamento 4 da selecdo S.1-2022: S= Selecdo; I= um; 2022= ano do desenvolvimento
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Para os experimentos | e Il realizados em biorreator de bancada com o inéculo
T2.S.11-2023 de IBCB170, a média de concentracdo de blastosporos/mL foi maior para o
volume de 150 mL (Figura 84).

Blastosporos do T2-S.11-2023 IBCB170 em 72h
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Figura 84 — Média de concentragdo de blastosporos de IBCB170 com o indculo T2 da sele¢do S.11-2023 em
relagdo ao volume apos aplicacéo do teste Tukey (p > 0,05).

Em relacdo as unidades formadoras de col6nias (UFC), as médias obtidas para
inoculo T2.S.11-2023 de IBCB 170 foram maiores para o volume de 150 mL no tempo de 72h
com 254 coldnias (Tabela 34).

Tabela 34 — Médias de UFC para in6culo *T2.S.11-2023 de IBCB170, em relagédo ao tempo e
ao volume

Volume de indculo  Tempo pH Temperatura®C  UFC
108

150 mL 72h 4,43 27 284

50 mL 72h 4,38 27 198

*T2 = tratamento2 da sele¢do S.11-2023: S= Selegdo; I1= dois; 2023= ano do desenvolvimento
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Para os experimentos | e Il realizados em biorreator de bancada com o indculo
T1.S.11-2023 de IBCB383, a média de concentracdo de blastosporos/mL em 72h foi maior
para o volume de 150 mL de inoculo (Figura 85).
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Figura 85 — Média de concentracdo de blastosporos de IBCB383 com o indculo T1 da selecdo S.11-2023 em
relagdo ao volume apos aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

Em relacdo as unidades formadoras de col6nias (UFC), as médias obtidas para
indculo T2.S.11-2023 de IBCB 170 foram maiores para o volume de 150 mL no tempo de 72h
com 254 colbdnias (Tabela 35).

Tabela 35 — Médias de UFC para in6culo *T2.S.11-2023 de IBCB383, em relagdo ao tempo e
ao volume

Volume de in6culo  Tempo pH Temperatura®C  UFC
108

150 mL 72h 4,33 27 84

50 mL 72h 4,48 26,5 58

*T2 = tratamento2 da sele¢do S.11-2023: S= Selegdo; I1= um; 2023= ano do desenvolvimento

16. DISCUSSAO

16.1 Selecdo nutricional para meio de cultura para IBCB170 e IBCB 383 em
Erlenmeyers
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Nos experimentos para selecdo dos meios em Erlenmeyer, ndo foram controlados
pH e temperatura, de maneira que, a modulacdo do fungo ocorreu de maneira natural tanto
para S.1-2022 quanto para S.11-2023. No entanto, deve-se pontuar que na sala onde estava a
mesa orbital a temperatura oscilou entre 27 e 33,8° C, o que pode ter interferido na producgéo
geral das estruturas fangicas.

O uso de fontes de nitrogénio, como nitrato de aménio e sulfato de amonio,
pode alterar o pH do meio de cultivo devido a liberacdo de ions durante o metabolismo
microbiano (Magasanik; Kaiser, 2002). Além disso, a escolha da fonte de carbono, como
glicose ou sacarose, pode influenciar a producéo de acidos orgénicos, afetando o pH do meio
e a eficiéncia do cultivo de fungos filamentosos (Mascarin et al., 2015). Também, a escolha
da fonte de carbono, como glicose ou sacarose, influencia diretamente a producéo de acidos
organicos que podem acidificar o meio (Alterthum et al., 2021). Em nossos resultados, os
experimentos demonstraram que a quantidade de blastosporos/mL varia conforme a
composicdo do meio de cultivo, especialmente nas variacbes das fontes de carbono e
nitrogénio. Em estudos de Leite et al. (2003) foram observados que fungos dos géneros
Batkoa sp., Furia sp. e Neozyqgites sp. respondem de maneira semelhante a diferentes fontes
de carbono, mas variam quanto as de nitrogénio. J& Vega et al. (2003) analisaram e
confirmaram diferencas dos efeitos da composicdo de nutrientes para a produgdo de
blastosporos de Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosorosea e Metarhizium anisopliae e
constataram que os maiores rendimentos de esporos foram obtidos para o isolado de P.
fumosorosea 6,9 a 9,7 x10® blastosporos/mL, para B. bassiana 12,2x108 blastosporos/mL ¢ o
isolado M. anisopliae com menor producdo em todas as condigdes testadas. Esses resultados
corroboram com os deste trabalho, no qual a producéo de blastosporos do fungo M. anisopliae
também se apresentou menor em relacdo aos resultados de B. bassiana.

Para a selecdo S.1-2022 para a IBCB170, o tratamento T2 apresentou um pH de
3,71, obteve o melhor desempenho em termos de concentracdao de blastosporos/mL 5,65x108,
sugerindo que a adigdo de nitrato de amonio favoreceu ndo apenas o crescimento celular, mas
também a formacao de blastosporos. Além disso, o nitrato de aménio (NH4NO3) que contém
32% de nitrogénio na sua composicao, sendo metade do nitrogénio na forma de nitrato, e
metade na forma de amonia pode fornecer uma fonte eficaz de nitrogénio para a producéo de
proteinas e outras moléculas essenciais a fisiologia do fungo, favorecendo sua reprodugéo
(Schmidell; Zanfonato, 2021).

Por outro lado, o T3 também apresentou um pH baixo 2,37 e uma boa

producao de blastosporos/mL 5,12x108, o que indica que o sulfato de amodnio pode ser uma
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alternativa eficaz ao nitrato de amoénio, embora com um rendimento ligeiramente inferior.
Ainda, o pH acido no T3 pode ter favorecido uma maior disponibilidade de ions amdnio para
as células fungicas, mas talvez tenha limitado a producdo em relagdo ao nitrato de amonio
devido a fatores como toxicidade ou alteragdo no metabolismo fungico (Magasanik; Kaiser,
2002).

O tratamento T4 apresentou pH de 3,88 e concentracdo de blastosporos menor
3,03x10®* em comparagdo com o nitrato de amodnio isolado (T2). Isso pode indicar que,
embora o extrato de levedura adicione nutrientes essenciais, ele ndo favoreceu a producéo de
blastosporos de maneira tdo eficiente quanto o nitrato de amonio sozinho. O extrato de
levedura pode fornecer elementos que favorecem o crescimento, mas sua eficacia parece ser
limitada em comparacdo com a fonte de nitrogénio mais simples e direta fornecida pelo
nitrato de amonio.

O tratamento T1 apresentou 0 menor rendimento de blastosporos/mL 1,16, o
que sugere que o extrato de levedura sozinho, apesar de seu alto valor nutricional, ndo é
suficiente para maximizar a producdo de blastosporos, principalmente quando comparado
com outras fontes de nitrogénio mais especificas, como o nitrato ou sulfato de amonio.

O tratamento T5 apresentou um pH de 3,68 e uma concentracdo de blastosporos
de 2,68, que foi a segunda menor entre os tratamentos. Apesar do pH acido, que poderia
favorecer a producdo de blastosporos, a combinacdo do extrato de levedura com sulfato de
amonio ndo gerou um resultado t&o expressivo quanto o nitrato de aménio (T2) e o sulfato de
amonio isolado (T3). Isso pode significar que a combinacdo desses nutrientes nao
necessariamente € sinérgica neste caso especifico.

Portanto, os resultados obtidos na selecdo S.1-2022 para a cepa IBCB170, tanto
nitrato quanto sulfato de amonio, e a combinacdo de demonstraram ser fontes de nutricdo
mais eficiente para a producdo de blastosporos sugerindo que um pH mais baixo e a
combinacdo das fontes de nitrogénio adequadas séo fatores determinantes na otimizagédo da
producéo de blastosporos.

