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RESUMO

Vaérios lepiddpteros-praga podem reduzir a produtividade da soja pela desfolha, como € o caso
da lagarta-militar Spodoptera frugiperda (J. E. Smith). O uso de elicitores de resisténcia é uma
alternativa vidvel no manejo da praga, pois atuam no metabolismo das plantas, induzindo
resisténcia. Ha evidéncias de que fungos entomopatogénicos, além de efeitos diretos nos
insetos, também induzem resisténcia em plantas; contudo, poucos estudos avaliaram esses
efeitos pela aplicacdo foliar em soja. Este estudo avaliou os efeitos de defesa induzidos pela
aplicacdo foliar de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, em comparagdo com o
jasmonato de metila, sobre S. frugiperda. O experimento foi conduzido em campo, casa de
vegetacdo e laboratdrio com tratamentos: testemunha (agua); B. bassiana; M. anisopliae; e
jasmonato de metila (MeJA), com duas pulverizacdes foliares no inicio do desenvolvimento
vegetativo. Em campo, avaliou-se a produtividade (nimero de vagens, peso de vagens, graos e
de 100 grdos) para verificar se os produtos estimulavam a producdo. Em casa de vegetacdo, foi
avaliado o crescimento das plantas de soja na presenca e auséncia de herbivoria por S.
frugiperda, registrando-se altura, diametro, teor de clorofila e massa seca foliar e radicular,
além dos marcadores quimicos de estresse perdxido de hidrogénio (H202), malondialdeido
(MDA), e atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX). No laboratério, foi avaliado o desempenho bioldgico de S.
frugiperda em discos foliares de soja e a recuperacao dos fungos nas plantas para evidenciar a
possivel acdo endofitica. No experimento de campo, ndo houve diferengas nos parametros
produtivos e nos marcadores H.O> e MDA. Em relacdo ao desempenho bioldgico de S.
frugiperda, lagartas alimentadas com discos foliares tratados com M. anisopliae apresentaram
menor ganho de peso, sem diferencas no consumo foliar. Em casa de vegetacdo, ndo foram
detectadas diferencas nos parametros de crescimento das plantas de soja na presenca e auséncia
de herbivoria. No bioensaio em laboratério, o maior consumo foliar pelas lagartas ocorreu com
discos tratados com B. bassiana, sem diferencas no ganho de peso. M. anisopliae causou maior
producdo de H>O2, enquanto M. anisopliae e B. bassiana apresentaram menores niveis de
MDA, indicando menor estresse oxidativo com os fungos. Em relacdo as atividades enzimaticas
nas plantas de soja submetidas a herbivoria de S. frugiperda, o tratamento com M. anisopliae
induziu a maior atividade de SOD com herbivora, enquanto B. bassiana estimulou maiores
atividades de CAT e APX, explicando o menor estresse oxidativo com os fungos. Néao foi
possivel detectar a presenca dos fungos entomopatogénicos a partir de fragmentos foliares
coletados das plantas tratadas, ndo evidenciando ac¢ao endofitica. Os resultados sugerem que 0s
elicitores podem desencadear respostas induzidas de defesa nas plantas de soja ao ataque de S.
frugiperda, proporcionadas pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio e atividades de
enzimas antioxidantes.

Palavras-chaves: elicitores; fungos entomopatogénicos; lagarta-militar; resisténcia induzida.



ABSTRACT

Several lepidopteran pests can reduce soybean productivity through defoliation, such as the fall
armyworm Spodoptera frugiperda (J. E. Smith). The use of resistance elicitors is a viable
alternative in pest management, as they act on plant metabolism, inducing resistance. There is
evidence that entomopathogenic fungi, in addition to causing direct effects on target insects,
can also induce resistance in plants; however, few studies have evaluated these effects through
foliar application in soybeans. This study evaluated the defense effects induced by foliar
application of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, in comparison with methyl
jasmonate, against S. frugiperda. The experiment was conducted in the field, greenhouse, and
laboratory with the following treatments: control (water); B. bassiana; M. anisopliae; and
methyl jasmonate (MeJA), with two foliar sprays at the beginning of vegetative development.
In the field, productivity was evaluated (hnumber of pods, pod weight, grain weight, and 100-
grain weight) to verify if the products stimulated production. In the greenhouse, soybean plant
growth was evaluated in the presence and absence of herbivory by S. frugiperda, recording
plant height, diameter, chlorophyll content, and shoot and root dry mass, in addition to the stress
markers hydrogen peroxide (H202), malondialdehyde (MDA), and the activities of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and ascorbate peroxidase
(APX). In the laboratory, the biological performance of S. frugiperda was evaluated on soybean
leaf disks, and fungal recovery from the plants was assessed to investigate possible endophytic
action. In the field experiment, no significant differences were observed in productivity
parameters or in the H.O> and MDA stress markers. Regarding the biological performance of
S. frugiperda, larvae fed with leaf disks treated with M. anisopliae showed reduced weight gain,
with no differences in leaf consumption. In the greenhouse, no differences were detected in
soybean plant growth parameters in the presence or absence of herbivory. In the laboratory
bioassay, the highest leaf consumption by larvae occurred on disks treated with B. bassiana,
with no differences in weight gain. M. anisopliae caused higher production of H20, while M.
anisopliae and B. bassiana showed lower levels of lipid peroxidation (MDA), indicating
reduced oxidative stress with the fungi. Regarding enzyme activities in soybean plants
subjected to herbivory by S. frugiperda, treatment with M. anisopliae induced higher SOD
activity under herbivory, while B. bassiana stimulated higher CAT and APX activities,
explaining the reduced oxidative stress with the fungi. The presence of entomopathogenic fungi
could not be detected from leaf fragments collected from treated plants, showing no evidence
of endophytic action. The results suggest that elicitors can trigger induced defense responses in
soybean plants against S. frugiperda, mediated by the accumulation of reactive oxygen species
and the activities of antioxidant enzymes.

Keywords: elicitor; endophytic fungi; fall armyworm; induced resistance.



INDICADORES DE IMPACTO

A pesquisa sobre inducdo de resisténcia em plantas de soja contra Spodoptera frugiperda,
utilizando os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, e o
fitormbnio jasmonato de metila (MeJA), apresenta impactos significativos nos ambitos
tecnoldgico, econbmico, social e ambiental. O estudo objetivou avaliar e caracterizar os efeitos
desses elicitores na inducéo de resisténcia na cultura de soja, visando o desenvolvimento de
estratégias sustentaveis para o manejo de pragas. Os resultados demonstraram que B. bassiana
e M. anisopliae podem induzir resisténcia nas plantas de soja, afetando o desenvolvimento de
S. frugiperda, enquanto o jasmonato de metila mostrou-se eficaz na redug¢do do consumo foliar
pela praga. Tecnologicamente, essas descobertas abrem caminho para o desenvolvimento de
novas abordagens de protecdo de culturas, alinhadas com os principios da agricultura
sustentavel e regenerativa. Economicamente, embora ndo tenha havido aumento significativo
na produtividade de gréos de soja, a pesquisa fornece insights valiosos para métodos de controle
de pragas potencialmente mais eficientes e econdémicos, podendo resultar em reducdo de custos
com inseticidas quimicos para os agricultores. Socialmente, a implementacdo dessas
tecnologias pode contribuir para a satde dos trabalhadores rurais e consumidores, reduzindo a
exposicao a inseticidas quimicos. O estudo impacta diretamente as regides produtoras de soja
no Brasil, beneficiando potencialmente milhares de agricultores e comunidades rurais.
Ambientalmente, a reducdo no uso de insumos quimicos promove a preservacdo da
biodiversidade e a sustentabilidade dos agroecossistemas. Além disso, a pesquisa alinha-se aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentadvel da ONU, particularmente o ODS 2 (Fome zero e
agricultura sustentavel), e ODS 12 (Consumo e producdo responsaveis). Culturalmente, a
promoc¢do do manejo integrado de pragas com foco em solugdes bioldgicas pode contribuir para
uma mudanca gradual no setor agricola, valorizando praticas sustentaveis. Em conclusdo, este
estudo apresenta avancos significativos no entendimento dos mecanismos de defesa induzida
em soja, oferecendo perspectivas promissoras para o desenvolvimento de estratégias de manejo
de pragas mais sustentaveis e eficientes, com potencial para impactar positivamente a producao
agricola, a satde publica e 0 meio ambiente em escala nacional.



IMPACT INDICATORS

The research on the induction of resistance in soybean plants against Spodoptera frugiperda,
using the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, and the
phytohormone methyl jasmonate (MeJA), presents significant impacts in the technological,
economic, social, and environmental spheres. The study aimed to evaluate and characterize the
effects of these elicitors in inducing resistance in soybeans, with a focus on developing
sustainable pest management strategies. The results demonstrated that B. bassiana and M.
anisopliae can induce resistance in soybean plants, affecting the development of S. frugiperda,
while methyl jasmonate proved effective in reducing leaf consumption by the pest.
Technologically, these findings pave the way for the development of new crop protection
approaches aligned with the principles of sustainable and regenerative agriculture.
Economically, although there was no significant increase in soybean grain yield, the research
provides valuable insights for potentially more efficient and cost-effective pest control
methods, which could result in reduced chemical insecticide costs for farmers. Socially, the
implementation of these technologies could contribute to the health of rural workers and
consumers by reducing exposure to chemical insecticides. The study directly impacts
soybeanproducing regions in Brazil, potentially benefiting thousands of farmers and rural
communities. Environmentally, the reduction in chemical inputs promotes biodiversity
preservation and the sustainability of agroecosystems. The research aligns with the United
Nations Sustainable Development Goals, particularly SDG 2 (Zero Hunger and Sustainable
Agriculture), and SDG 12 (Responsible Consumption and Production). Culturally, the
promotion of integrated pest management focusing on biological solutions can contribute to a
gradual shift in the agricultural sector, valuing sustainable practices. In conclusion, this study
presents significant advancements in understanding the mechanisms of induced defense in
soybeans, offering promising perspectives for the development of more sustainable and
efficient pest management strategies, with the potential to positively impact agricultural
production, public health, and the environment on a national scale.
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1. INTRODUCAO

A produtividade de culturas agricolas de importancia econémica como a soja, Glycine
max (L.) Merrill, é frequentemente afetada por fatores bidticos em todos o0s estagios
fenoldgicos, com destaque para a infestacdo de insetos-praga (BENNETT et al., 2012; LIANG;
KIRK; GREENE, 2018; WANG et al.,, 2013). Entre os principais insetos-praga que
comprometem o potencial produtivo da soja, destaca-se um complexo de lagartas
desfolhadoras, que também podem atacar vagens e grdos, particularmente no Brasil e na
América do Sul (BATISTELA et al., 2012; PANIZZI; OLIVEIRA, 1998). A lagarta-militar
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma das mais importantes
pragas do milho, algoddao e soja, com importancia crescente em regides produtoras e
exportadoras devido a sua ampla gama de plantas hospedeiras (DOS SANTOS et al., 2009;
HARDKE; LORENZ; LEONARD, 2015; MACHADO et al., 2020; MARUTHADURAI,
RAMESH, 2020).

O controle de S. frugiperda é dificultado pela sua capacidade de dispersao, alto potencial
reprodutivo e ocorréncia em diversas fases de desenvolvimento das plantas hospedeiras
cultivadas em diferentes épocas do ano em lavouras adjacentes ou em rotacao/sucessdo,
facilitando a movimentagdo dos adultos entre as plantagbes (MACHADO et al., 2020).
Especificamente na cultura da soja, o evento transgénico mais utilizado ainda hoje expressa a
proteina CrylAc, que ndo confere protecdo eficiente contra as principais espécies de
Spodoptera no Brasil (BERNARDI et al., 2014). Frequentemente sdo realizadas aplicacGes de
inseticidas apds a constatacdo de desfolha, 0 que aumenta os custos de controle, o risco de
resisténcia aos inseticidas e os impactos negativos ao meio ambiente e aos operadores de campo
(BATISTA PEREIRA et al., 2002; DOS SANTOS et al., 2009; FATORETTO et al., 2017; YU;
NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003).

Diante desses desafios, a procura por novas estratégias de manejo eficientes e
sustentaveis € essencial para 0 manejo de S. frugiperda nos sistemas de producédo onde ocorre
em infestacdes elevadas. O uso de elicitores de resisténcia, também chamados em alguns casos
de bioativadores ou bioestimulantes, pode ser uma alternativa viavel, pois atuam no
metabolismo primario e secundario das plantas, aumentando a resisténcia a estresses bidticos e
abioticos, estimulando a absor¢do de nutrientes e resultando em maior produtividade e
qualidade dos produtos agricolas (YAKHIN et al., 2017). O interesse por esses produtos vem
crescendo a cada ano, e segundo dados da Markets and Markets 2024, o mercado global de
bioestimulantes, devera atingir US$ 7,6 bilhdes até 2029 de US$ 4,3 bilhGes até 2024,
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mostrando-se um mercado promissor e com grande potencial para o uso desses produtos na
agricultura.