Para a selecdo S.1-2022 com a cepa IBCB383, o tratamento T1 apresentou
média de pH de 4,97 e concentragdo de 4,03x10® blastosporos/mL, o T1 apresentou uma
concentracdo relativamente baixa em comparacdo com os demais tratamentos, 0 que sugere
gque o extrato de levedura isolado, sem vitaminas, forneceu nutrientes limitados para a
producdo de blastosporos. O pH mais neutro também pode ter desfavorecido a producéo, ja

que valores mais acidos frequentemente promovem a esporulagéo.
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No tratamento T2, o pH foi mais &cido, 1,07, e a concentragdo de blastosporos
foi de 6,06x108. Isso indica que o nitrato de amonio isolado, apesar de propiciar um ambiente
acido, talvez ndo forneca nutrientes suficientes para otimizar a esporulagao nesta condicéo.

O tratamento T3 apresentou pH de 2,06 e concentracio de 7,56x10%
blastosporos/mL, apresentando um desempenho melhor que o T2. Este resultado sugere que,
para a cepa IBCB383, o sulfato de amdnio foi mais eficaz como fonte de nitrogénio do que o
nitrato de aménio. Além disso, o pH acido e a possivel liberagdo gradual de amonio pelo
sulfato podem ter favorecido um ambiente mais propicio para a producao de blastosporos.

Para o tratamento T4, o pH foi de 3,43, e a maior concentragédo de blastosporos
entre os tratamentos foi atingida, com 16,15x10® blastosporos/mL. A combinagdo do extrato
de levedura com o nitrato de amdnio parece ter criado um meio nutritivo mais adequado para
a cepa IBCB383, o que resultou em uma melhor producdo de blastosporos. O pH também
tendia a acidez, o que pode ter contribuido para um ambiente favoravel a producdo de
blastosporos.

O tratamento TS5 apresentou pH de 3,35 e concentragdo de 14,31x108
blastosporos/mL, sendo o segundo mais eficaz na producéo de blastosporos, proximo ao T4.
A combinacdo de extrato de levedura e sulfato de amonio mostrou-se eficaz, embora um
pouco menos eficiente do que o nitrato de amdénio em combinacdo. Este resultado reforga a
ideia de que o extrato de levedura, quando combinado com uma fonte de nitrogénio
inorgénico, cria um meio mais completo, embora o sulfato de amodnio nédo tenha sido t&o
eficaz quanto o nitrato.

Esses dados sugerem que, sem o complexo vitaminico, a combinagdo do extrato
de levedura com uma fonte de nitrogénio mineral (especialmente o nitrato de aménio) fornece
um meio mais balanceado para o crescimento e esporulacdo dos fungos, alcancando as
concentracGes mais altas de blastosporos. Os tratamentos que incluiram extrato de levedura
(T4 e T5) destacaram-se por potencializar a concentracdo de blastosporos em comparacéo
com os tratamentos que utilizaram fontes de nitrogénio isoladas (T2 e T3).

Para a cepa IBCB170 na selecdo S.11-2023, o tratamento T1 apresentou pH de
3,42 e concentragdo de blastosporos/mL de 2,55x108. Isso indica que a acidez moderada
parece favorecer a esporulacdo, com resultados superiores a outros tratamentos que também
incluiram sacarose e nitrato de amonio, sugerindo uma boa interacao entre os componentes.

O tratamento T2 apresentou pH de 4,05 e concentragédo de blastosporos de

2,57x108/mL. Embora o pH tenha sido levemente mais alto que o do T1, a concentragao de
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blastosporos/mL foi muito proxima a do T1. Além disso, a presenca do sulfato de amdnio
pode ter contribuido para uma modulacdo de pH favoravel a producéo de blastosporos.

Os tratamentos T3, T4 e T5 apresentaram baixissimas concentracdes de
blastosporos: 0,05, 0,05 ¢ 0,09x10? blastosporos, respectivamente, com variacao do pH entre
5,29 e 6,00. A d-glicose anidra e o nitrato de amonio (T3 e T5) ou o extrato de levedura
isolado (T4) proporcionaram um ambiente mais alcalino, o que pode ter desfavorecido o
desenvolvimento dos blastosporos. Essa tendéncia sugere que a producdo de blastosporos €
mais eficiente em ambientes levemente &cidos.

O tratamento T6 apresentou pH de 6,17 e concentracdo de blastosporos/mL de
0,24x10%mL. Embora esse tratamento inclua uma fonte orginica de nitrogénio (peptona de
soja), o pH elevado pode ter sido desfavoravel, resultando em uma baixa producdo de
blastosporos. A sacarose e a peptona ndo conseguiram manter o pH em uma faixa acida, o que
foi desfavoravel para o desenvolvimento de blastosporos.

O tratamento T7 apresentou pH de 6,19 e concentracdo de blastosporos de
1,25x108/mL, sendo o pH mais elevado entre todos. Embora ndo muito alto, o rendimento das
células blastospdricas foi um pouco superior aos demais tratamentos com pH neutro,
sugerindo que a glicose, combinada com a peptona de soja e nitrato de amonio, oferece uma
leve melhoria, ainda que abaixo do potencial de outros tratamentos.

O tratamento T8 apresentou pH de 5,11 e concentracdo de blastosporos de
2,09x10%/mL. Comparado aos demais tratamentos com d-glicose, a auséncia de nitrato de
amonio e a inclusdo da peptona de soja indicam que essa combinacao de nutrientes pode ser
promissora na producdo moderada de blastosporos, cabendo mais pesquisas para tal
constatacéo.

Para a selecdo S.11-2023 e cepa IBCB383, o tratamento T1 apresentou pH de
2,49 e concentragdo de 1,298x10® blastosporos/mL. Este tratamento apresentou o pH mais
acido dentre os tratamentos, o0 que pode ter sido favoravel para a producdo de blastosporos,
resultando em uma das concentragdes mais altas, 1,298%10® blastosporos/mL. A combina¢ao
de sacarose e sulfato de amoénio, com a adicdo de extrato de levedura, demonstrou
proporcionar uma condi¢do mais adequada para o crescimento.

O tratamento T2 apresentou pH de 2,83 e concentracdo de blastosporos/mL de
0,002x108. No entanto, apesar do pH 4cido, a concentragdo de blastosporos foi extremamente
baixa. Isso pode indicar que a combinacdo de glicose com nitrato de aménio e extrato de

levedura ndo foi eficiente para a producdo das células blastosporicas, possivelmente devido a
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interacdo entre esses componentes no momento da autoclavagem (Alterthum et al., 2021;
Schmidell; Zanfonato, 2021).

O tratamento T3 apresentou pH de 5,36, com a concentracdo de
blastosporos/mL em 0,027x10%. O pH mais elevado neste tratamento pode ter afetado
negativamente a producdo de blastosporos, resultando em uma concentragdo de apenas
0,027x10® blastosporos/mL. O nitrato de amdnio ¢ o extrato de levedura, com a D-glicose
anidra, ndo produziram um ambiente propicio para a esporulacdo neste caso.

O tratamento T4 apresentou pH de 4,41 e concentracdo de blastosporos/mL em
0,044x108. Este tratamento, com pH moderado, também teve baixa produ¢do de blastosporos,
sugerindo que a auséncia de uma fonte de nitrogénio inorganico, como o nitrato ou sulfato de
amonio, pode ter reduzido o potencial produtivo do meio para a cepa inoculada.

O tratamento T5 apresentou pH de 5,2 e concentracdo de blastosporos/mL em
0,008x108 blastosporos/mL. Com um pH mais alcalino, este tratamento resultou em uma
producdo muito baixa de blastosporos. A combinacdo de peptona de soja e nitrato de amonio
com D-glicose anidra indica ineficiéncia para a producdo de blastosporos para a cepa
IBCB383.

O tratamento T6 apresentou pH de 3,94 com a concentracdo de
blastosporos/mL em 0,001x10%. Embora o pH obtido tenha sido relativamente acido, a
concentracdo de blastosporos foi a mais baixa entre todos os tratamentos. Isso mostra que a
combinacdo de nitrato de aménio com peptona de soja e sacarose deste tratamento ndo foi
propicia para a producdo de blastosporos.

O tratamento T7 apresentou pH de 3,28 e concentracdo de blastosporos/mL em
0,077x108%. Este tratamento apresentou uma concentracdo de blastosporos maior que 0s
demais tratamentos com peptona de soja, mas ainda baixa, com 0,077x108 blastosporos/mL.
A presenca de nitrato de amdnio e a glicose pode ter contribuido para essa leve melhora, mas
ainda ndo foi suficiente para melhorar a producédo das células blastospéricas.

O tratamento T8 apresentou pH de 4,91 e concentracdo de blastosporos/mL em
0,290x108. O pH pode ter contribuido para a producao ligeiramente superior de blastosporos
em relacdo a outros tratamentos com peptona de soja. 1sso sugere que a auséncia de uma fonte
de nitrogénio inorganico parece limitar o potencial de producéo de blastosporos.

A maioria dos tratamentos que apresentou pH acido (T1, T2 e T7) conseguiu
melhores concentragdes de blastosporos comparados aos tratamentos com pH mais proximo
de neutro (T5 e T6), indicando que a cepa IBCB383 pode preferir meios levemente acidos

para uma produgdo de blastosporos mais eficiente. Além disso, a interagdo entre as fontes de
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carbono e nitrogénio pode ter contribuido para a modulagcdo do pH e para a producdo de
blastosporos na cepa IBCB383. A sacarose com sulfato de amonio e extrato de levedura (T1)
mostrou-se a mais eficaz, destacando-se como a combinacdo mais favoravel para a producéo
de blastosporos. Esse resultado indica que a escolha de nutrientes que proporcionem um pH
levemente acido, associado & presenca de fontes de nitrogénio inorgéanico, pode ser uma
estratégia promissora para otimizar a producdo de blastosporos para a cepa em estudo.
Levando em consideracdo as concentragfes das suspensdes iniciais para 0S
indculos, que variaram neste trabalho entre 1x10® e 6x108 conidios aéreos/mL, em estudos de
Gandarilla-Pacheco et al. (2017), a producdo de unidades infecciosas (blastosporos) de Isaria
fumosorosea registrou a concentracdo mais elevada de blastosporos obtida no cultivo
submerso, atingindo a concentracdo de 4,90%10® blastosporos/mL no meio casaminodcidos.
No meio com peptona de colageno, obteve-se 2,15x10® blastosporos/mL, ambos inoculados
com suspensdo fungica em 1x108 Esses resultados sugerem que, apesar das concentragdes
obtidas, mais estudos sdo necessarios para determinar 0s componentes e as quantidades para

uma producao em larga escala que seja a0 mesmo tempo produtiva e economicamente viavel.

16.2 Experimentos com os indculos da S.1-2022 e S.11-2023 para IBCB170 e IBCB383 em

biorreator de bancada

Para os experimentos realizados com a S.1-2022 para IBCB170 em biorreator
de bancada, observou-se que o tempo de incubacdo de 72 horas resultou em uma média de
concentracdo de blastosporos/mL superior aquela observada em 168 horas. 1sso sugere que,
para 0 meio testado, o periodo mais curto de incubacdo pode ser mais eficaz para a
proliferacéo inicial de blastosporos, possivelmente devido a um melhor aproveitamento dos
nutrientes e condi¢cBes metabolicas favoraveis, que comecam a se esgotar com o tempo,
impactando negativamente a taxa de producdo em periodos mais longos (Alterthum, 2021;
Schmidell, 2021).

Em termos de volume de inoculo, o maior rendimento foi observado em 150
mL, alcancando uma concentracdo média de 1,18x108® blastosporos/mL. Esse dado indica que
um volume de 150 mL pode proporcionar uma densidade celular inicial e uma taxa de
crescimento que favorecem a producdo de blastosporos de forma mais eficiente em
comparacdo a volumes menores ou maiores. Estudos sobre a fermentacdo submersa de

fungos, como os de Mascarin e Jaronski (2016), mostram que o volume de inéculo impacta
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diretamente o perfil de crescimento e a demanda por oxigénio. Em volumes menores, pode
haver uma limitacdo de nutrientes disponiveis, enquanto volumes excessivamente grandes
podem gerar estresse por competicdo e por fatores como acumulacdo de metabdlitos toxicos.

Em relacéo a viabilidade dos blastosporos, medida por unidades formadoras de
coldnias (UFC), a maior média de coldnias (254) foi alcangada para o in6culo de 150 mL em
72 horas. Isso demonstra que, além da melhor concentracdo de blastosporos, o indculo neste
volume também manteve a viabilidade celular em niveis mais elevados. O valor de UFC
corrobora com os resultados de tempo e volume, servindo como um indicador de viabilidade,
sugerindo que o tempo de incubagdo de 72 horas com o volume de 150 mL permite a
manutencdo de blastosporos vidveis em niveis mais elevados.

Ainda, esses resultados estdo alinhados com a teoria da fermentacdo liquida
submersa, na qual a fase de crescimento logaritmico inicial (primeiras 72 horas) é a fase ideal
para a producdo de blastosporos vidveis e em alta concentracdo, antes da entrada na fase
estacionaria, onde o consumo de nutrientes e a acumulacdo de metabdlitos secundarios podem
limitar o crescimento (Alterthum et al., 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021).

De acordo com os estudos de Mascarin et al. (2015), os melhores resultados de
producdo de blastosporos ocorreram quando o volume de in6culo foi ajustado para 5% (v/v),
com uma temperatura de cultivo de 27°C. Em relacdo ao oxigénio dissolvido, Jackson et al.
(2014) observaram que a manutencdo de 20% de oxigénio dissolvido no meio de fermentacéo
resultou em uma produgdo de blastosporos mais eficaz, com a producdo maxima de
blastosporos também obtida durante a fase logaritmica inicial, com concentracdes superiores a
1,5x108 blastosporos/mL. Esses autores destacam a importancia de monitorar os niveis de pH
e a oxigenacao que, associadas ao volume de indculo e o tempo de fermentacdo, maximizam a
producéo de células blastosporicas.

Para os experimentos realizados em biorreator de bancada com o indculo
T4.S.1-2022 da cepa IBCB383, foi observada uma média de concentracdo de blastosporos/mL
significativamente maior apds 72 horas de incubacdo em comparacdo com 168 horas. Isso
indica que o crescimento inicial do fungo, que j& vem dos indculos, é mais eficaz em um
periodo mais curto, com uma maior producdo de blastosporos no inicio da fermentacdo. Esse
comportamento pode ser explicado pela fase de crescimento logaritmico, onde o fungo tem
acesso a uma maior quantidade de nutrientes disponiveis, promovendo a proliferacdo celular
de blastosporos antes que 0 meio comece a Se esgotar, 0 que pode ocorrer em tempos mais
longos (Alterthum et al., 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021).
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Quanto ao volume de inbculo, para a cepa IBCB383 o maior rendimento foi
também registrado para 150 mL, com uma média de 1,18x10® blastosporos/mL. Isso sugere
que esse volume proporcionou uma densidade de células no inicio do processo, 0 que
favoreceu o crescimento eficiente dos blastosporos. Esses resultados podem indicar que a
fermentagdo liquida submersa com volumes de indculo menores que 10% do meio pode
oferecer uma quantidade suficiente de células para alcancar uma boa concentracdo de
blastosporos, engquanto volumes maiores podem resultar em condicdes desfavoraveis, como
competicdo por nutrientes e oxigénio, levando a um crescimento subdtimo e redugdo na
producédo de blastosporos. 1sso esta de acordo com estudos anteriores de Mascarin e Jaronski
(2016), que indicam que o volume de in6culo é um dos principais fatores que impacta a
producdo de blastosporos. Os autores discutem ainda o volume de in6culo como fator que
afeta diretamente a densidade celular e 0 acesso a recursos no meio, impactando a eficiéncia
de crescimento e a morfologia dos propéagulos formados.