Os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Metchn.) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae) e Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin (Hypocreales:
Cordycipitaceae) tém sido estudados como alternativas complementares para o controle de
lepiddpteros-praga, incluindo S. frugiperda (DANNON et al., 2020; ISLAM et al., 2023). Além
disso, o fitorménio jasmonato de metila (MeJA), apesar de pouco utilizado em estratégias de
manejo de pragas, € conhecido por atuar como um regulador do crescimento vegetal e como
um sinalizador de respostas de defesa contra herbivoria de insetos desfolhadores, infec¢éo de
patdgenos necrotroficos e estresses abidticos (HANAKA; NURZYNSKA-WIERDAK, 2019).
Diversos estudos tém demonstrado que MeJA pode induzir resisténcia em plantas contra
insetos, levando a producdo de compostos de defesa contra a herbivoria e alteragdes
morfolégicas e fisioldgicas nas plantas que dificultam a alimentacéo e o desenvolvimento dos
insetos-praga (LU et al., 2015; PUENTES et al., 2021).

Além dos efeitos diretos na infeccdo de insetos-alvo, alguns estudos demonstraram que
os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana podem atuar como endofiticos em
plantas, induzindo respostas de defesa e afetando o desenvolvimento e fecundidade de insetos-
praga, além de poder estimular o crescimento vegetal em alguns casos (ALTAF et al., 2023a;
LIRA; MASCARIN; DELALIBERA JUNIOR, 2020; LIU; YANG; WANG, 2022;
MWAMBURI, 2021). No entanto, a maioria dos estudos que avaliaram esses efeitos utilizaram
a inoculacdo dos fungos nas sementes ou no solo. Ha uma caréncia de informacGes sobre a
capacidade desses fungos em atuarem como endofiticos quando aplicados via foliar na inducéo
de respostas de defesa em plantas de soja, uma das leguminosas mais importantes em todo o
mundo e o produto mais importante do agronegécio brasileiro (ABRAHAM et al., 2020;
BUENO et al., 2017; CAO et al., 2018; EDWARDS MOLINA et al., 2022; GUO et al., 2022)
contra o ataque de S. frugiperda.

Nesse contexto, esta pesquisa busca preencher essa lacuna do conhecimento, avaliando
e caracterizando os efeitos de inducéo de resisténcia pela aplicacdo foliar de formulagdes a base
dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, e do fitormdnio jasmonato de

metila, ao ataque de S. frugiperda.



17

2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

Avaliar e caracterizar os efeitos de inducdo de resisténcia pela aplicagdo foliar de

formulacdes a base dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, e do fitormonio

jasmonato de metila sobre plantas de soja a S. frugiperda.

2.2. Objetivos especificos

v

Avaliar os efeitos da aplicacao foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e
jasmonato de metila na inducdo de resisténcia a S. frugiperda em folhas de soja tratadas

e coletadas do campo e casa de vegetacao e avaliadas em laboratério;

Quantificar o estresse oxidativo em plantas de soja infestadas ou ndo por lagartas de S.
frugiperda em campo e casa de vegetacdo com a aplicacdo foliar de produtos a base de

B. bassiana, M. anisopliae e jasmonato de metila;

Avaliar os efeitos da aplicacdo foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e

jasmonato de metila na producéo de graos de soja em campo;

Avaliar os efeitos da aplicacdo foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e
jasmonato de metila no crescimento de plantas de soja em vasos em casa de vegetacdo

na presenca e auséncia de herbivoria de S. frugiperda;

Avaliar a capacidade de colonizagéo endofitica dos fungos B. bassiana e M. anisopliae

em plantas de soja através do isolamento dos tecidos foliares em meio de cultura.
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3. HIPOTESES

H1: A aplicacdo foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e jasmonato de metila
induzem resisténcia a S. frugiperda nas folhas de soja em comparacdo com as plantas ndo

tratadas;

H2: A aplicacdo foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e jasmonato de metila
alteram os niveis de estresse oxidativo em plantas de soja, com efeitos distintos entre plantas

com e sem infestacdo por S. frugiperda;

H3: A aplicacdo foliar de produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e jasmonato de metila
aumenta a producao de grdos de soja em campo, pela combinacdo de efeitos de inducdo de

resisténcia a S. frugiperda e a promocao do crescimento das plantas;

H4: As plantas de soja tratadas com produtos a base de B. bassiana, M. anisopliae e jasmonato
de metila apresentam maior crescimento em condicdes de casa de vegetacdo na presenca de
herbivoria por S. frugiperda devido & indugdo de mecanismos de defesa e possiveis efeitos

promotores do crescimento;

H5: Os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo capazes de colonizar endofiticamente os tecidos

foliares das plantas de soja pela aplicacdo foliar.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. Cultura da soja

A soja, Glycine max (L.) Merrill, € uma planta herbacea anual dicotileddnea que
pertence a familia Fabaceae, também conhecida como leguminosas. Ela completa seu ciclo de
vida em uma Unica temporada de cultivo, dividindo-se seu ciclo fenolégico em duas fases de
desenvolvimento, a fase vegetativa e a fase reprodutiva, que podem durar de 90 a 150 dias,
dependendo da variedade e das condiges ambientais (NEUMAIER et al., 2000).

No contexto mundial e nacional, a soja esta inserida economicamente como uma das
principais culturas. No Brasil, o primeiro relato sobre o surgimento da soja através de seu
cultivo data de 1882 no estado da Bahia (BLACK, 2000). Posteriormente, foi levada por
imigrantes japoneses para S&o Paulo e, finalmente, em 1914 a soja foi introduzida no estado do
Rio Grande do Sul, onde as variedades trazidas dos Estados Unidos melhor se adaptaram as
condicdes edafoclimaticas, principalmente em relacdo ao fotoperiodo (BONETTI, 1981).

A soja pode ser considerada a cultura responsavel por provocar importantes mudancas
na producdo brasileira a partir da década de 1960. Com a consolidacdo da cultura na regido do
Cerrado, o Brasil se tornou um dos maiores produtores. Em 40 anos de cultivo de soja nessa
regido, a producdo cresceu quase sete vezes, enquanto a area cultivada aumentou quatro vezes
(BEZZERA et al., 2022).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de soja do mundo, seguido pelos Estados
Unidos e Argentina, responsavel por 39% da produgdo mundial com 156 milhdes de toneladas
(USDA, 2023). Para a safra 2023/2024, estima-se uma produtividade de soja de 3.229 kg/ha
em média, representando um decréscimo de 7,9% em relacdo a safra 2022/2023 e uma producgao
de 147,68 milhGes de toneladas. As lavouras de soja ocupam 45,7 milhdes de hectares, um
aumento de 3,8% em comparagdo com a area cultivada no ano passado (CONAB, 2024).

Embora a soja néo seja considerada mundialmente como um alimento basico, é uma das
culturas mais importantes do mundo, principalmente como fonte de proteina e 6leo vegetal.
Essas caracteristicas a tornam uma importante matéria-prima, sendo utilizada como adubo
verde, forragem e na producdo de biodiesel. O farelo de soja é essencial na alimentacdo animal
(BEZZERA et al., 2022; CAO et al., 2018). Em 2023, dos mais de 7,5 milhdes de metros
cubicos de biodiesel produzidos, 69% foram obtidos a partir de 6leo de soja, 8% de gorduras
animais, 1% de dleo de algod&o e o0s 19% restantes de outras matérias-primas. Essa produgéo

teve grande importancia na economia nacional, com uma exportacdo de seus derivados (gréo,
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farinha e 0leo) de cerca de 126 milhGes de toneladas e uma arrecadagdo de mais de US$ 67
bilhdes (ABIOVE, 2024).

Porém, fatores bi6ticos como a infestacdo de insetos-praga, que podem ocorrer em todos
os estadios fenoldgicos da cultura, € um fator que limita o potencial produtivo da soja. As pragas
mais importantes incluem lagartas da ordem Lepidoptera. Entre elas, a lagarta-militar
Spodoptera frugiperda, tem recentemente aumentado sua presenca nas plantagdes de soja
(HARDKE; LORENZ; LEONARD, 2015; MARUTHADURAI; RAMESH, 2020; PITRE;
HOGG, 1983)

4.2. Lagarta-militar, Spodoptera frugiperda

A lagarta-militar, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
€ uma praga de importancia econémica nas Américas, com uma ampla distribuicdo e gama de
plantas hospedeiras. Originaria das regides tropicais da América, esta espécie se espalhou por
zonas temperadas e quentes da América do Norte, América Central, América do Sul e, mais
recentemente, invadiu regides da Africa, Asia e Europa (NAGOSHI et al., 2018;
WESTBROOK et al., 2016).

E uma das principais pragas do milho e algoddo no Brasil. Além dessas culturas, S.
frugiperda recentemente tem aumentado sua presenca nas plantagdes de soja, com importancia
crescente em regides produtoras e exportadoras de produtos gerados em sistemas de producéo
com milho, algoddo, sorgo, arroz e soja (HARDKE; LORENZ; LEONARD, 2015;
MACHADO et al.,, 2020; MARUTHADURAI; RAMESH, 2020; PITRE; HOGG, 1983).
Devido a sua alta capacidade de multiplicacéo e disperséo, a praga disseminou-se por todo o
mundo, principalmente em regides de clima tropical. Devido a sua ampla gama de plantas
hospedeiras, representa uma ameacga para diversos cultivos anuais nessas regides (DOS
SANTOS et al., 2009; MARUTHADURAI; RAMESH, 2020).

Spodoptera frugiperda é um lepidoptero holometabolo, cujo ciclo de vida compreende
quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (HARDKE; LORENZ; LEONARD, 2015). O ciclo de
vida geralmente ocorre em torno de 22 a 63 dias, podendo variar devido a fatores como
temperatura, umidade e alimentagdo (CAPINERA, 2017; PITRE; HOGG, 1983). As fémeas
depositam seus ovos em massas, as quais sao cobertas por escamas das asas. Os adultos s@o
mariposas de cor acinzentada a marrom, com envergadura das asas de aproximadamente 35
mm. Cada fémea pode depositar um numero variavel de posturas durante a fase adulta,

alcancando até 13 massas de ovos por fémea (CRUZ, 1995).
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As larvas recém-eclodidas sdo de cor verde clara, e a medida que avangam em seu
desenvolvimento adquirem coloracéo que varia do verde escuro ao marrom escuro, com capsula
cefélica de cor laranja (PITRE; HOGG, 1983). Morfologicamente, as lagartas podem medir
entre 35 e 40 mm de comprimento, com coloracao variavel de marrom escuro a verde ou preto,
com um “Y” invertido na capsula cefélica, caracteristica da espécie. Seu corpo é cilindrico, com
trés pares de pernas verdadeiras, quatro pares de falsas pernas abdominais e um par de falsas
pernas anais (CAPINERA, 2017).

A ocorréncia de S. frugiperda em lavouras de soja pode ser explicada pela capacidade
de dispersédo dos adultos, alto potencial reprodutivo que permite maltiplas geracGes por ano e
pelo tipo de sistema de producdo agricola brasileiro baseado em monoculturas com rotacdo de
plantas das quais é considerada praga importante (MACHADO et al., 2020). Seu controle é
dificultado devido as variacGes na fenologia das plantas hospedeiras cultivadas em diferentes
épocas do ano em lavouras proximas umas das outras ou em rotacdo/sucessdo, facilitando a
movimentacdo dos adultos entre as plantacdes. Esse fator pode explicar a ocorréncia mais
frequente dessa praga em lavouras onde anteriormente era considerada esporadica ou
secundaria (BARROS et al., 2010).

No caso da soja, as lagartas de S. frugiperda podem atacar folhas, caules, vagens e gréos.
As lagartas sdo mais frequentes nas plantas recém-emergidas, apresentando um comportamento
de corte da haste proximo ao solo, devido a sua presenca na palhada (ARAUJO et al., 2023).
Esse tipo de ataque € mais comum em areas de cultivo situadas no bioma Cerrado, geralmente
associado a periodos ou anos com baixos indices pluviométricos.

Para o controle de S. frugiperda, frequentemente séo realizadas aplicacGes de inseticidas
apos a constatacdo de desfolha nas plantas hospedeiras, 0 que aumenta o custo de controle da
praga e a0 mesmo tempo proporciona potencial de evolucdo da resisténcia aos inseticidas
(FATORETTO et al., 2017; YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003). Também ¢ frequente o
uso de plantas transgénicas que expressam proteinas Bt no manejo integrado de lagartas na soja.
No entanto, o controle néo € eficiente na cultura da soja, uma vez que o evento transgénico mais
utilizado atualmente expressa a proteina CrylAc, que ndo confere protecdo efetiva contra as
principais espécies de Spodoptera no Brasil devido a baixa especificidade da proteina CrylAc
as lagartas (BERNARDI et al., 2014).