Em relacdo a viabilidade celular, medida pelas unidades formadoras de col6nias
(UFC), as maiores médias (78,5 colonias) foram obtidas para o inéculo T4.S.1-2022 de
IBCB383 com 250 mL no tempo de 72 horas. Este volume parece ser ideal para manter um
numero maior de células viaveis ao longo do tempo de incubacdo, o que pode ser devido a
maior quantidade de nutrientes disponiveis para as células do fungo nesse volume. Também
indica que, para a cepa testada, um volume maior de indculo pode favorecer o crescimento e a
manutencdo de blastosporos viaveis. A relagdo volume:UFC também corrobora a ideia de que
volumes maiores podem resultar em melhores condi¢des de crescimento, até certo ponto, sem
comprometer a qualidade da viabilidade celular. Em estudos de Jackson e Jaronski (2012) e
Jackson e Mascarin (2015), foi constatado que o controle do volume de inéculo e o tempo de
fermentacao sdo fatores criticos para a otimizacdo da producéo e viabilidade de blastosporos
em fermentacdo liquida submersa. Esses pardmetros influenciam diretamente a taxa de
crescimento celular, a eficiéncia no uso dos nutrientes e a tolerdncia a dessecacdo dos
propagulos formados. Jackson e Jaronski (2012) observaram que o uso de volumes de indculo
na faixa de 1x10° a 1x108 células blastosporicas/mL foi ideal para maximizar a produgao de
blastosporos de Isaria fumosorosea, enquanto o tempo de fermentacéo de 72 horas apresentou
o melhor equilibrio entre concentracdo celular e viabilidade. De maneira similar, Jackson e
Mascarin (2015) destacaram que a taxa de producdo de blastosporos em Beauveria bassiana
alcangou valores de até 1,5x10' células blastospéricas/mL em condi¢des otimizadas, com
ajustes de pH e aeracdo. Isso indica que o sucesso na producdo de blastosporos depende de

uma abordagem integrada, onde variaveis como composi¢do do meio, volume de indculo e
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parametros ambientais, como os niveis de oxigénio dissolvido, sdo monitorados e ajustados de
maneira sinérgica (Alterthum et al., 2021; Schmidell; Zanfonato, 2021). Esses resultados
corroboram com o desta pesquisa, pois 0 volume de inoculo de 150 mL mostrou ser ideal para
a maior producdo de blastosporos/mL, enquanto o volume de 250 mL demonstrou um bom
desempenho na manutencdo da viabilidade celular, medida pelas UFC. Além disso, esses
resultados indicam que, enquanto os periodos mais curtos de incubacdo favorecem a
concentracdo de blastosporos, volumes maiores, como 250 mL, favorecem a viabilidade dos
blastosporos, o que é fundamental para aplicacBes biotecnoldgicas como o controle bioldgico
de pragas.

Nos experimentos | e Il realizados em biorreator de bancada com o in6culo
T2.S.11-2023 da cepa IBCB170, os resultados mostraram que a média de concentracdo de
blastosporos/mL foi maior para o volume de 150 mL, indicando que este volume de indculo
favoreceu a producdo de blastosporos em comparacdo com outros volumes testados. Esse
comportamento sugere que a quantidade de substrato e a densidade celular inicial
proporcionada pelo volume de 150 mL sdo ideais para otimizar o crescimento do fungo,
principalmente nas primeiras horas de fermentacdo, onde a disponibilidade de nutrientes e
oxigénio desempenha um papel crucial no desenvolvimento celular (Jackson; Jaronski, 2012;
Jackson; Mascarin, 2015; Alterthum, et al., 2021).

No caso especifico do volume de 150 mL, a producdo de blastosporos foi
superior devido a uma maior disponibilidade de espaco e nutrientes, permitindo que o fungo
tivesse condicGes favoraveis para a proliferacdo celular. Esse volume de indculo pode ter
promovido uma dindmica de crescimento mais eficiente, sem que a competi¢do por recursos
entre as células se tornasse um fator limitante, o que pode ocorrer com volumes de inéculo
maiores ou menores.

Em relagéo a viabilidade celular, medida pelas unidades formadoras de colnias
(UFC), as médias obtidas para o inéculo T2.S.11-2023 de IBCB170 foram também mais altas
para 0 volume de 150 mL no tempo de 72 horas, com uma média de 254 col6nias. Isso sugere
que, além de promover uma maior concentracdo de blastosporos, o volume de 150 mL
favoreceu a viabilidade dos blastosporos, mantendo uma maior quantidade de células viaveis
capazes de formar colbnias apds a incubacdo. A maior producdo de UFC pode ser vista como
um reflexo da condicdo ideal de fermentacdo para o meio testado. O controle de pardmetros
como o volume de inoculo, a disponibilidade de nutrientes e o tempo de incubagdo séo
fundamentais para otimizar a producédo de blastosporos. Isso corrobora com o que é relatado

por Tonso et al. (2009), que destacam a importancia do equilibrio entre volume de indculo e
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as condigbes de cultivo para maximizar a produgdo e a viabilidade de blastosporos em
sistemas de fermentacéo liquida submersa.

Nos experimentos | e Il realizados em biorreator de bancada com o inoculo
T1.S.11-2023 para a cepa IBCB383, os resultados indicaram que a média de concentracéo de
blastosporos/mL também foi maior para o volume de 150 mL apds 72 horas. Esse
comportamento € esperado em fermentacdo liquida submersa, pois como ja citado
anteriormente, trabalhos de Jackson e Jaronski (2012) e Jackson e Mascarin (2015), o volume
de in6culo pode proporcionar melhores condi¢des para o crescimento do fungo. 1sso sugere
que os resultados desta pesquisa para o volume de 150 mL, ha uma distribuicdo equilibrada de
nutrientes e oxigénio, favorecendo a proliferacdo do fungo sem que haja limitagdes
significativas no processo, como a competicao excessiva por recursos. Esse volume também
pode ter contribuido para um maior metabolismo do fungo, resultando em uma concentragdo
mais alta de blastosporos. Mascarin e Jaronski (2016) enfatizaram que o volume de indculo e
o0 controle de variaveis como aeracao e tempo de fermentacdo sdo determinantes na producao
de blastosporos de fungos entomopatogénicos. Embora o volume de 150 mL ndo seja citado
diretamente, os autores discutem que ajustes no volume de in6culo podem otimizar o contato
com nutrientes e favorecer a producdo celular. Esses fatores, aliados a praticas como
manutencdo de condigdes especificas de pH e aeracdo, impactam diretamente a taxa de
crescimento e a viabilidade dos propagulos produzidos.

A maior producdo de blastosporos e UFC observada para o volume de 150 mL
no inéculo T1.S.11-2023 de IBCB383 sugere que esse volume de indculo favoreceu tanto a
taxa de crescimento celular quanto a viabilidade dos blastosporos, corroborando o efeito
positivo do volume de indculo para otimizar tanto a producdo de blastosporos quanto a
viabilidade celular. Esses achados reforcam os resultados de Jackson et al. (2014), que
destacaram a importancia do volume de inéculo na producdo de blastosporos, enquanto Tonso
et al. (2009) sugerem que o controle do tempo de fermentacdo é igualmente importante para
maximizar a viabilidade da cepa testada.