Desse modo, a procura por novas estratégias de manejo que sejam eficientes e
sustentaveis € essencial para 0 manejo de S. frugiperda nos sistemas de producdo onde ocorre
em infestacOes elevadas. O uso de produtos elicitores de resisténcia, em alguns casos também

chamados de bioativadores ou bioestimulantes, pode ser uma alternativa vidvel no manejo
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integrado de pragas em sistemas agricolas, pois atuam no metabolismo primério e secundario
das plantas, aumentando a resisténcia a estresses bidticos e abidticos, estimula a absor¢édo de
nutrientes, resultando em maior produtividade e qualidade dos produtos agricolas (YAKHIN et
al., 2017).

4.3. Resisténcia induzida

As plantas desenvolvem estratégias de defesa contra o ataque de herbivoros, que podem
ser constitutivas ou induzidas. As defesas induzidas sdo ativadas em resposta & injdria por
herbivoria ou pela aplicacdo de elicitores, isto €, compostos quimicos ou bioldgicos que
desencadeiam respostas de defesa nas plantas. Essas defesas podem afetar diretamente os
herbivoros ou atrair inimigos naturais (STOUT; BERNAOLA; ACEVEDO, 2024; WAR et al.,
2012).

A resisténcia induzida contra estresses bi6ticos em plantas pode ser desencadeada
inicialmente ap6s o reconhecimento molecular dos elicitores. As plantas possuem receptores
denominados de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares capazes de perceber
moléculas derivadas de patégenos, conhecidas como PAMPs (Padrdes Moleculares Associados
a Patogenos). Além desses elicitores, os receptores também identificam moléculas liberadas
pelos tecidos vegetais danificados durante o ataque de insetos herbivoros, chamadas de DAMPs
(Padrdes Moleculares Associados a Danos) e HAMPs (Padrdes Moleculares Associados a
Herbivoros) (MAFFEI; ARIMURA; MITHOFER, 2012). Essa deteccdo de padrdes
moleculares desencadeia a ativacdo de uma complexa rede de vias de transducdo de sinais e
respostas de defesa nas plantas, conferindo resisténcia induzida contra os estresses (BIGEARD;
COLCOMBET; HIRT, 2015).

A resisténcia induzida é uma resposta temporaria frente a estresses bidticos ou abiéticos,
permitindo que a planta conserve recursos na auséncia do ataque de herbivoros, por exemplo,
e adapte sua resposta ao tipo especifico de estresse (BALDIN; VENDRAMIM; LOURENCAO,
2019). Quando o inseto se alimenta das plantas, moléculas de sua saliva, secre¢des ou fluidos
sdo reconhecidas como elicitores, desencadeando vias de sinalizagdo do metabolismo
secundario como resposta de defesa. Esses sinais sao transmitidos por vias que envolvem fluxos
ibnicos, cascatas de fosforilacdo, acimulo de espécies reativas de oxigénio e vias mediadas por
fitormbnios como 4acido jasmonico, acido salicilico e etileno (FURSTENBERG-HAGG;
ZAGROBELNY:; BAK, 2013; HOWE; JANDER, 2008). Esses fitormonios podem atuar de

forma individual, sinérgica ou antagonica, dependendo do tipo de estresse (WAR et al., 2012).
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Os jasmonatos, um grupo de compostos que inclui o acido jasménico (JA) e suas
moléculas precursoras e derivadas, pertencem a classe das oxilipinas. Eles sdo essenciais para
0s mecanismos de defesa adaptativa das plantas, incluindo o JA e seus metabolitos
relacionados, como OPDA, MeJA e JA-lle. Além disso, os jasmonatos atuam como fitormoénios
fundamentais nas vias de sinaliza¢&o e no sistema imunolégico das plantas(CHEN et al., 2019;
HAN, 2016).

Um composto derivado do JA é o jasmonato de metila (MeJA), um regulador de
crescimento de plantas que tem um papel importante como molécula sinalizadora que medeia
as respostas de defesa das plantas, incluindo sistemas antioxidantes (CREELMAN; MULLET,
1997). O MeJA apresenta uma forma volatil que desempenha um papel crucial na comunicagédo
entre plantas, pode se difundir através dos espacos intercelulares e ser liberado no ar, permitindo
que alcance partes distantes da mesma planta ou até mesmo plantas vizinhas (HANAKA;
NURZYNSKA-WIERDAK, 2019). Esse mecanismo permite uma comunicacdo aérea entre
plantas, onde uma planta atacada por herbivoros é capaz de alertar plantas vizinhas sobre
estresses iminentes. Tal fenémeno, conhecido como priming, possibilita a ativacdo e 0 aumento
das respostas de defesa vegetal, participando ativamente na expressdo génica e na producdo de
novos compostos volateis e ndo volateis (FROST et al., 2008; RIAHI et al., 2022).

As plantas que recebem o sinal de MeJA n&o ativam completamente seus mecanismos
de defesa, o0 que seria dispendioso em termos de recursos, porém, proporcionam alteracfes que
permitem responder de forma mais rapida e eficiente quando atacadas. As respostas podem
incluir alteracdes epigenéticas que facilitam a expressao génica mais célere ou o acumulo de
proteinas de sinalizacdo inativas, passiveis de rapida ativacdo. As defesas induzidas conferem
plasticidade fenotipica as plantas, diminuindo assim as chances de adaptacdo dos insetos
herbivoros aos compostos quimicos de defesa (FROST et al., 2008; PINTO-ZEVALLOS et al.,
2013).

O desenvolvimento de estratégias de manejo que utilizam os mecanismos induzidos de
defesa das plantas é uma abordagem promissora para uso em culturas agricolas, permitindo que
as plantas modulem suas respostas de defesa contra insetos-praga (STENBERG et al., 2015).
Algumas pesquisas apresentam informag0es sobre compostos elicitores e mecanismos
moleculares envolvidos na ativacdo dessas respostas induzidas de defesa (HUFFAKER et al.,
2013; STEINBRENNER et al., 2020). Esses conhecimentos abrem oportunidades para explorar
caracteristicas relacionadas ao priming e resisténcia induzida em programas de melhoramento
genético de plantas (FROST et al., 2008; STENBERG et al., 2015).
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Diante da demanda por sistemas agricolas sustentaveis, aproveitar a defesa natural das
plantas ao ataque de pragas € uma alternativa vidvel e promissora. A inducao de resisténcia das
plantas pode ser incluida em programas de manejo integrado de pragas a fim de aumentar a
produtividade de forma ecoldgica e econémica, contribuindo para uma agricultura mais

sustentavel.

4.4. Fungos entomopatogénicos endofiticos

Os fungos entomopatogénicos sdo importantes para o controle biolégico de algumas
pragas em plantas cultivadas. A capacidade desses fungos de se estabelecerem como endofitos
benéficos fornece uma oportunidade para seu uso na producdo e protecdo de culturas agricolas.
Ao colonizarem internamente 0s tecidos vegetais, esses microrganismos podem atuar no
controle de insetos-praga, reduzindo a necessidade de aplicacdo de inseticidas
quimicos(SHAHID et al., 2012). Espécies como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana
tém alcancado aplicacdo em escala comercial em paises como Brasil, China e México. Além de
sua aplicacdo pratica, esses fungos sdo importantes para estudos de interacdo patogeno-
hospedeiro (Figura 1). Assim, os fungos entomopatogénicos representam uma tecnologia em
ascenséo, consolidando-se como opg¢ao promissora no manejo integrado de pragas(SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010a).

O fungo Beauveria bassiana (Ascomycota: Hypocreales) é um entomopatogénico
cosmopolita, amplamente distribuido em todo o mundo e conhecido por sua capacidade de
infectar e controlar diversas espécies de insetos-praga. Esse microrganismo foi originalmente
descrito em 1835 pelo naturalista italiano Agostino Bassi, ap0s sua descoberta em larvas de
bichos-da-seda infectados (REHNER et al., 2011). O fungo pode ser encontrado em diferentes
tipos de solo e estar associado a uma ampla gama de hospedeiros, incluindo insetos, &caros e
outros artropodes (ZIMMERMANN, 2007a). Sua distribuicdo global é atribuida a capacidade
de produzir estruturas de resisténcia, chamadas conidios, que podem ser dispersas pelo vento,
agua ou insetos vetores (MASCARIN; JARONSKI, 2016).

Beauveria bassiana inicia seu ciclo de vida patogénico pela adesdo dos conidios
(esporos) a cuticula do inseto hospedeiro, por meio de forcas fisicas. Em seguida, os conidios
germinam e penetram nas camadas cuticulares com o auxilio de enzimas, pressao mecanica e
outros fatores (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013). Ao atingir a hemolinfa do hospedeiro
rica em nutrientes, o fungo é capaz de se multiplicar rapidamente em estruturas semelhantes a

leveduras, chamadas blastdsporos ou corpos de hifas. Essas estruturas especializadas permitem
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a colonizagdo dos tecidos internos do inseto e a evasao do seu sistema imune (HUMBER, 2008).
Durante esse processo, 0 fungo esgota os nutrientes da hemolinfa e do tecido gorduroso do
inseto, resultando na morte do hospedeiro (ZIMMERMANN, 2007).

Embora B. bassiana seja reconhecido como um fungo entomopatogénico, sua
habilidade de colonizar plantas endofiticamente s6 foi demonstrada em 1991. Os autores
comprovaram que esse fungo foi capaz de colonizar endofiticamente plantas de milho (Zea
mays L.) (BING; LEWIS, 1991). Estudos posteriores tém demostrado 0 comportamento
endofitico de B. bassiana em outras espécies vegetais (DARSOUEI; KARIMI; STELINSKI,
2024: OWNLEY et al., 2008; RAJAB; AHMAD; GAZAL, 2020; SANCHEZ-RODRIGUEZ
et al., 2018). Essa caracteristica € particularmente interessante, pois os fungos endofiticos
podem conferir beneficios as plantas hospedeiras, como a promocao do crescimento e a indugédo
de resisténcia contra estresses bioticos e abioticos (AHSAN et al., 2024; GOWTHAM et al.,
2024).

A espécie M. anisopliae (Ascomycota: Hypocreales) foi originalmente descrita por
Metschnikoff (1879) como Entomophthora anisopliae e posteriormente foi transferida para o
novo género Metarhizium por Sorokin (1883) (ZIMMERMANN, 2007b). Metarhizium
anisopliae estd amplamente difundido na natureza e é encontrado no solo, na rizosfera de
plantas ou cadaveres de artropodes como saprofito, infectando uma ampla gama de insetos e
carrapatos hospedeiros (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010b; ZIMMERMANN, 2007b).

No Brasil, um dos programas de controle bioldégico mais bem sucedidos do mundo
envolve o tratamento de milhdes de hectares de cana-de-aglcar com M. anisopliae para
controlar espécies de cigarrinhas(IWANICKI et al., 2019). No entanto, esse fungo também
demostrou ser eficaz contra importantes pragas agricolas, como a lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda), a mosca-branca (Bemisia tabaci), o bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis) e a broca-do-café (Hypothenemus hampei) (ABDEL-RAZEK et al.,
2016; DE LA ROSA et al., 2000; PAVA-RIPOLL et al., 2008; RAMOS et al., 2020a).

O processo infeccioso comecga quando os esporos fangicos (conidios) se depositam na
superficie exterior da cuticula do organismo hospedeiro. Uma vez aderidos, e se as condi¢es
de umidade e temperatura forem propicias, 0s esporos germinam. A adesao € uma etapa crucial
para o inicio da infeccéo, pois implica em interacOes de natureza hidrofébica entre as proteinas
presentes na superficie dos esporos, como as hidrofobinas, e a cuticula do hospedeiro (FANG;
PEI; BIDOCHKA, 2007)

Além de seu papel como agente de controle bioldgico de insetos, M. anisopliae tem sido

reconhecido como um fungo endofito capaz de colonizar internamente os tecidos de diferentes
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espécies de plantas. Desde entdo, alguns estudos corroboraram a habilidade endofitica de M.

anisopliae em diferentes culturas, como a soja (KHAN et al., 2012; RUSSO et al., 2019), tomate
(MWAMBURI, 2021), trigo (HAO et al., 2021) e milho (AHMAD et al., 2020; RAMOS et al.,
2020b).

Figura 1 - Estilos de vida de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae e suas interacfes

Q= QO w

multitréficas. a) vida saprofita no solo; b) infecdo de insetos que habitam o solo; c)
colonizacdo endofitica da raiz, onde ocorre transferéncia de nitrogénio do fungo para a
planta e em troca a planta oferta carbono para o fungo; d) se tiver capacidade endofitica,
podem colonizar de baixo para cima os tecidos aéreos da planta, incluindo caules, folhas
e sementes; e) insetos epigeos podem ser infectados por esporos do fungo provenientes
de cadaveres esporulados, esporos transportados pelo ar ou talvez por colonizagédo
endofitica (condicao especifica de B. bassiana); f) ativacdo de defesas da planta através
da inducéo de resisténcia ou por antagonismo direto (antibiose ou competicdo de
nutrientes).
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Fonte: Adaptado de Mascarin e Jaronski (2016); Stone e Bidochka, (2020).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local e condi¢bes do experimento

O experimento foi conduzido em duas etapas de implantacdo. Na primeira etapa,
realizada em campo, foi efetuado o plantio de soja no final de dezembro de 2022 em uma area
experimental na Fazenda Muquém, pertencente a Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG, Brasil. A area experimental estava localizada entre as coordenadas geogréaficas
21°11°42”°S e 44°59°21°°W, e a regido apresenta clima subtropical umido (Cwa) temperado
chuvoso (mesotérmico), com invernos secos e verdes chuvosos. As temperaturas maxima e
média mensais atingem 22 e 19,9 °C, respectivamente, com pluviosidade média anual de 1486
mm (ALVARES et al., 2013).

Durante a fase de campo, o clima apresentou um pico pluviométrico e de precipitacao
em janeiro (24,25 mm e 83,75%, respectivamente), enquanto a temperatura mais elevada foi
registrada em fevereiro, com um valor de 25,12 °C (Figura 2). Destaca-se a importancia dessas
condi¢cdes climaticas, visto que a amostragem do material vegetal para avaliacdo dos
indicadores de estresse foi realizada em janeiro, enquanto a coleta destinada ao bioensaio
ocorreu em fevereiro, conforme descrito na fenologia da planta (item 5.3). O solo da &rea
experimental foi classificado como latossolo vermelho-amarelo, segundo o Sistema Brasileiro
de Classificacdo de Solos (SILVA et al., 2014)

Figura 2 - Médias mensais da variacao climatica de temperatura, precipitacdo e umidade relativa
registrada durante o periodo de avaliagdo em campo.
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Na segunda etapa, em outubro de 2023, foi estabelecido um cultivo de soja em casa de
vegetacdo do Laboratorio de Resisténcia de Plantas e Manejo Integrado de Pragas (LARP-
MIP), do Departamento de Entomologia da UFLA. A casa de vegetacao apresentou condigdes

de temperatura controlada (27 £ 5°C), com luminosidade e umidade relativa do ambiente.

5.2. Plantas de soja

Para todos os experimentos, foi utilizada uma cultivar de soja transgénica Bt que
expressa a proteina CrylAc (evento MON87701 x MON89788, Intacta RR 2 Pro®) e apresenta
tolerancia ao herbicida glifosato. A escolha da cultivar transgénica P95R90 IPRO para o
experimento se deve a ampla adogéo dessa tecnologia transgénica nas lavouras de soja no Brasil
e recomendac&o para cultivo no estado de Minas Gerais (CUNHA; ESPINDOLA, 2015).

No experimento de campo, a semeadura foi realizada mecanicamente em 16 linhas de
60 m de comprimento, com espacamento de 0,5 m entre si, totalizando uma area de 480 m2.
Durante a semeadura foi aplicado inoculante (Bradyrhizobium japonicum) no sulco de plantio
na dose proporcional a 40 L ha™. Cada parcela experimental foi composta por 4 linhas de 5 m
de comprimento, sendo as 2 linhas externas utilizadas como bordadura e as 2 linhas centrais
destinadas as avaliacdes e coleta de amostras.

Na casa de vegetacdo, as sementes de soja foram semeadas em vasos de 3 L, com um
substrato composto por solo (latossolo vermelho escuro eutréfico), esterco bovino curtido e
areia na proporcdo de 2:1:1. O solo foi previamente esterilizado para garantir a taxa de
germinacdo das sementes e eliminar o efeito de fungos patogénicos do solo. Posteriormente, o
solo foi fertilizado com 5 g de NPK 10-10-10, conforme as proporcdes recomendadas para a
cultura da soja. Os vasos foram dispostos sobre bancadas elevadas, livres do ataque de insetos
e de infecgBes por agentes patogénicos. Foram utilizadas cinco sementes por vaso e, apos a
germinacao, foi realizado o desbaste, deixando-se apenas uma planta por vaso. A irrigacao das
plantas foi realizada manualmente sempre que necessario, utilizando o mesmo volume de dgua
para todas as plantas.

Os estagios de crescimento das plantas de soja (FEHR; CAVINESS, 1977) considerados
no experimento de campo para aplicacdo dos tratamentos foram V2 e V3 (segunda e terceira
folhas trifolioladas completamente expandidas) e no estadio V5 (quinta folha trifoliolada
completamente expandida) foram coletadas folhas para o bioensaio em laboratorio. Na casa de

vegetacdo foram considerados os estagios V1 e V2 (primeira e segunda folhas trifolioladas
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completamente expandidas) para aplicagdo dos tratamentos e estddio V4 (quarta folha
trifoliolada completamente expandida) para coleta de folhas e condugdo do bioensaio em

laboratorio.

5.3. Lagartas de Spodoptera frugiperda

As lagartas de S. frugiperda utilizadas no experimento foram obtidas da colénia de
criacdo em laboratorio, estabelecida ha aproximadamente cinco anos, com a introducéo anual
de individuos coletados de plantas de milho no campo para assegurar a variabilidade genética
da linhagem. A col6nia é mantida sob condi¢cGes ambientais controladas (temperatura de 26 +
2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12C:12E h). Durante a fase larval, os
insetos sdo alimentados com dieta artificial, enquanto na fase adulta sdo alimentados com
solucgéo aquosa de mel a 10% (GREENE et al., 1976).

5.4. Formulac@es dos produtos, tratamentos e concentracgoes

Nos experimentos realizados foram avaliados os efeitos indiretos dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae e do derivado de fitormonio MeJA no
desempenho larval de S. frugiperda através da inducdo de resisténcia em plantas de soja. Para
os experimentos, foram utilizados os seguintes tratamentos: controle negativo (agua), B.
bassiana (BV1318), M. anisopliae (BV12) e MeJA (1ImM), utilizado como controle positivo.
Os produtos comerciais a base dos fungos foram fornecidos pela empresa Vittia (S&o Joaquim
da Barra, SP, Brasil) e o produto técnico MeJA foi adquirido pela empresa Sigma-Aldrich. O
derivado de fitorménios MeJA neste experimento foi utilizado como controle positivo por
causar inducdo de resisténcia a insetos. Todos os tratamentos foram aplicados com a adigéo de
adjuvante (Naft®, Vittia, Sdo Joaquim da Barra, SP, Brasil). As doses de fungos aplicadas foram
ajustadas conforme as recomendaces do fabricante. Foram utilizadas concentracfes de
6,15E+08 UFC/mL para Beauveria bassiana (BV1318) e 5,50E+05 UFC/mL para Metarhizium
anisopliae (BV12). Por outro lado, a concentracdo de MeJA foi selecionada com base em
estudos previos documentados na literatura, os quais demonstraram sua eficicia na inducao de
resisténcia a insetos. Os detalhes especificos dos produtos e as doses empregadas nos

experimentos encontram-se detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Produtos e doses utilizadas nos tratamentos avaliados nos experimentos de campo e

casa de vegetacao.

- . Dose Dose casa de

Produtos utilizados Produto comercial recomendada Dose campo vegetacio

Agua destilada Agua destilada 200 L ha' 200 L ha't 0,3L

Adjuvante Naft 1% 1% 166,7ul /0,3 L
Beauveria bassiana Codigo BV1318 500 ml/200L 500 ml/200L 750ul /0,3 L
1 | L

Metarhizium anisopliae Cadigo BV12 1000 ml/200L 1000 ml/200L 50011703
MelA Jasmonato de 1mM (0,001 mol 1mM (0,001 67,29ul /0,3 L

e
metila LY mol L)

Em condic¢des de campo, as plantas foram dispostas em delineamento experimental de
blocos casualizados, com quatro tratamentos e oito blocos como repeticbes. Os quatro
tratamentos avaliados no experimento de campo foram constituidos pelo controle (dgua), B.
bassiana, M. anisopliae e MeJA, com as mesmas concentracdes e caracteristicas dos produtos
aplicados em casa de vegetacdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Tratamentos avaliados no experimento de campo.

Tratamentos Produtos
Tl Agua (Controle negativo)
T2 Beauveria bassiana (BV1318)
T3 Metarhizium anisopliae (BV12)
T4 Jasmonato de metila (MeJA)

As aplicagOes dos tratamentos foram realizadas utilizando-se um pulverizador costal
pressurizado com CO,, com pressdo de 3 kgf cm™2, pontas de pulverizagéo do tipo cone vazio e
volume de calda proporcional a 200 L ha*. A pulverizagéo foliar dos tratamentos foi efetuada
quando as plantas estavam no estadio vegetativo V2 (primeira aplicacdo), sendo repetida a
pulverizagdo dos mesmos tratamentos no estadio V3. As aplicacdes foram realizadas no periodo
da manhd, entre 07:00 e 08:00, até ponto de escorrimento.

No experimento de casa de vegetacdo, o delineamento foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 4 x 2, incluindo os tratamentos ja especificados na presenca e auséncia de

herbivoria por S. frugiperda, totalizando 8 tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Tratamentos avaliados no experimento de casa de vegetacao.

Tratamentos Produtos e herbivoria
T1 Agua (Controle negativo)
T2 Beauveria bassiana (BV1318)
T3 Metarhizium anisopliae (BV12)
T4 Jasmonato de metila (MeJA)
T5 Agua + infestacio de S. frugiperda
T6 B. bassiana + infestacédo de S. frugiperda
T7 M. anisopliae + infestacdo de S. frugiperda
T8 MeJA + infestacdo de S. frugiperda

Duas pulverizagdes foliares dos produtos foram realizadas, comegando no estadio V1,
repetindo-se cerca de 7 dias depois no estadio V2. Este procedimento foi executado fora da casa
de vegetacdo, sempre no periodo da manha (7:00-08:00), utilizando um pulverizador manual (1
L), aplicando-se ~3,5 ml da solugdo por planta até ponto de escorrimento (5 borrifadas). No
momento da aplicacdo, o solo foi coberto com folhas de papel para evitar escorrimento da
suspensdo. Apos a secagem das solucBes sobre as plantas, os vasos foram transferidos de volta

para a casa de vegetacdo.

5.5. Desempenho biolégico de S. frugiperda em discos foliares de soja

No campo, guando as plantas atingiram o estadio vegetativo V4, coletou-se material
para realizar o bioensaio em laboratorio. Este experimento compreendeu um total de 80 plantas
(4 tratamentos, 20 plantas por tratamento, 2 discos por foliolo), e para cada tratamento foram
utilizadas 12 repeticOes, sendo cada repeticdo composta por 4 placas individuais com discos
foliares da mesma planta. Em casa de vegetacdo, cultivaram-se 40 plantas no total (4
tratamentos, 10 plantas por tratamento) até o estadio V4 (Figura 3). De maneira similar, o
material foi coletado e transportado ao laboratorio para a montagem do bioensaio. No total,
foram utilizadas 20 unidades experimentais (placas) para cada tratamento, as quais estiveram
dispostas em delineamento inteiramente casualizado. Para cada tratamento foram utilizadas 10
repeticdes, sendo que cada repeti¢do foi composta por 2 placas individuais.

No laboratdrio, discos foliares (2 cm de diametro) foram preparados por meio de um

vazador metalico, sendo um disco por cada foliolo do respectivo trifolio. Um disco de cada
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foliolo externo da folha foi transferido individualmente para placas de Petri (5 cm diametro), e
o terceiro disco foliar, retirado do foliolo central, foi utilizado como aliquota (disco intacto).

Os discos foliares foram esterilizados por meio da imersao em solucgéo de hipoclorito de
sodio a 5% para eliminar os residuos contaminantes, e depois foram lavados com agua esteril
para garantir maior assepsia. Em seguida, foi retirado o excesso de &gua com um papel toalha.
Os discos foram transferidos para placas de Petri forradas com papel de filtro umedecido com
500 ul de agua destilada, onde foram liberadas lagartas neonatas (<24 h de idade) de S.
frugiperda na razdo de uma lagarta por placa.

Figura 3 - Etapas na conducéo do bioensaio em laboratdrio.
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Fonte: Do autor (2024).

Apo0s 5 dias de alimentagdo das lagartas, o bioensaio foi encerrado. Os discos foliares
intactos (aliquotas) e os discos remanescentes da alimentacdo das lagartas foram levados a
estufa para secar a 50°C por 48h para obtencdo da massa seca. Posteriormente, os discos foram
pesados em balanca analitica de preciséo, e os valores obtidos dos discos oferecidos as lagartas
foram subtraidos dos valores das aliquotas, obtendo-se as médias da massa seca foliar
consumida. O peso fresco das lagartas sobreviventes foi mensurado em balanca analitica de

precisao.
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5.6. Andlise das concentracdes de perdxido de hidrogénio, malondialdeido e atividades de

enzimas antioxidantes

No experimento de campo, quando as plantas atingiram o estadio vegetativo V4, apds
as aplicacOes dos produtos em V2 e V3, cinco plantas por parcela de cada tratamento em 4 dos
8 blocos das repeti¢des foram infestadas artificialmente com lagartas de quarto/quinto instar de
S. frugiperda oriundas da colonia de criagdo. As lagartas foram confinadas no trifélio mais
velho das plantas em gaiolas de tecido voile (10 x 15 cm), presas no foliolo com um grampo de
torcer. Foi utilizada uma lagarta de terceiro instar por planta. A infestacdo foi realizada para
avaliar se os produtos aplicados em condig¢des de campo poderiam atenuar o estresse causado
pela herbivoria. As lagartas permaneceram nas plantas até o estadio V5 da planta, durante 7
dias, quando as gaiolas e lagartas foram removidas. As plantas dos outros blocos que foram
atribuidos aos tratamentos sem infestacdo sO receberam as gaiolas para padronizagao.
Selecionaram-se cinco plantas por tratamento (40 plantas no total) para realizar analises
quimicas das concentragdes de perdxido de hidrogénio (H20:) e malondialdeido (MDA).