O volume de 150 mL dos meios testados neste estudo mostrou-se ser um ponto
de equilibrio entre a producdo 6tima de blastosporos e a viabilidade das células, o que é
importante para 0 sucesso de futuras aplicagcbes de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae como bioproduto de fermentagdo liquida para o controle de pragas.

Dessa forma, esta pesquisa colaborou com informagdes importantes para obtengéo de

maior numero de células blastospdricas em meio liquido com diferentes composicdes

nutricionais, 0 que mostra a necessidade e importancia de continuidade nas pesquisas.



153

17. CONCLUSOES

* Nos testes em Erlenmeyers, a maior concentragdo de blastosporos/mL foi observada para a
cepa IBCB170, tanto para a selecdo S.1-2022 (5,65x10%) quanto para a sele¢do S.I1-2023
(2,57x108).

* E importante a continuidade das pesquisas sobre a interagdo entre os nutrientes e a

modulacdo do pH para otimizacgéo da producéo de blastosporos em Erlenmeyers.

* O in6culo da selegdo S.I-2022 para a cepa IBCB170, testado em biorreator de bancada no
tempo de fermentacdo de 72 horas, resultou em uma média de concentragcdo de

blastosporos/mL superior aquela observada em 168 horas.

* A viabilidade celular do meio T2 da sele¢ao S.I-2022 em biorreator de bancada, medida
pelas unidades formadoras de coldnias (UFC), foi mais alta para o volume de 150 mL no

tempo de 72 horas.
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CAPITULO Il

USO DE BLASTOSPOROS DE Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
PRODUZIDOS EM DE MEIO DE CULTURA LIQUIDO PARA O CONTROLE DE
Sphenophorus levis EM CONDIC}()ES DE LABORATORIO E CAMPO DE CANA-DE-
ACUCAR

RESUMO
Nos ultimos anos, o controle biologico de pragas na agricultura, com a utilizacdo de
microrganismos, tem tido maior adesdo, com destaque para 0 uso de bioinseticidas. O
objetivo deste trabalho foi testar o potencial infectivo de novos meios de cultura com
blastosporos dos fungos Beauveria bassiana IBCB170 e Metarhizium anisopliae 1IBCB383
em adultos de Sphenophorus levis, em laboratério e campo. Em laboratério, foram realizados
quatro experimentos de patogenicidade com adultos de S. levis, sendo um experimento para
cada cepa e para cada selecdo de meio (S.1-2022 e S.11-2023). Todos 0s experimentos tiveram
0 mesmo delineamento: cinco tratamentos, incluindo a testemunha, com cinco repeticoes e
cinco besouros adultos em cada unidade experimental. O meétodo de aplicacdo foi por
imersdo, com 1 mL de cada tratamento por 60 segundos. Foram feitas avaliacGes de
mortalidade por sete dias, e os insetos mortos foram colocados em camara Umida e
acondicionados em camara tipo BOD por até sete dias. Em campo, o experimento foi
realizado na Fazenda Boa Esperanca, municipio de Sertdozinho, Sdo Paulo. No experimento,
foram utilizados fermentados com os meios selecionados para IBCB170 e IBCB383 da
selecdo S.1-2022 na concentracdo de 1x10%, e suspensdes com conidios aéreos, todos na
concentracdo de 1x10%3. Foram cinco tratamentos, incluindo a testemunha, aplicados por
pulverizacdo em blocos casualizados entre os talhdes 78 e 79, com posterior avaliagdo de
tocos atacados. Aos resultados foram aplicados ANOVA e teste Tukey (p<0,05) para os
experimentos de laboratorio, e teste Duncan para campo, por meio do software RStudio®.
Nos resultados de laboratorio, as maiores médias de mortalidade para S.1-2022 foram: para
T2-IBCB170 T5, com 2,14, e para T4-IBCB383 T5, com 1,2. Para S.11-2023, as maiores
médias foram: para T2-IBCB170 T2, com 5,0, e para T1-IBCB383, com 3,2. Em campo, a
menor incidéncia de tocos atacados foi para o tratamento com blastosporos de M. anisopliae

IBCB383, com média de 1 toco atacado.

Palavras-chave: controle biologico. fermentados infectivos. patogenicidade. bioinseticidas
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ABSTRACT
In recent years, biological control of pests in agriculture, using microorganisms, has gained
more acceptance, with an emphasis on the use of bioinsecticides. The aim of this study was to
test the infective potential of new culture media with blastospores of the fungi Beauveria
bassiana IBCB170 and Metarhizium anisopliae IBCB383 on adult Sphenophorus levis, both
in the laboratory and in the field. In the laboratory, four pathogenicity experiments were
conducted with adult S. levis, one experiment for each strain and each medium selection (S.1-
2022 and S.11-2023). All experiments followed the same design: five treatments, including the
control, with five repetitions and five adult beetles in each experimental unit. The application
method was by immersion, with 1 mL of each treatment for 60 seconds. Mortality
assessments were made over seven days, and the dead insects were placed in a humid
chamber and stored in a BOD-type chamber for up to seven days. In the field, the experiment
was conducted at Fazenda Boa Esperanca, located in the municipality of Sertdozinho, S&o
Paulo. In the experiment, fermentates with the selected media for IBCB170 and IBCB383
from selection S.1-2022 at a concentration of 1x108, and suspensions with aerial conidia, all at
a concentration of 1x10%3, were used. Five treatments, including the control, were applied by
spraying in randomized blocks between plots 78 and 79, followed by the evaluation of
attacked stumps. ANOVA and Tukey's test (p<0.05) were applied to the laboratory
experiments, and Duncan's test was applied to the field data using the RStudio® software. In
the laboratory results, the highest average mortality rates for S.1-2022 were: for T2-IBCB170
T5, with 2.14, and for T4-IBCB383 T5, with 1.2. For S.11-2023, the highest averages were:
for T2-IBCB170 T2, with 5.0, and for T1-IBCB383, with 3.2. In the field, the lowest
incidence of attacked stumps was observed in the treatment with M. anisopliae IBCB383

blastospores, with an average of 1 attacked stump.

Keywords: biological control. infective fermentates. pathogenicity. bioinsecticides
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19. INTRODUCAO

No Estado de Sao Paulo, maior produtor de cana-de-agucar do Brasil, o setor
canavieiro passou por uma transigio na metodologia de colheita da cana (Conab, 2024; Unica,
2024). Com a Lei Estadual n® 11.241/2002, o Estado passou a adotar a colheita da cana crua
em substituicdo a cana queimada, que foi proibida, tornando o processo mecanizado (Ribeiro;
Ficarelli, 2010; Dinardo-Miranda; Fracasso, 2013).

Com essas mudancas nos processos de colheita e na expansdo das areas de
plantio, as condi¢des comuns nas lavouras, em que a palhada permanece por mais tempo no
solo, tém contribuido para o aumento proporcional de problemas relacionados as pragas,
tornando seu controle uma prioridade do setor canavieiro (Almeida, 2005; Dinardo-Miranda,
2014; Brilhante et al., 2022).

Mais conhecido como bicudo-da-cana-de-aglcar ou gorgulho-da-cana, o
besouro Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), é considerado uma das
pragas que mais causam prejuizos aos produtores, pois suas larvas atacam a planta em fase de
brotagédo, provocando lesbes e perdas econdmicas que podem chegar a até 25 toneladas por
hectare ao ano (Precetti; Arrigoni, 1990). Conforme Vaurie (1978), os registros de ocorréncia
dessa espécie no Brasil foram catalogados no ano de 1978 em Curitiba, PR, sendo registrada
na regido de Piracicaba, Sdo Paulo, no ano de 1983.