No experimento em casa de vegetacao, apds as aplicacdes em V1 e V2, as plantas foram
infestadas com lagartas de S. frugiperda quando as plantas atingiram o estadio V3. As lagartas
foram confinadas dentro de gaiolas de tecido voile (10 x 15 cm), cuidadosamente fixadas com
um grampo no peciolo do trif6lio, de modo a que tivessem livre acesso aos trés foliolos envolto
pela gaiola. Foi utilizada uma lagarta de quarto/quinto instar por planta. As lagartas
permaneceram no trifélio por 48 h, até atingir desfolha de pelo menos 50%. Para o grupo de
tratamento sem infestacdo, os foliolos receberam apenas as gaiolas. No estadio V4, foram
escolhidas 4 plantas por tratamento (32 plantas no total) para analises quimicas de H.O2, MDA
e das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) (Figura 4)

ApOls 48 horas da retirada das lagartas de S. frugiperda das plantas em ambos o0s
experimentos, foi coletado o trifélio mais novo do apice de cada planta. As folhas foram
cuidadosamente retiradas com uma tesoura esterilizada, acondicionadas em envelopes de papel
aluminio e colocadas em uma caixa de isopor com nitrogénio liquido. Apéds a coleta das folhas,
imediatamente foram maceradas com nitrogénio liquido e PVPP (polivinilpolipirrolidona), e
posteriormente armazenadas em freezer a -80 °C até 0 momento das analises.

As analises de concentragdes de H.0, e MDA foram avaliadas como indicadores de
estresse oxidativo nas plantas. A extracdo do material vegetal para analise de peroxidacao

lipidica (MDA) e peroxido de hidrogénio (H20.) foi realizada seguindo o protocolo de Buege
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e Aust (1978). Macerou-se 200 mg de material vegetal com nitrogénio liquido e PVPP
(polivinilpolipirrolidona), homogeneizando-os em 1500 pul de acido tricloroacético (TCA) a
0,1%, sendo posteriormente centrifugados a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. Em seguida,
coletou-se o sobrenadante e procedeu-se a analise. A quantificacdo da peroxidacdo lipidica pelo
método TBARS (&cido tiobarbiturico) foi determinada utilizando o protocolo de Buege e Aust
(1978), onde aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacéo (0,5% de &cido
tiobarbitirico — TBA e 10% de &cido tricloroacético — TCA) e aquecidas em banho-maria a
95°C durante 30 minutos. Posteriormente, interrompeu-se a reacdo por resfriamento rapido
sobre gelo, e foi lida a absorbancia do sobrenadante em espectrofotdmetro a 535 nm e 600 nm.

Foi calculada a concentracdo de malondialdeido (MDA) utilizando o coeficiente de
extincdo molar de 155 mM™* cm, expressando os resultados em nmol MDA g! MF. A
quantificacdo do peroxido de hidrogénio foi determinada pelo protocolo de Velikova et al.
(2000), no qual adicionaram-se aliquotas do sobrenadante ao tampao de incubagéo (fosfato de
potéssio 10 mM, pH 7,0 e iodeto de potassio 1 M). Posteriormente, distribuiram-se 0 meio de
incubacdo e as amostras em branco em placas de Elisa, lendo a absorbancia a 390 nm em
espectrofotdmetro. A concentragdo de H.O» foi calculada de acordo com a curva padréo,
expressando os resultados em mmol H.0, g MF.

A andlise das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APx) foi realizada para verificar o efeito antioxidante da aplicacao de B.
bassiana, M. anisopliae e MeJA na presenca e auséncia de herbivoria por S. frugiperda em
plantas de soja. O método de extracdo para analise das atividades das enzimas SOD, CAT e
APX foi baseado no protocolo estabelecido por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998). Foram
macerados 200 mg de material vegetal em nitrogénio liquido com 50% de PVPP, e realizou-se
uma homogeneizagdo em 1500 pL de tampao de extra¢do. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 13000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado em novos tubos do
tipo eppendorf.

A atividade da enzima SOD foi avaliada conforme descrito por Giannopolitis e Ries
(1977). Na placa de Elisa foi distribuido nos primeiros 3 pocos 10 uL. de branco (dgua) e nos
seguintes pogos, aliquotas de 10 pL. de amostras em triplicatas. Adicionou-se 190 pL de solugdo
tampé&o de incubacéo, e a placa foi iluminada durante 7 minutos com luz UV. Finalmente foi
feita a leitura em espectrofotdbmetro a 560 nm. A atividade enzimatica da CAT foi realizada
conforme o protocolo proposto por Havir e McHale (1987). Na placa de Elisa foram pipetados
9 uL das amostras, sendo que os trés primeir0S pogos serviram como controles. Em seguida,

foram adicionados 180 pL do tampao de extragdo, previamente incubado em banho-maria a
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30°C. As leituras foram realizadas a 240 nm durante 3 minutos, com intervalos de 15 segundos
entre cada medicdo. A atividade enzimética da APX foi avaliada conforme a metodologia
descrita por Nakano e Asada (1981). Nos trés primeiros po¢os da placa foram pipetados os
controles, € nos pogos subsequentes, 9 uL. de amostras. Em seguida, foram adicionados 180 pL
do tampéo de extragdo, previamente incubado em banho-maria a 30°C. As leituras foram
realizadas a 240 nm durante 3 minutos, com intervalos de 15 segundos, utilizando um
coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm™.

Figura 4 - Sequéncia na avaliacdo de estresse oxidativo e atividade enzimatica.

vi-v2 T V3-48h

Fonte: Do autor (2024).

5.7. Avaliacdo da produtividade de plantas de soja tratadas com produtos a base de B.

bassiana, M. anisopliae e jasmonato de metila na producéo de graos

Ao final da maturacgéo fisiologica das plantas em campo, foram colhidos 2 m lineares
de plantas das duas linhas centrais de cada parcela experimental para avaliacdo de componentes
de producéo (Figura 5). As plantas foram levadas ao laboratorio, onde foi avaliado os seguintes
parametros: nimero total de vagens; peso das vagens; peso total de gréos; e o peso de 100 graos.
Com base nos valores de peso total de gréos foi estimada a produtividade da cultura, expressa

em kg ha'.
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Figura 5 - Etapas para avaliagdo de produtividade da cultura da soja.

Contagem e peso
de vagens de 100 graos

Fonte: Do autor (2024).
5.8. Avaliacdo do crescimento de plantas de soja tratadas com elicitores e infestadas ou

nao por lagartas de S. frugiperda

As plantas de soja foram cultivadas em casa de vegetacdo e os tratamentos aplicados,
conforme previamente descrito na Tabela 3. Utilizou-se um conjunto de 96 plantas para
avaliacdo dos 8 tratamentos, com 12 repeticGes por tratamento (Figura 6). Nas unidades
experimentais submetidas aos tratamentos com infestacdo de S. frugiperda, uma lagarta nos
estagios quarto/quinto proveniente da criacdo em laboratdrio foi cuidadosamente transferida
para as plantas conforme descrito no item 5.6 durante 48 horas, até causarem ~50% de desfolha.
Quanto ao grupo de tratamento sem infestacdo, apenas as gaiolas foram instaladas nos foliolos,
sem a introducdo de lagartas.

Ao final do experimento (estadio VV7), forakm avaliados pard@metros de crescimento das
plantas. A altura das plantas foi medida com uma fita métrica desde a base até o &pice do trifolio
mais expandido. O diametro do caule foi avaliado a 2 cm da base das plantas, com auxilio de
um paquimetro. O teor relativo de clorofila foi avaliado com o equipamento m SPAD-502
(Konica Minolta) nos trés trifolios mais novos, utilizando-se a media das trés leituras por planta.
Em seguida, as plantas foram retiradas dos vasos com o solo bem umido para evitar a quebra
das raizes e cortadas na regido rente ao solo. O material vegetal foi transferido para uma estufa
a60°C por 48 horas para secar (parte aérea e raiz), e posteriormente foi pesado em uma balanga

para registro da biomassa seca da parte aérea e raiz
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Figura 6 - Etapas de conducdo do experimento para avaliagdo do crescimento das plantas e

avaliacdo do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes.
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5.9.Recuperacéao dos fungos das plantas e isolamento em meio de cultura

Para avaliar o potencial dos fungos B. bassiana e M. anisopliae para colonizar

endofiticamente as plantas de soja, foi estabelecido um lote de 30 plantas no total, e aplicacéo

dos tratamentos Testemunha, B. bassiana e M. anisopliae, sendo 10 plantas/tratamento (Figura

7). As plantas foram conduzidas até o estadio V4, das quais foram coletadas duas amostras por

planta: uma amostra de folha foi coletada da primeira folha emitida em V1, isto é, uma folha

que recebeu diretamente duas aplicagdes dos produtos; e uma segunda amostra foi coletada do

trifélio emitido em V3, o qual foi emitido apos as aplicagdes, sem ter recebido diretamente 0s

produtos.

A metodologia utilizada para a recuperac¢do dos fungos foi a de Abreu et al., (2010),

com algumas adaptagdes. No laboratorio, o material vegetal foi lavado com agua corrente,

desinfetado em alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sodio a 1,5% por quatro minutos,

lavado com agua esterilizada e colocado para secar em papel de filtro esterilizado.
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Figura 7 - Etapas de conducéo do experimento de isolamento de fungos.
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Fonte: Do autor (2024).

Posteriormente, as folhas foram cortadas em fragmentos de 3-5 mm e transferidos na
razdo de 7 fragmentos por placa de 90 mm com meio de cultura MA 2% (extrato de malte)
seletivo com amoxicilina e sulfato de estreptomicina. As placas foram conservadas em sala
climatizada a 26°C durante 10 dias, realizando-se observacdes diarias para evidenciar o
crescimento de fungos. Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a caracterizacdo morfoldgica
das col6nias dos fungos presentes a fim de diferenciar os grupos recuperados das plantas de

soja em casa de vegetacao.

5.10. Analise estatistica

As variaveis analisadas em cada experimento foram submetidas aos testes de Shapiro-
Wilk e Bartlett para verificar os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade
das variancias, respectivamente. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia.
No caso dos experimentos que avaliaram os fatores elicitores e herbivoria, os dados foram
submetidos 8 ANOVA fatorial para verificar os efeitos principais da aplicacdo dos elicitores B.
bassiana, M. anisopliae e MeJA, da herbivoria, e a intera¢do entre os fatores. As médias dos
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tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05) quando houve diferenca
significativa. As analises foram realizadas no software Statistica v.7 (STATSOFT, 2004).

6. RESULTADOS

6.1. Desempenho bioldgico de S. frugiperda em discos foliares de soja

Neste bioensaio, buscou-se avaliar os efeitos induzidos de defesa em soja
proporcionados pelos elicitores B. bassiana, M. anisopliae e MeJA em S. frugiperda alimentada
com discos foliares oriundos de plantas tratadas em campo. Em relagdo ao consumo foliar, néo
foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05). De modo geral, as
médias variaram entre 155 e 160 mg de tecido foliar seco consumido. Quanto ao ganho de peso
larval, houve diferencgas significativas entre os tratamentos (Fs, 72=3,32; P=0,0244). As lagartas
alimentadas com discos foliares tratados com B. bassiana apresentaram maior ganho de peso
(7,95 mg), enquanto aquelas alimentadas com discos foliares tratados com M. anisopliae

obtiveram o menor peso (4,51 mg) (Figura 8).

Figura 8 - Avaliacdo do desempenho biolégico de lagartas de S. frugiperda em relacdo ao
consumo foliar e 0o ganho de peso em discos foliares de soja tratadas em campo e
avaliado em laboratério. Barras com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).
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6.1.1. Andlise das concentracdes de peroxido de hidrogénio e malondialdeido

As concentragdes de peroxido de hidrogénio (H20.) e malondialdeido (MDA) nao
revelaram diferencas significativas entre os tratamentos avaliados em campo. Para a
concentracdo de H>O» ndo houve diferencas significativas para os efeitos do elicitor (Fs,
24=1,55; P=0,2263), injaria (F1,24=2,66; P=0,1155), nem para a interac&o elicitor x injaria (Fs,
24=0,24; P=0,8670). (Figura 9A).