Atualmente, as mudangas nos processos de colheita, a expansao das areas para
o0 plantio e o favorecimento de condi¢gdes ambientais (palhada por mais tempo no solo) tém
contribuido para o aumento proporcional de problemas relacionados as pragas, tornando seu
controle uma prioridade do setor canavieiro (Almeida, 2005; Dinardo-Miranda, 2014;
Brilhante et al., 2022).

Sdo consideradas as principais pragas associadas a cultura da cana-de-acUcar: a
broca-da-cana Diatraea saccharalis, a broca-gigante Telchin licus, a cigarrinha-das-raizes
Mahanarva fimbriolata, o besouro-da-raiz-da-cana-de-agtcar Migdolus fryanus e o bicudo-
da-cana-de-agucar, Sphenophorus levis, que ainda é considerado uma das principais pragas de
solo na cultura da cana-de-acucar (Botelho; Macedo, 2002; Villas Boas; Alves, 1988;
Almeida; Batista-Filho, 2006; Garcia; Botelho, 2016).

Na tentativa de controlar S. levis, que é uma praga holometabola e edéafica de
dificil controle, os produtores frequentemente recorrem ao uso de pesticidas sintéticos,
incluindo inseticidas e nematicidas. Estes produtos quimicos apresentam eficacia imediata no

combate a praga, porém, seu uso excessivo e inadequado pode resultar em diversos impactos
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negativos ao meio ambiente, como contaminagdo do solo e dos recursos hidricos, além do
desenvolvimento de resisténcia por parte dos insetos-alvo (Parra, 2002; Silva et al., 2012).

Uma alternativa promissora ao uso de pesticidas sintéticos € o controle
bioldgico, que envolve a introdugdo ou promocdo de organismos naturais que atuam como
agentes de controle de pragas (Alves et al., 2008). Nesse contexto, os fungos
entomopatogénicos, como B. bassiana e M. anisopliae, destacam-se como potenciais
bioinseticidas no controle de diversas pragas agricolas (Parra, 2002; Silva et al., 2012;
Almeida, 2020). Estes organismos oferecem vantagens significativas, tais como baixa
toxicidade para organismos ndo alvo, reducdo do desenvolvimento de resisténcia e menor
impacto ambiental (Alves, 1992; Alves, 1998; Pereira; Almeida; Batista-Filho, 2021).

A eficécia dos conidios aereos e dos blastosporos de fungos entomopatogénicos
depende das condi¢fes ambientais e do tipo de praga-alvo. Quando comparados, 0s conidios
aereos sdo mais eficazes na dispersdo e mais resistentes a fatores como radiacdo UV e baixa
umidade em relacdo aos blastosporos, justificando o maior uso dessas estruturas em campo
(Alves et al., 2008; Ottatti-de-Lima et al., 2010). Por outro lado, os blastosporos sdao mais
infectivos, mas tém uma parede celular menos resistente, 0 que 0s torna mais sensiveis a
dessecacédo e, portanto, menos eficientes em ambientes externos, especialmente com baixa
umidade, sendo passiveis de utilizacdo quando em meio de cultura que mantenha boa
viabilidade das células (Oliveira et al., 2015). A escolha entre conidios e blastosporos deve
considerar as caracteristicas da praga-alvo, formulagdes e metodologias de aplicagao.

O setor agricola enfrenta inimeros desafios, especialmente no que diz respeito
ao controle de pragas. Nesse contexto, a busca por métodos eficientes e sustentaveis que nao
apenas minimizem os danos as plantacdes, mas também reduzam o impacto ambiental e os
prejuizos econdmicos na cultura da cana-de-agUcar € importante. Portanto, a realizacdo de
pesquisas voltadas a inovacdo em bioprodutos assume destaque, uma vez que, na Ultima
década, o uso de agentes de controle bioldgico tem se consolidado como uma alternativa
promissora aos pesticidas sintéticos (Alves, 1998; Tamai et al., 2002; Parra et al., 2002; Parra,
2016).

Com o intuito de contribuir para o enfrentamento desses desafios e para
alternativas mais sustentaveis e eficientes para 0 manejo integrado de pragas, 0 presente
estudo teve como objetivo testar a patogenicidade de blastosporos produzidos em novos
meios de cultura, desenvolvidos especificamente para os fungos entomopatogénicos B.
bassiana IBCB170 e M. anisopliae IBCB383, contra adultos de S. levis.
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20. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi testar a patogenicidade de blastosporos produzidos
em novos meios de cultura com blastosporos dos fungos B. bassiana IBCB170 e M.
anisopliae ICBC383 e suspensdes de conidios aéreos de IBCB66 e IBCB425 em adultos de

S. levis.

21. MATERIAL E METODOS

21.1 Experimentos em laboratério

Os experimentos em laboratério foram realizados na Unidade Laboratorial de
Referéncia em Controle Biologico do Centro Avancado de P&D em Sanidade Agropecuaria
(CAPSA), pertencente ao Instituto Bioldgico, Campinas, S&o Paulo.

Para os experimentos, foram utilizados adultos de S. levis com idades entre 10 e
40 dias, sem distincdo de macho e fémea. Antes de cada experimento, foram previamente
avaliadas a mobilidade e a sanidade dos insetos, que depois foram separados em grupos

conforme a quantidade para cada tratamento (Figura 86).

Figura 86 — Verificacdo de sanidade de Sphenophorus levis e separacdo para uso em experimento. Imagem:
Pereira, R.M.C., 2023.

Foram realizados quatro experimentos, sendo dois com os indculos da selecdo
S.1-2022 e dois com os inoculos da selecdo S.11-2023. A cada dois experimentos, um foi

destinado a cepa IBCB170 e outro a cepa IBCB383. Para todos os experimentos, foram
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estabelecidos cinco tratamentos, incluindo a testemunha, com cinco repeticdes e cinco
besouros adultos em cada, sem distincdo entre machos e fémeas. O tratamento T1
(testemunha) foi realizado com agua, e a concentracdo dos tratamentos T2 a T5 variou entre
1x10°¢ e 5x10% (Figura 87).

Figura 87 — Preparacdo dos indculos com novos meios de cultura selegdo S.1-2022; a) diluicdo; b) in6culos
IBCB170 S.1-2022; c) in6culos IBCB383 S.1-2022. Imagens: Pereira, R.M.C., 2023.

A metodologia de aplicacdo foi por imersdo em 1mL dos indculos contendo
blastosporos de acordo com a concentracdo determinada para cada tratamento, em grupos de
25 besouros, por 60 segundos. Apos 0s insetos foram separados em grupos de cinco para cada
repeticdo (Figura 88).

Figura 88 — Experimento com S. levis. No detalhe, método de aplicagdo por banho. Imagens: Pereira, R.M.C.,
2024,
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Para todos os experimentos, as avaliagbes de mortalidade foram realizadas
durante sete dias, sendo os insetos mortos separados e colocados em camara umida, composta
por uma placa de Petri estéril contendo um pedaco de algodao hidréfilo umedecido com agua.
Em seguida, os insetos foram transferidos para uma camara BOD climatizada a 26 + 1°C, por

até sete dias, para verificacdo da esporulago.

21.2 Experimento de campo

No experimento de campo, foram utilizados fermentados liquidos da selecédo
S.1-2022 contendo células blastosporicas das cepas IBCB170 e IBCB383 testadas em
laboratério, além de suspensfes fungicas contendo conidios aéreos das cepas IBCB66 e
IBCB425.

O experimento foi conduzido na Usina Santo Antdnio (USA), Fazenda Boa
Esperanca, localizada no municipio de Sertdozinho, SP. O levantamento inicial da ocorréncia
da praga foi realizado por meio da contagem de tocos atacados na area de estudo. A area

selecionada estava localizada entre os talhdes 79 e 78 (Figura 89).

Rede de Alta Tensdo

Tl T2 T3 T4 LE] T3 T2 Tl 5 T4 T3 T1 5 T4 T2
52 Rua 122 Rua | 202Rua | 282 Rua | 362 Rua 642 Rua | 722 Rua | 812Rua | 882 Rua | 1032 Rua 1082 Rua | 1172 Rua | 1242 Rua | 1552 Rua | 1642 Rua

Talhdo 79
Talhdo 88

Frente - Bambuzal

Figura 89 — Croqui da &rea de instalacdo do experimento de campo. Fonte: Almeida, J.E.M., 2023.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repeticGes e

cinco tratamentos incluindo a testemunha (Tabela 36).

Tabela 36 - Representacdo dos tratamentos aplicados em campo para inseticida
microbiolégico com principio ativo blastosporos de IBCB170 e IBCB383 e suspensdes de
conidios aéreos IBCB66 e IBCB425

Tratamentos Cepa Concentracao
T1 IBCB66 103
T2 IBCB170 108
T3 IBCB425 108
T4 IBCB383 108

T5 Testemunha -
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As avaliacOes foram realizadas por meio da contagem dos tocos atacados por S.
levis apds 30 dias da pulverizacdo das suspensdes fungicas.

Os produtos fermentados testados no experimento foram produzidos em
bateladas, por meio de fermentacdo liquida submersa (FLS), utilizando galdes com
capacidade de 10 L cada, com os melhores resultados obtidos dos meios de cultura das
selecdes S.1-2022 e S.11-2023. Cada galdo foi inoculado com 100 mL dos indculos das cepas
IBCB170 e IBCB383 (Figura 90).

Figura 90 — Preparacdo de blastosporos em meio liquido para aplicagdo em campo; a) galdes de vidro em
fermentacdo por coluna de bolhas, com blastosporos de IBCB170 e IBCB383; b) Indculos de T4.S.11-2022-
IBCB383 em avaliagOes para calculo de concentragdo e viabilidade. Imagens: Pereira, R.M.C., 2023.

Os gal6es permaneceram em processo fermentativo por 168 h, com avaliacdo
da concentracdo de blastésporos por 1 mL em cadmara de Neubauer e contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFCs) para cada batelada.

Para a calda com os conidios aéreos, foram utilizadas colénias de B. bassiana
IBCB66 e de M. anisopliae IBCB425, diluidas em agua e aplicadas no volume de 100 L/ha. A
calda foi preparada nas instalacdes da Usina Santo Antonio. Foi utilizado um pulverizador

tratorizado com capacidade para oito linhas de cana-de-agUcar.
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21.3 Andlise estatistica

A aplicacdo dos testes estatisticos seguiu 0s passos de verificacdo de
homogeneidade e normalidade, com aplicacdo de ANOVA de Welch, seguido do teste de
Tukey (p < 0,05) para os experimentos de laboratério, e ANOVA seguido do teste de Duncan
(p < 0,05) para o experimento de campo. Todos os testes foram realizados por meio do

software RStudio®.

22. RESULTADOS
22.1 Experimentos em laboratério

No experimento realizado com blastosporos de IBCB170 com o in6culo T2 da
selecdo S.1-2022, o tratamento T5 apresentou maior mortalidade. No entanto, apesar das

diferencas nas médias das mortalidades, ndo houve diferenca significativa entre o0s

tratamentos (Figura 91).

Mortalidade de S. levis

a
2,5 T
f1
2 a g
@ 15 J\ - ,T”
s= [\ A ’ V4
= ;“"Jv‘/v- z\ a ///
0,5 . N LA@“
N7
0
T1 4gua T2 1x1076 T3 1x10A7 T4 1x1078 T5 5x108

-0,5
Tratamentos
Blastosporos IBCB170
S.1-2022-T2

Figura 91 — Média de mortalidade de adultos de Sphenophorus levis com blastosporos do indculo T2 da selegédo
S.1-2022, ap6s aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

No experimento realizado com blastosporos de IBCB383 com o indculo T4 da
selecdo S.1-2022, o tratamento T5 apresentou maior mortalidade, no entanto, apesar das

diferencas nas médias das mortalidades, ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos (Figura 92).



166

Mortalidade de S. levis
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Figura 92 — Média de mortalidade de adultos de Sphenophorus levis com blastosporos do inéculo T4 da selecéo
S.1-2022, apds aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

No experimento realizado com blastosporos de IBCB170 com o in6culo T2 da
selecdo S.I11-2023, o tratamento T2 apresentou maior mortalidade e diferenca significativa em

relacdo aos demais (Figura 93).
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Figura 93 — Média de mortalidade de adultos de Sphenophorus levis com blastosporos do inéculo T2 da selegdo
S.11-2023, apds aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

No experimento realizado com blastosporos de IBCB383 com o inoculo T1 da
selecdo S.11-2023, o tratamento T5 apresentou maior mortalidade, no entanto, apesar das
diferencas nas medias das mortalidades, ndo houve diferenga significativa entre os

tratamentos (Figura 94).
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Mortalidade de S. levis

3,5

i i . //J'
i -
% ’ yﬂ‘:["":\*:«w-a:i.v :T- = 2 /! g
S 15 a &f,,"‘l At —:I»_ﬁq_:_*:% S
g T 1
0,5 L
0
T14gua T2 1x1076 T3 11017 T4 11078 T5 3,25x1078

Tratamentos
Blastosporos IBCB383
S.11-2023-T1

Figura 94 — Média de mortalidade de adultos de Sphenophorus levis com blastosporos do inéculo T1 da selegdo
S.11-2023, apo6s aplicacdo do teste Tukey (p > 0,05).

Nos experimentos realizados com adultos de Sphenophorus levis em condicdes
de laboratdrio, apesar das diferencas observadas nas médias de mortalidade entre o0s
tratamentos (Tabela 37), foram detectadas diferencas estatisticamente significativas apenas no

experimento da selecéo S.11-2023 para IBCB170.

Tabela 37 — Média de mortalidade de adultos de Sphenophorus levis ap06s a aplicacdo de
suspensdo com blastosporos com os indculos das selegdes S.1-2022 e S.11-2023 para as cepas
IBCB170 e IBCB383

Tratamentos S.1-2022-T2 S.1-2022-T4 S.11-2023-T2 S.11-2023-T1
(n=125)* IBCB170 IBCB383 IBCB170 IBCB383

*T1 Testemunha 06+134 a 0,4+054 a 06+054 ¢ 08+109a

T2 1x10° 1,4+0,89 a 1,0+141 a 50+0,00 a 1,8+216a

T3 1x107 0,2+0,44 a 0,2+044 a 16+2,07 bc 1,6+207a

T4  1x108 14+134 a 1,0+£0,70 a 3,0+0,70 abc 1,4+207a

T5 5x108 24+151 a 1,2+164 a 4,0+2,23 ab 32+192a
CV (%) 97,89 140,48 50,04 110,60

*T1 = 4gua; média seguida de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

22.2 Experimento em campo

Nos resultados de campo, o tratamento 4 (T4) com blastosporos da cepa
IBCB383 teve melhor desempenho na inibicdo de tocos atacados, com média de 01 toco para

a area avaliada. Apesar de ndo haver diferencas estatisticas quanto a tocos atacados entre 0s
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tratamentos com fungo, os tratamentos com IBCB170 e IBCB383 foram estatisticamente

diferentes da testemunha (Figura 95).

Tocos atacados por S. levis
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Figura 95 — Médias de tocos atacados por adultos de S. levis ap6s aplicacdo do teste Duncan (p<0,05).

23. DISCUSSAO

23.1 Experimentos com S. levis x blastosporos em condigdes de laboratério

Conforme os dados obtidos ap6s a aplicacdo dos testes estatisticos, com a
distribuicdo dos dados e os pressupostos da ANOVA de Welch atendidos, a comparacéo entre
os tratamentos indicou que as médias de mortalidade, em sua maioria, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas. 1sso sugere que a variagcdo dentro dos grupos e entre
o0s tratamentos pode néo ter sido suficiente para demonstrar diferencas reais.