A peroxidacdo lipidica, avaliada pelo teor de malondialdeido (MDA), ndo apresentou
diferencas significativas para os efeitos de elicitor (Fs3, 24=2,06; P=0,1313), injdria (F1,24=0,86;
P=0,3609), nem para interacdo elicitor X injaria (Fs3,24=2,24; P=0,1088) (Figura 9B).

Figura 9 - A) Efeitos da interacdo de elicitores x herbivoria na concentracao de H20.. B) Efeitos
da interacéo de elicitores x herbivoria na concentracdo de MDA. As barras representam

0 erro padrdo da média.
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Fonte: Do autor (2024).
6.1.2. Avaliacdo da produtividade de plantas de soja tratadas a base de B. bassiana, M.

anisopliae e MeJA na producao de graos

Os resultados obtidos na avaliacdo de produtividade da cultura de soja tratada com 0s
elicitores B. bassiana, M. anisopliae e MeJA ndo apresentaram diferencas significativas
(P>0,05). Foi observado de maneira geral que MeJA e B. bassiana alcangaram numericamente
0s maiores valores para nimero de vagens (1185,13 e 1129,88 unidades), peso de vagens
(490,53 e 463,85 g) e peso de grdos (329,63 e 310,86 g). Para a variavel peso de 100 grdos, a
maior média numeérica foi obtida por M. anisopliae (13,06 g), seguido de B. bassiana (12,88 g),
MeJA (12,84 g) e, finalmente, o controle 12,74 g) (Tabela 4). A produtividade das plantas de
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soja tratadas com os elicitores ndo apresentaram diferencas significativas (Fsz 28=0,42;
P=0,7393). Os valores médios de rendimento oscilaram entre 4358 e 4905,25 kg/ha (Figura
10).

Tabela 4 - Médias e erro padrdo para o nimero de vagens, peso de vagens, pesos de graos e
peso de 100 graos de soja tratadas com os elicitores B. bassiana, M. anisopliae e MeJA.

Tratamentos Vagens (n) Peso vagens (g) Peso grdos (g) Peso 100 gréos (9)

Controle (agua) 1080,13 + 88,60 a 435,80+36,70a 291,26 + 25,07 a 12,74+0,25a

B. bassiana 1129,88 + 105,34 a 463,85+3959a 310,86 +2596 a 12,88 +0,31a
M. anisopliae 1060,88 + 72,30 a 44155+2899a  29513+20,15a 13,06 0,14 a
MelA 1185,13 + 110,90 a 49053 +46,04a  329,63+30,80a 12,84+0,16 a
F F328=0,34 F326=0,42 F326=0,46 F326=0,37
p-valor P=0,7971 P=0,7393 P=0,7130 P=0,7786

Médias seguidas com a mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 10 - Médias de produtividade (kg ha*) de plantas de soja tratadas com os elicitores em
condicdes de campo (Teste de Tukey, P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).
6.2. Conducao dos experimentos em casa de vegetacéo

6.2.1. Desempenho bioldgico de S. frugiperda em discos foliares de soja

Em relacdo ao consumo foliar, houve diferencas significativas entre os tratamentos
avaliados (Fs, 32=3,25; P=0,0346). O maior consumo foliar foi observado nas lagartas

alimentadas com discos foliares tratados com B. bassiana, alcangando uma média de 3,26 mg,
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diferindo significativamente daquelas alimentadas com folhas tratadas com MelA, que
apresentaram a menor média de consumo (2,07 mg). Quanto ao ganho de peso, os resultados

ndo mostraram efeito significativo dos tratamentos (F332=0,29; P=0,8335) (Figura 11).

Figura 11 - Médias de massa seca consumida e ganho de peso de lagartas de S. frugiperda
alimentadas com discos foliares de soja tratadas com elicitores. Barras seguidas de letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).
6.2.2. Andlise das concentracdes de perdxido de hidrogénio, malondialdeido e

atividades de enzimas antioxidantes

Houve diferencas significativas nas concentracdes de H.O. em fung¢do da injuria por S.
frugiperda (F11is = 5,68; P = 0,0272). No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas para a aplicagéo dos elicitores (Fs16 = 0,94; P = 0,4437) nem para a interacdo
entre elicitor e injuria (F3, 16 = 2,71; P = 0,0595). Os resultados mostraram que 0s niveis de
H20: foram maiores com a aplicagdo de M. anisopliae sozinho, mas, quando as plantas foram

tratadas com o elicitor e sofreram injdria, houve uma redugéo nos niveis de H.O: (Figura 12).
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Figura 12 - Efeitos da interagdo de elicitores x herbivoria na concentragdo de H.O>. As barras
representam o erro padrdo da média. Letras maiusculas distintas sobre as barras indicam
diferencas estatisticas entre condi¢cdes de injdria, e letras mindsculas distintas indica
diferenca entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).

A peroxidacdo lipidica (MDA) ndo apresentou diferenca significativa para o efeito do
elicitor (Fs,16 = 3,19; P = 0,0521). Também nédo foram observadas diferencas significativas para
ainjuria (F1,16 = 0,10; P = 0,7531), nem para a interacao entre elicitor e injaria (Fz 16 = 0,65; P
= 0,5928). Ao analisar as plantas tratadas com elicitores na auséncia de herbivoria por S.
frugiperda, observou-se que M. anisopliae e B. bassiana resultaram em menores niveis de
MDA, com médias de 73,20 ¢ 79,01 nmol g! MF, respectivamente. Em contraste, o controle e
0 MeJA apresentaram os maiores niveis de MDA (87,17 e 80,71 nmol g-' MF). Nos tratamentos
com herbivoria, S. frugiperda aumentou a peroxidacao lipidica nas plantas tratadas com B.
bassiana e M. anisopliae, enquanto as concentracdes de MDA foram reduzidas com MeJA. No
controle, os niveis de MDA foram semelhantes nas condi¢cdes com e sem herbivoria (Figura
13)
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Figura 13 - Efeitos da interag&o de elicitores x herbivoria na concentracdo de MDA.
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Fonte: Do autor (2024).

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nao apresentou diferencas

significativas entre os elicitores (Fs 16=0,31; P=0,8179). No entanto, houve interacédo

significativa para elicitor x injaria (Fs, 16=3,92; P=0,0284). Quando analisadas as plantas sem

injaria, foi observado que o tratamento com M. anisopliae resultou em menor atividade da SOD

(10,97 U mint mg™) em comparagéo ao controle e os demais elicitores. Por outro lado, nas

plantas submetidas a injuria, o tratamento com M. anisopliae apresentou a maior atividade de

SOD (31,81 U min*t mg™), diferindo significativamente do controle. Os demais tratamentos

ndo diferiram entre si,

independentemente da presenga ou auséncia da injaria. A injaria

isoladamente ndo influenciou a atividade da SOD (F1, 16=0,04; P=0,8511) (Figura 14).
Figura 14 - Atividade enzimatica de superoxido dismutase (SOD). Letras maiusculas distintas

sobre as barras

indicam diferencas estatisticas entre condigdes de injuria, e letras

minusculas distintas indica diferenca entre tratamentos. (Teste de Tukey, P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).
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A atividade da enzima catalase (CAT) foi significativamente influenciada pelos
tratamentos com elicitores (F3, 16=4,74; P=0,0150) (Figura 15). O tratamento com B. bassiana
apresentou a maior atividade de CAT (1,14 uM H>0, min't mg™* MF), diferindo do tratamento
com M. anisopliae, que exibiu a menor atividade (0,11 pM H202 min' mg? MF). Os
tratamentos testemunha e MeJA ndo diferiram significativamente entre si, nem dos demais

tratamentos.

Figura 15 - Atividade enzimatica de catalase (CAT) em funcédo do efeito dos elicitores. Barras
seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).

A injuria por S. frugiperda afetou marginalmente (F1, 16=4,35; P=0,0533) a atividade da
CAT (Figura 16), de modo que as plantas infestadas apresentaram menor atividade (0,41 uM
H20, mint mg™ MF) em comparagdo com as plantas ndo infestadas (0,83 uM H20, min mg-
1 MF). Nio houve interacdo significativa entre os fatores elicitores e injuria (Fs, 16=2,39;
P=0,1070).
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Figura 16 - Atividade enzimaética de catalase (CAT) em funcdo do efeito da injaria. Barras
seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).

Em relacdo a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX), constatou-se uma
interacdo significativa entre elicitor e injaria (Fs3 16=40,99; P=0,0001), denotando que a
influéncia dos elicitores sobre APX dependeu da ocorréncia da herbivoria por S. frugiperda.
Houve efeito significativo dos elicitores (Fz, 16=47,46; P=0,0001). Nas plantas ndo infestadas,
ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos. Porém, quando ocorreu injdria por S.
frugiperda, o tratamento com B. bassiana induziu maior atividade de APX (142,60 uM H20-
min* mg™ MF), diferindo estatisticamente dos demais.

O fator injdria apresentou, isoladamente, um impacto significativo na atividade da APX
(F1,16=94,27; P=0,0001). Plantas infestadas por S. frugiperda exibiram atividades superiores as

néo infestadas (Figura 17).
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Figura 17 - Atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX). Letras maiUsculas distintas
sobre as barras indicam diferencas estatisticas entre condi¢fes de injuria, e letras
minusculas distintas indica diferenca entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Fonte: Do autor (2024).

6.2.3. Avaliacdo do crescimento de plantas de soja tratadas com elicitores e infestadas ou

nao por lagartas de S. frugiperda

O presente experimento avaliou os potenciais efeitos de inducdo de resisténcia
promovidos pela aplicacdo dos elicitores B. bassiana, M. anisopliae e MeJA em plantas de soja
na auséncia e presenca de injurias causadas por lagartas de S. frugiperda. Os resultados obtidos
na avaliacdo do crescimento das plantas de soja ndo apresentaram diferencas significativas em
nenhum dos parametros medidos para os efeitos de elicitor, injuria e interacao elicitor X injuria,
respectivamente: altura (E=Fzgs=0,28; P=0,8399; I= F183=0,43; P=0,5151; | X E= F3¢3=0,12;
P=0,9474), diametro (E=F3g3=0,96; P=0,4157; I= F18=3,49; P=0,0649; | X E= F383=0,38;
P=0,7658), clorofila (E=F3gs=0,49; P=0,6895; I= F18=0,81; P=0,3719; | x E= F3¢3=0,80;
P=0,4971), peso seco foliar (E=Fsgs=0,59; P=0,6243; I= F18=0,53; P=0,4672; | x E=
F3.88=0,24; P=0,8694), e peso seco da raiz (E= F38=0,24; P=0,8705; 1= F1,88=3,51; P=0,0643;
I X E= F3,88=0,38; P=0,7688). No entanto, observou-se uma tendéncia de redugdo nas médias
de alguns parametros sob condigOes de herbivoria. Especificamente, o diametro do caule e o
peso seco da raiz apresentaram médias ligeiramente menores na presenca de herbivoria, com

valores de 0,94 cm e 0,90 g, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Médias e erro padréo dos tratamentos com elicitores e injuria de S. frugiperda sobre
parametros de crescimento em plantas de soja.

Injaria Elicitor Altura (cm) hlzisétl;n(ect;c])) C(:é%rngil)a Peso S(z;? foliar Peso seco raiz (g)
Testemunha 4821+562a 096+01la 3563+069a 578+032a  096+008a
Sem B bassiana 4282+407a 103+008a 3534+058a 575+018a  0,96+006a
infestacdo y anisopliae 4811+584a 1,0+006a 3602+037a 538+071a 1,05+0,07 a
MeJA 4403+477a 1,13+012a 3593+054a 60+024a 1,02+0,08a
Testemunha 42,18 +580a 085+009a 3604+036a 532+046a  0,88+008a
Com B bassiana 4298 +485a 101+006a 3529+052a 585+03la  093+006a
infestacdo y anisopliae 46,07+519a 098+005a 3543+052a 533+013a 0,87+ 0,08 a
MeJA 4220+576a 092+012a 3487+039a 560+048a  093+007a

Médias com a mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, (P>0,05).

6.2.4. Recuperacédo dos fungos das plantas e isolamento em meio de cultura

Este experimento foi conduzido para avaliar a capacidade de colonizacdo endofitica de
plantas de soja pelos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, aplicados via
foliar. Diversos estudos tém demostrado o potencial desses fungos como endofiticos, capazes
de induzir resisténcia em plantas contra pragas (HAO et al., 2021; MWAMBURI, 2021). No
entanto, neste experimento ndo foi possivel detectar a presenca desses fungos obtidos por meio
de fragmentos foliares dos tratamentos correspondentes em meio de cultura especifico. Assim,
para este experimento foi rejeitada a hipotese de que os fungos entomopatogénicos B. bassiana
e M. anisopliae podem colonizar de forma endofitica em plantas de soja quando pulverizados
nas plantas via foliar.