A variabilidade na eficacia de fungos entomopatogénicos pode ser influenciada
tanto pelas caracteristicas dos organismos-alvo quanto pelas propriedades intrinsecas dos
fungos utilizados. Os autores Correa et al. (2020) destacaram que os fungos Beauveria
bassiana e Cordyceps fumosorosea apresentaram diferengas significativas na viruléncia
quando cultivados como blastosporos, em comparacdo com conidios aéreos. Nesse contexto,
os blastosporos demonstraram maior sensibilidade a fatores abidticos, como radiacdo

ultravioleta e desidratacdo. De forma semelhante, Quesada-Moraga et al. (2024) observaram
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que cepas de Metarhizium anisopliae tiveram desempenho inferior em campo quando 0s
blastosporos foram expostos a altas temperaturas e baixa umidade, em relacdo aos conidios.
Esses resultados sugerem que ajustes no protocolo experimental, como 0 aumento do tamanho
da amostra ou o controle mais rigoroso de varidveis ambientais, podem evidenciar diferencas
mais marcantes na eficacia desses fungos.

Devido a auséncia de esporulacdo observada nos insetos mortos durante os
experimentos realizados neste estudo, as analises estatisticas consideraram apenas a
mortalidade total, e ndo a mortalidade confirmada, para ambas as cepas testadas. A falta de
esporulagdo pode ser atribuida a incapacidade do patdégeno de completar o ciclo de infeccéo
nos hospedeiros mortos. Conforme Shimazu (1994), esse fenbmeno é relativamente comum
em infeccbes por Entomophaga maimaiga, especialmente sob condicdes ambientais
desfavoraveis a esporulacao ap6s a morte do inseto. Esse comportamento foi corroborado por
Hajek e Shimazu (1996), que relataram que, mesmo quando Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae provocam altas taxas de mortalidade, a esporulacdo pode ser
significativamente inibida por fatores como baixa umidade relativa ou morte rapida do
hospedeiro antes do desenvolvimento fungico completo. Portanto, a auséncia de esporulacédo
ndo indica necessariamente uma falha na infeccdo, mas sim uma interrupcdo no ciclo
reprodutivo do fungo (Hajek, 1997).

Conforme Alves (1998), ap6s a penetracdo do fungo no tegumento, a morte do
inseto pode ocorrer indiretamente por danos mecanicos, exaustdo de nutrientes ou alteracdes
fisiologicas. Além disso, o fungo pode redirecionar seu esforco reprodutivo para a
sobrevivéncia em resposta a condi¢Ges adversas, como baixa umidade na porc¢do interna do
hospedeiro, comprometendo a conidiogénese. Loureiro et al. (2002) ja haviam destacado que
a baixa umidade relativa é um fator crucial que afeta a germinacdo e o desenvolvimento de
fungos entomopatogénicos, particularmente M. anisopliae e B. bassiana, resultando em uma
reducdo significativa da esporulagdo em substratos secos. De forma consistente, Veloso et al.
(2023) observaram que a exposicao de conidios de M. anisopliae a ambientes com umidade
inferior a 70% inibiu a formacéo de estruturas conidiogénicas em hospedeiros secos. Essa
resposta adaptativa pode ser ainda maior na presenca de compostos toxicos, como pesticidas
residuais nos tecidos dos hospedeiros, afetando negativamente a viabilidade reprodutiva dos
fungos (De Sa-Santos et al., 2021).

A mortalidade constatada em experimentos de laboratério com blastosporos
obtidos da S.I-2022 e S.11-2023 para as cepas IBCB170 e IBCB383, mostraram que 0S
blastosporos foram infectivos a praga alvo deste trabalho, S. levis. 1sso corrobora com Alves
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et al. (1998), que aponta que em testes de laboratério tem a vantagem de expor o patdgeno a

atividade maxima possivel dos produtos avaliados, o que é diferente em condi¢des de campo.

23.2 Experimento com S. levis x fungos em condi¢des de campo

Como era esperado, o tratamento controle (T5) apresentou menor eficiéncia,
evidenciando maior suscetibilidade dos tocos de cana-de-aclcar ao ataque de adultos de S.
levis. Em contraste com o0s resultados obtidos em laboratério, os blastosporos da cepa
IBCB383 demonstraram maior eficacia no controle de S. levis em condicdes de campo. Esse
achado esta em concordancia com a literatura, que destaca a eficiéncia de fungos
entomopatogénicos como B. bassiana e M. anisopliae no manejo de pragas que colonizam
tocos de cana-de-agucar.

Conforme Almeida e Batista-Filho (2006), M. anisopliae é amplamente
utilizado no manejo integrado de pragas, sendo particularmente eficaz no controle de
cigarrinhas, como Mahanarva fimbriolata, uma importante praga radicular que afeta os tocos
da cana-de-agucar.

Em trabalho similar em campo, Loureiro (2004) realizado por pulverizagao
com 2kg/ha de arroz+fungo, contendo 1,5x10%2 conidios/ha, que ap6s 30 dias da pulverizacéo,
os isolados IBCB 408 e IBCB 425 apresentaram eficiéncia de controle de 63 e 62%, para as
ninfas e para os adultos foi de 100%. Apesar da cepa usada por Loureiro (2004) ser IBCB425,
isso mostra que os conidios aéreos de M. anisopliae sdo infectivos aos adultos da praga alvo
deste estudo.

Em estudos conduzidos por Vinha et al. (2020), a eficacia de M. anisopliae
(IBCB 425) e B. bassiana (IBCB 66) no controle de S. levis foi avaliada utilizando produtos
formulados comercialmente. Os autores observaram que B. bassiana reduziu a populacdo da
praga, embora sem diferenca estatistica em relagdo ao controle. Em contrapartida, M.
anisopliae apresentou diferencas significativas nos tratamentos, especialmente em colmos
danificados. Esses resultados reforcam a eficacia de M. anisopliae no controle de adultos de S.
levis, embora a cepa e a estrutura infectiva utilizadas no estudo sejam diferentes da cepa
IBCB383 empregada neste trabalho.

Na pesquisa realizada por Simi (2014), a selecdo de isolados de fungos para o
controle de S. levis apontou B. bassiana (IBCB 170) e M. anisopliae (IBCB 383) como o0s
mais eficientes, promovendo taxas de mortalidade de 80% e 72%, respectivamente. Embora
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essa pesquisa ndo tenha utilizado blastosporos como estrutura infectiva, os resultados
confirmam a eficacia da cepa de M. anisopliae IBCB383 utilizada neste estudo.

Apesar das diferencas entre os experimentos de laboratorio e de campo, este
trabalho demonstrou que houve mortalidade em adultos de S. levis tanto por blastosporos da
cepa IBCB170 quanto para a cepa de IBCB383, além da diminuicdo de tocos atacados em
campo. No entanto, fica a sugestdo para realizacdo de mais pesquisas para aperfeicoar
processos de producdo por fermentacdo liquida para o uso de blastosporos em campo e a
confirmacdo mais robusta da eficiéncia de controle biologico de adultos de S. levis,
destacando o uso da cepa IBCB383.

24. CONCLUSOES

. O inoculo da selegdo S.11-2023-T2 IBCB170, mostrou-se mais eficiente no controle
bioldgico de S. levis em condi¢des de laboratdrio.

. Blastosporos de IBCB383 tiveram baixo desempenho na infeccdo de adultos de S.

levis em condi¢des de laboratorio.

. A utilizacdo de B. bassiana e M. anisopliae diminuiram a quantidades de tocos

atacados em cam po.

. O fungo M. anisopliae em suspens@o com blastosporos foi mais eficiente no controle

de S. levis em condicOes de campo.
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