Embora os fungos entomopatogénicos alvo ndo tenham sido encontrados no isolamento,
foi realizado uma breve caracterizacdo dos fungos mais representativos encontrados (Tabela 6).
Foram isolados 4 fungos endofiticos do tecido foliar das plantas de soja, os quais foram
agrupados com base nas carateristicas morfoldgicas. A identificagdo do género foi realizada por

meio de observacdo microscopica das estruturas reprodutivas.
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Tabela 6 - Frequéncia de recuperacdo de fungos endofiticos isolados das plantas de soja em
casa de vegetacao.

Frequéncia
Género
Total (%)
Nigrospora sp. 3 20,0
Colletotrichum sp. 6 40,0
Fusarium sp. 5 33,3
Chaetomium sp. 10 66,6

A maior frequéncia de ocorréncia dos diferentes géneros de fungos revelou que o género
Chaetomium sp. apresentou a maior frequéncia relativa, com 66,6% de presenca nas amostras
analisadas. Em seguida, o género Colletotrichum sp. foi observado em 40% das amostras, sendo
0 segundo género mais frequente. O género Fusarium sp. esteve presente em 33,3% das
amostras, ocupando a terceira posicdo em termos de frequéncia relativa. Por fim, o género

Nigrospora sp. foi 0 menos frequente sendo detectado em apenas 20% das amostras analisadas.

Nigrospora sp.

Trata-se de um fungo sapréfito amplamente disseminado, colonizando sementes de
diversas espécies vegetais, com destaque para sua ocorréncia frequente em sementes de soja.
Inicialmente, as col6nias apresentam micélio de coloracdo branca, contrastando com os esporos
negros e brilhantes. Com o avan¢o do desenvolvimento fangico, as colénias adquirem uma
tonalidade negra intensa devido a abundante esporulacdo (Figura 18). A estrutura reprodutiva
é caracterizada por conidioforos curtos, nos quais um Unico conidio terminal é produzido a
partir de uma célula intercalar. Os conidios exibem formato esférico ou ovoide, superficie lisa
e brilhante, com dimensdes médias de 14 um a 10 um de diametro (GOULAR, 2018).
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Figura 18 - Caracteristicas morfoldgicas de Nigrospora sp. em meio de cultura a base de extrato
de malte. A) Colbnia sobre meio de cultura; B) Conidio; C) Hifa e células
conidiogénicas.

Células N

~ Conidiogénicas

Fonte: Do autor (2024).

Colletotrichum sp.

O género Colletotrichum é composto por vérias espécies de fungos fitopatogénicos
responsaveis por causar antracnose em diversas plantas. Na cultura da soja, o agente causal é
Colletotrichum truncatum, o qual é encontrado em todas as regides produtoras de soja no pais
(Figura 19). Este fungo causa problemas especialmente em areas com maior volume de chuvas
e temperaturas entre 28° e 34 °C. Os sintomas incluem tombamento em pré e pés-emergéncia
e manchas necroticas nas folhas (TASIOR; RUTHES, 2022). O fungo pode causar deterioragdo
da semente, morte de pléntulas e infeccdo sistémica em plantas. As sementes representam a
forma mais eficiente de dissemina¢do (GOULAR, 2018).

Figura 19 - Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum sp. em meio de cultura a base de
extrato de malte. A) Col6nia sobre meio de cultura; B) Presenca de setas; C) Apressorio
e conidios.

Py g8 '
: Do autor (2024).
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Fusarium sp.

Entre as espécies do género Fusarium, a mais frequente encontrado em sementes de soja
(98% ou mais) é Fusarium semitectum. O fungo € considerado patogénico, podendo causar
problemas de germinacdo nas sementes infectadas. Esta associado a sementes colhidas
tardiamente ou deterioradas pela umidade em campo. Caracteriza-se por apresentar micélio
denso e cotonoso, variando de branco a marrom, e por apresentar estruturas reprodutivas como
macroconidios e clamiddsporos (Figura 20) (GOULAR, 2018).

Figura 20 - Caracteristicas morfolégicas de Fusarium sp. em meio de cultura a base d& extrato
de malte. A) Colbnia sobre meio de cultura; B) Presenca de hifas e microconidios; C)
Macroconidios.
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Fonte: Db autor (2024).
Chaetomium sp.

O género Chaetomium sp. incluem fungos filamentosos encontrados no solo, ar e
residuos vegetais. Infectam varias espécies vegetais no Brasil, incluindo a soja (Figura 21).
Estdo associados na maioria de vezes as sementes, e em condigdes muito especiais podem
causar prejuizos em sementes e grdos armazenados com alta umidade. Morfologicamente
apresentam formacédo de peritécios que sdo esféricos ou piriformes, e podem apresentar-se
isolados ou aglomerados, cobertos por numerosas setas, geralmente longas, escuras e nao
ramificadas. Apresentam ostiolo circular bem definido na parte apical do peritécio, com parede
formada por células poliédricas; ascas cilindricas, de parede evanescente, com dois, seis ou 0ito
ascosporos continuos, limoniformes, com membrana lisa e delgada (GOULAR, 2018; RAO;
RAO; ZHAO, 2023).
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Figura 21 - Caracteristicas morfoldgicas de Chaetomium sp. em meio de cultura a base de
extrato de malte. A) Coldnia sobre meio de cultura; B) Parede ascomatal e setas; C)
AscOsporos.

-
\ Parede
~ “ascomatal

Q' o ' Setash \
Fonte: Do autor (2024).

7. DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos induzidos de resisténcia pelos elicitores B. bassiana, M.
anisopliae e MeJA pulverizados em plantas de soja contra a herbivoria de S. frugiperda,
crescimento e produtividade das plantas, bem como se os fungos entomopatogénicos
apresentam acdo endofitica quando aplicados via foliar. Essas informacgdes sdo importantes para
o0 desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo integrado de pragas na cultura da soja
a herbivoria de importantes pragas desfolhadoras, como S. frugiperda.

No experimento de desempenho bioldgico de S. frugiperda em laboratério, conduzido
com folhas provenientes de plantas de soja tratadas via foliar em campo com os elicitores,
observou-se efeito significativos no ganho de peso das lagartas, mas ndo no consumo foliar.
Lagartas alimentadas com discos foliares tratados com M. anisopliae apresentaram menor
ganho de peso em relacdo a B. bassiana. Em casa de vegetacdo, houve menor consumo foliar
das lagartas com MeJA em comparacdo com B. bassiana. Esses resultados sugerem que 0s
elicitores MeJA e M. anisopliae induziram mudancas na qualidade nutricional e/ou na
composigdo quimica das folhas, afetando o crescimento larval. O desempenho bioldgico dos
insetos pode ser afetado por uma ampla variedade de compostos de defesa que podem repelir
ou impedir a alimenta¢do, como também causar efeitos toxicos diretos e antinutricionais que
conduzem a inibicdo do crescimento, o0 que pode resultar na morte dos insetos (DIVEKAR et
al., 2022).

O menor consumo de folhas tratadas com MeJA concorda com estudos anteriores sobre
os efeitos deste derivado do fitorménio &cido jasménico na defesa das plantas a insetos. O
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composto MeJA atua na ativagdo de vias de sinalizagao que levam a producéo de compostos de
defesa nas plantas, os quais podem alterar a palatabilidade das folhas, tornando-as menos
atrativas para os insetos herbivoros (WAR et al., 2012). O papel das enzimas de defesa
induzidas por MeJA, como a polifenol oxidase e os inibidores de tripsina, € crucial neste
contexto. Tan et al. (2011) destacam que essas enzimas podem diminuir significativamente a
qualidade nutricional das folhas para os insetos, com efeitos particularmente pronunciados em
certas espécies de noctuideos. E importante reconhecer a complexidade das intera¢es planta-
inseto nesses sistemas, ja que as respostas das plantas e dos herbivoros sdo altamente variaveis
e dependem de multiplos fatores (ERB; REYMOND, 2019). Isso aponta para a necessidade de
investigar mais profundamente as mudancas na composic¢do quimica e nutricional das folhas
tratadas com os elicitores, bem como avaliar outros parametros relacionados ao desempenho
bioldgico dos insetos, como o tempo de desenvolvimento e a fecundidade.

Os resultados obtidos em campo com M. anisopliae no desempenho de S. frugiperda
corroboram estudos prévios que demonstraram o potencial desse fungo contra lepiddpteros,
incluindo S. frugiperda, atraves de efeitos via planta nos insetos. A inoculacdo dos fungos
modula a fotossintese e 0 metabolismo energético como respostas ao estresse, o que estimula o
aumento da resisténcia e melhora a protecdo das plantas hospedeiras contra insetos-praga e
patégenos (GOMEZ-VIDAL et al., 2009; GUPTA; BAR, 2020). Foi demonstrado que fungos
endofiticos dos géneros Aspergillus, Trichoderma, Metarhizium e Beauveria induzem
resisténcia em varias espécies vegetais (BAHADUR, 2023; GUPTA; BAR, 2020; PITTNER et
al., 2019). Altaf et al. (2023) encontraram que os estagios larval e pupal de S. frugiperda foram
impactados negativamente quando as lagartas se alimentaram de folhas inoculadas por
pulverizagéo foliar com fungos entomopatogénicos, particularmente M. anisopliae. Mwamburi
(2021), relatou que larvas de S. frugiperda alimentadas com plantas de tomate tratadas via
imersdo das raizes em suspensdo com M. anisopliae apresentaram reducéo de peso de 59%, e
45% com B. bassiana.

Diversos métodos de inoculacao artificial de fungos entomopatogénicos em culturas
foram estudados, incluindo aplicacdo foliar, injecdo no caule, encharcamento do solo e
tratamento de sementes (POSADA et al., 2007; QUESADA-MORAGA et al., 2006; TEFERA,
VIDAL, 2009). Porém observaram-se variacbes no sucesso, extensdo da colonizagdo e
ocorréncia de doencas sistémicas. Apesar dos avangos, 0S mecanismos de penetracdo e
colonizagdo endofitica dos fungos endofitos ainda ndo séo totalmente compreendidos.

A auséncia de mudancas significativas nas concentracdes de H20. e MDA com a

aplicacdo dos elicitores em campo provavelmente se deve a sobreposicdo dos efeitos causados
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pelo estresse abidtico nas plantas com e sem herbivoria de S. frugiperda. O estresse bidtico e
abiotico em plantas provoca a acumulacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) como H20,
que conduz ao dano em macromoléculas, como lipidios de membranas, proteinas e acidos
nucleicos, e, em Ultima instancia, desencadeia estresse oxidativo e morte celular (CHAKI,
BEGARA-MORALES; BARROSO, 2020) A resposta das plantas ao estresse oxidativo e
ativagcdo de seus mecanismos de defesa dependem da interacdo complexa entre os fatores
bidticos (como os elicitores) e abidticos (como as condic¢des climaticas) (REJEB; PASTOR,;
MAUCH-MANI, 2014). Além disso, a intensidade e a duracdo do estresse abidtico podem
modular a eficacia dos elicitores na ativacdo das respostas de defesa (AKULA;
RAVISHANKAR, 2011). De acordo com os dados climéticos apresentados no periodo de
conducéo do experimento de campo, 0 més de janeiro registrou o pico maximo de precipitacdo
(24,25 mm) e umidade relativa (83,75%), enquanto a temperatura mais alta foi registrada em
fevereiro (25,12°C), periodo em que a aplicacdo dos elicitores e a coleta das amostras de folhas
para as analises quimicas ocorreram. Essas condi¢des de alta umidade e precipitacdo, somadas
a temperaturas elevadas, podem gerar estresse abiotico nas plantas, o que pode influenciar sua
resposta ao tratamento com elicitores.

Também ndo foram observadas diferencas na produtividade da cultura da soja em
campo tratada com os elicitores. Apesar da auséncia de diferengas significativas, de maneira
geral MeJA e B. bassiana alcancaram numericamente 0s maiores valores para nimero de
vagens, peso de vagens e peso de graos. Estes resultados se alinham com pesquisas prévias que
avaliaram o efeito de M. anisopliae e B. bassiana, no rendimento e producdo da soja, sem
diferengas nos pesos das plantas e de 100 sementes entre os tratamentos, porém, o tratamento
combinado Beauveria + Metarhizium em diferentes doses resultou em variaveis de producéo
superiores as da testemunha (PHAVISETH; PHOMMALATH; THAVONESACK, 2023). A
infestacdo artificial de S. frugiperda apenas no inicio de desenvolvimento das plantas,
provavelmente contribuiu para a auséncia de variacdes na produtividade de soja em fungéo dos
elicitores.

A quantificagdo de MDA é frequentemente utilizada como marcador de estresse pela
peroxidacdo dos lipidios das membranas, e sua concentracao representa o grau de dano desses
lipidios (MORALES; MUNNE-BOSCH, 2019) Neste estudo, os niveis de H,0, e MDA em
condic¢des de campo ndo apresentaram mudancas significativas entre as plantas de soja tratadas
e ndo tratadas com os elicitores. Resultados similares foram obtidos em plantas de pepino
inoculadas com B. bassiana, onde o contetdo de MDA nao diferiu significativamente do

controle, sugerindo que a colonizacdo endofitica ndo estressou as plantas
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(HOMAYOONZADEH et al., 2022). Em casa de vegetagdo o conteldo de H>O> foi maior
quando foram aplicados so os elicitores, com um aumento significativo em M. anisopliae. Em
contraste, o conteudo de MDA foi menor com a aplicacdo de M. anisopliae em comparagéo
com o controle, sem influéncia significativa da herbivoria, indicado baixa degradacéo lipidica.

Embora os fungos entomopatogénicos aplicados via foliar em soja ndo tenham sido
recuperados dos tecidos foliares, 0 que indica auséncia de acao endofitica, eles ndo precisam
estar necessariamente no interior das plantas para induzir resisténcia. As plantas podem
reconhecer microrganismos através de caracteristicas especificas denominadas de padrbes
moleculares associadas a microrganismos (microbe-associated molelcular patterns, MAMPS).
Esses padrdes moleculares, como a presenca de quitina e B-glucanos (BOLLER; FELIX, 2009;
MAUCH-MANI et al., 2017), podem estar presentes tanto em microrganismos patogénicos
como benéficos (PIETERSE et al., 2014). Sabe-se que B. bassiana pode induzir respostas de
defesa sisttmica nas plantas mediante o reconhecimento por receptores de reconhecimento de
padroes (OWNLEY; GWINN; VEGA, 2010). Assim, as plantas induzidas com microrganismos
benéficos modificam seus compostos metabolicos para reduzir ou inibir a alimentacdo dos
insetos fitdfagos (HOKKANEN; MENZLER-HOKKANEN, 2017; MENJIVAR et al., 2012).

Quando B. bassiana é aplicado em plantas, produz metabdlitos secundarios como
beauvericina, bassianolideos, oosporeina, ciclosporina A e &cido oxalico. Estes compostos tém
efeitos negativos sobre insetos herbivoros e patdgenos devido as suas atividades citotdxicas,
antibacterianas e antifungicas (OWNLEY; GWINN; VEGA, 2010; WANG; XU, 2012). Um
exemplo deste efeito foi observado em plantas de tomate inoculadas com M. brunneum, B.
bassiana e Trichoderma harzianum, onde houve menor infestacdo e danos causados pela
mosca-branca Bemisia tabaci (GUPTA et al., 2022).

Adicionalmente como mecanismos de defesa, as plantas ativam enzimas antioxidantes,
incluindo a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). Essas
enzimas controlam os niveis toxicos das especies reativas de oxigénio (ERO), convertendo o
H20. em substancias ndo nocivas, protegendo assim a planta dos efeitos do estresse oxidativo
e mantendo a homeostase nas células vegetais (DUMANOVIC et al., 2021). As enzimas
antioxidantes também facilitam a distin¢do pelas plantas entre microrganismos endofiticos e
patogénicos mediante a transmissao de estimulos de estresse (SAHU et al., 2022). Os fungos
endofiticos podem influenciar a producdo de enzimas antioxidantes nas plantas quando
expostas a estresses (HAMILTON et al., 2012), as quais também podem ser afetadas por

inoculagGes dos fungos isoladamente ou em combinagdo com herbivoros. Portanto, a atividade
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aprimorada do sistema antioxidante pode refletir o potencial das plantas em resistir o ataque de
insetos-praga com a inoculagdo dos fungos (RASOOL et al., 2024).

Entre as enzimas antioxidantes, a atividade da SOD foi maior nas plantas expostas a
herbivoria com aplicacdo de M. anisopliae. A SOD é considerada a primeira enzima ativada na
linha de defesa contra o dano oxidativo induzido por ERO em quase todas as células vivas
(SAHU et al., 2022). Uma alta producéo dessa enzima em plantas geralmente se correlaciona
com atolerancia ao estresse oxidativo (ALSCHER, 2002). O aumento da atividade da SOD em
plantas tratadas com M. anisopliae e expostas a herbivoria sugere uma resposta adaptativa ao
estresse oxidativo induzido pelo ataque de S. frugiperda. Este fendmeno também foi observado
em outros estudos, onde a atividade da SOD aumentou em resposta a diversos estresses bidticos,
incluindo o ataque de insetos (WAR et al., 2012). Isso esta de acordo com os resultados
encontrados por Rasool et al. (2024), que relataram que a atividade da SOD foi maior em plantas
tratadas com Metarhizium sp. na presenca de pulgdes (Rhopalosiphum padi) em comparagéo
com outros tratamentos, sugerindo que isso tenha contribuido para a resisténcia aos pulgdes,
provavelmente pela producao elevada de H>O-.

Os resultados do presente trabalho indicam que a atividade da CAT foi influenciada
pelos tratamentos sem interacdo com a herbivoria, onde B. bassiana apresentou a maior
atividade e M. anisopliae a menor. Isso demonstra que B. bassiana aplicada em folhas de soja
ajuda a eliminar as ERO e prevenir o estresse oxidativo nas células vegetais. Por outro lado, a
atividade da APX foi fortemente correlacionada com a herbivoria por S. frugiperda, sendo o
elicitor B. bassiana o que induziu maior atividade de APX.

As catalases estdo presentes nos peroxissomos, cloroplastos, citosol e mitocondrias,
normalmente metabolizando o peroxido de hidrogénio sem requerer nenhum equivalente
redutor celular, convertendo duas moléculas de H.O. em agua ¢ O. (OMOARELOJIE et al.,
2021)

Os resultados do presente trabalho ndo se alinham com os reportados por Proietti et al. (2023),
que informaram que quando plantas de tomate infectadas com o patdgeno Botrytis cinerea
foram posteriormente colonizadas por B. bassiana, as atividades de APX e CAT diminuiram.
Os autores sugerem que B. bassiana poderia implementar estratégias moleculares para melhorar
a resisténcia da planta. Por outro lado, Rasool et al. (2024), observaram aumento na atividade
da CAT em folhas de trigo apds tratar as sementes com o fungo M. brunneum. Considerando a
importante atividade da CAT nas plantas tratadas com M. brunneum, os autores levantam a
hipotese de que o aumento na produ¢do de CAT elimina o H2O-, convertendo-0 em compostos

ndo toxicos, 0 que poderia tornar a planta um hospedeiro mais adequado para os pulgdes
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avaliados, contribuindo assim para um maior crescimento da sua populagdo. Levando em
consideragdo essa hipotese, a acentuada atividade da APX observada com a aplicagdo foliar de
B. bassiana combinada com a herbivoria poderia sugerir que o fungo torna a soja mais
suscetivel para o ataque de S. frugiperda.

Diversas pesquisas tém documentado os beneficios dos fungos endofiticos no
crescimento e desenvolvimento de culturas agricolas, incluindo o algoddo (LOPEZ; SWORD,
2015), tomate (PRABHUKARTHIKEYAN; SARAVANAKUMAR; RAGUCHANDER,
2014), café (POSADA; VEGA, 2006), milho (RUSSO et al., 2019) e tabaco (QIN et al., 2021).
Esses microrganismos demonstram capacidade de controlar pragas e doengas flngicas,
desencadeando mecanismos fisiolégicos que promovem a absor¢do de nutrientes e o
crescimento das plantas, além de aumentar a tolerancia ao estresse abiotico (GUPTA et al.,
2022). Porém, no presente estudo com plantas de soja, ndo foram evidentes diferencas nos
parametros de crescimento avaliados em casa de vegetagao.

A recuperagdo dos isolados de B. bassiana e M. anisopliae a partir de fragmentos
foliares inoculados com os produtos BV1318 e BV12 ndo foi bem-sucedida no presente estudo.
Esta observacdo pode ser contextualizada com os resultados de Russo et al. (2019), que
relataram taxas variaveis de recuperacao entre 10 e 80% de isolados de B. bassiana, e entre 0 e
52% para Metarhizium spp. A ocorréncia endofitica de B. bassiana em tecidos vegetais foi
avaliada por PCR ap0s 6 semanas em plantas de milho, mas B. bassiana ndo foi documentada
em nenhum dos tecidos vegetais acima do solo (TALL; MEYLING, 2018). Outro estudo
avaliou o estabelecimento endofitico de B. bassiana e M. anisopliae inoculados no solo em
milho, e seu efeito no controle de larvas de S. frugiperda, e foi relatado que B. bassiana
colonizou raizes, caule e folhas de milho, com maior ocorréncia nas raizes, enquanto M.
anisopliae foi recuperado apenas das raizes (RAMOS et al., 2020a). Esses dados corroboram a
hipotese de que a eficiéncia de recuperagdo € influenciada pela espécie de fungo, isolado,
intervalo pds-inoculacgdo, forma de inoculacao, formulagcdo, bem como por fatores ambientais
que possam ter acao deletéria sobre as estruturas infectivas.

Considerando esses aspectos, infere-se que condi¢fes microclimaticas favoraveis,
caracterizadas por exposicao solar reduzida, temperaturas moderadas e umidade adequada, sdo
cruciais para otimizar a eficacia dos conidios. No contexto do presente estudo realizado em
condi¢des ambientais semi-controladas em casa de vegetacdo, a impossibilidade de recuperagéo
dos isolados alvo pode ser atribuida a aplicacéo foliar dos fungos, onde para M. anisopliae na
maioria de relatos esta associado ao solo e rizosfera. No caso de B. bassiana, que tem um amplo

espectro de colonizacdo, gera outros possiveis cenarios que impediram 0 sucesso na
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recuperacdo como a espécie da planta hospedeira, isolado do fungo, ou talvez poder ser
atribuido a0 momento da aplicacdo matutina dos tratamentos, resultando em exposi¢do
prolongada as condi¢des térmicas maximas diurnas.

Com o interesse de identificar os fungos obtidos em maior proporcéo nos fragmentos
foliares de soja, foram caracterizados morfologicamente aqueles mais representativos. Assim,
no presente estudo foram encontrados como fungos endofiticos os géneros Colletotrichum sp.,
Nigrospora sp., Fusarium sp. e Chaetomium sp., este como o género mais prevalente detectado
nos tecidos foliares. A alta frequéncia de isolamento de Chaetomium sp. sugere que era o
membro dominante da comunidade endofitica da soja. Os fungos aqui encontrados foram
relatados em um estudo de Fernandes et al. (2015) isolados como end6fitos em folhas de soja.
Entre os fungos endofiticos isolados de diferentes culturas, espécies notoriamente patogénicas
sdo comumente isoladas (FERNANDES et al., 2015). Outro estudo relata o encontro de
Fusarium sp. e Nigrospora sp. como enddéfitos de soja isolado de raizes, caules e folhas
(FAROUK; ATTIA; EL-KATATNY, 2019). Géneros de Fusarium s&o normalmente
encontrados como parasitas causadores doencas em plantas, mas foram isolados como endofito,
sem causar danos aparentes a planta, o que comprova que podem viver uma parte de seu ciclo
como endofitico (WENSEL, 2012). A composicao e a ocorréncia de fungos endofiticos em
plantas de soja pode ser afetada por varias condi¢des, incluindo o estagio de desenvolvimento
da planta. Dalal et al. (2013), observaram que ha diferencas significativas na comunidade
fangica endofitica entre as fases vegetativa e reprodutiva da soja. Além disso, Pimentel et al.
(2006) destacaram que fatores como a maturidade da planta e o ambiente de cultivo exercem
influéncia sobre a diversidade desses microrganismos.

Avaliar interacfes planta-microrganismo-inseto € um grande desafio, pois ocorrem
maltiplas interacbes complexas que requerem levar em consideracdo muitos fatores na
avaliacdo. E necessario aumentar os esforgos colaborativos entre bi6logos, entomologistas e
micologistas para poder elucidar sobre as interagdes multitroficas e assim identificar o potencial

promissor de biocontrole destas associacdes interespecificas.
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CONCLUSOES

e Oselicitores B. bassiana e M. anisopliae podem induzir resisténcia nas plantas de soja,
gerando alteracdes no desenvolvimento de Spodoptera frugiperda, verificado no ganho
de peso de lagartas. No entanto, o MeJA influencia melhor respostas de consumo foliar,

a traves de mudancas nas caracteristicas bioquimicas dos tecidos vegetais;

e A aplicacdo de B. bassiana, M. anisopliae e MeJA aumentou o H:0:, sinalizando
estresse oxidativo e atenuando a herbivoria. APX aumentou com herbivoria, SOD com
M. anisopliae e MeJA sob herbivoria, e CAT foi maior sem herbivoria, especialmente

com B. bassiana;

e A produtividade de grdos de soja ndo apresentou aumentos significativos com a
aplicacdo dos elicitores B. bassiana, M. anisopliae e MeJA,

e O crescimento das plantas sem diferencas sugere maior tempo de exposi¢do a herbivoria

para poder ter respostas mais claras de inducéo de resisténcia;

e A aplicacdo foliar dos elicitores ndo resultou em colonizacdo endofitica, mas ativou

respostas de defesa via percepcdo de MAMPSs.
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