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RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, é uma praga agricola de grande impacto
econdmico, especialmente em culturas como milho (Zea mays L.). Seu controle ¢é
principalmente realizado por meio do uso de inseticidas quimicos e do emprego de plantas
geneticamente modificadas, como as que contém proteinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt),
gue tém acdo inseticida. No entanto, a capacidade da praga de desenvolver resisténcia a esses
métodos tem dificultado seu controle, exigindo alternativas mais sustentaveis e eficazes. O uso
de estratégias de manejo utilizando microrganismos entomopatogénicos, como os fungos
filamentosos, tém ganhado destaque devido a sua agdo diversificada e baixa probabilidade de
resisténcia. Além dos conidios, que podem ser aplicados diretamente sobre as pragas, os fungos
também liberam compostos bioativos que tém efeitos tanto no controle direto da praga quanto
em processos fisioldgicos do inseto, como a reducdo da sobrevivéncia, diminuicdo da taxa de
desenvolvimento ou até interferéncia na reproducdo. A medida que novas espécies de fungos
filamentosos com propriedades entomopatogénicas sdo descobertas, cresce a necessidade de
estudos sobre seus metabolitos secundarios, a fim de entender melhor seus mecanismos de a¢éo,
potencial de aplicacdo e eficacia no manejo de pragas. Com isso, 0 objetivo do trabalho foi
avaliar a viruléncia de fungos filamentosos em lagartas de 1° e 3° instar de S. frugiperda
resistentes e suscetiveis a proteinas Cry, além de investigar o efeito de filtrados desses fungos
no desenvolvimento e reproducédo da praga. Utilizou-se os fungos Aspergillus aureolatus E25,
A. keveii CF292, A. sydowii GMAS3, Epicoccum nigrum [isolados A2C32, A2S61 e 185A],
Penicillium chermesinum 102, P. flavigenum 3.1.A, Lecanicillium aphanocladi (ONI5) e
Fusarium sp. (FPW). Para avaliar a viruléncia, lagartas de terceiro instar foram expostas a
conidios de diferentes isolados de fungos, além de dietas contaminadas com suspensdes de
conidios. No estudo do desenvolvimento, filtrados fungicos foram aplicados nas dietas e
oferecidos a neonatas de S. frugiperda, sendo observada a mortalidade. Os ovos dos adultos
sobreviventes foram coletados, e o desenvolvimento larval, a longevidade e os parametros
reprodutivos foram monitorados. Os resultados mostraram que todos os fungos ndo foram
virulentos as populaces resistentes e ndo resistentes as proteinas Cry, mas os filtrados fungicos
foram altamente eficientes, reduzindo a sobrevivéncia das lagartas e o tempo de
desenvolvimento larval. Os isolados A2S61 e ONI5 apresentaram as maiores taxas de
mortalidade, chegando a 64%, enquanto A2C32 e E25 impactaram a longevidade dos adultos,
e ONI5 e GMA3 reduziram mais o tempo de desenvolvimento larval. Esses resultados
ressaltam a importancia de pesquisas continuas para aprimorar o uso e a formulacéo de fungos
como agentes de controle biol6égico. Dessa forma, a aplicacdo de fungos filamentosos e seus
derivados pode ser uma estratégia sustentavel e eficaz no manejo de S. frugiperda, ajudando a
reduzir a dependéncia de produtos quimicos, proteger o meio ambiente e oferecer uma solucgéo
viavel para o controle dessa praga em sistemas agricolas.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Controle bioldgico; Metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is a major agricultural pest with significant
economic impact, particularly in crops such as maize (Zea mays L.). Its control is primarily
achieved through the use of chemical insecticides and genetically modified plants, such as those
containing Bacillus thuringiensis (Bt) Cry proteins, which have insecticidal activity. However,
the pest's ability to develop resistance to these methods has hindered its control, necessitating
more sustainable and effective alternatives. The use of biological control strategies involving
entomopathogenic microorganisms, such as filamentous fungi, has gained attention due to their
diverse mechanisms of action and low likelihood of resistance. In addition to conidia, which
can be applied directly to pests, fungi also release bioactive compounds that have effects both
on direct pest control and on insect physiological processes, such as reducing survival,
decreasing development rates, and even interfering with reproduction. As new species of
filamentous fungi with entomopathogenic properties are discovered, there is an increasing need
for studies on their secondary metabolites to better understand their mechanisms of action,
potential applications, and efficacy in pest management. Thus, the aim of this study was to
evaluate the virulence of filamentous fungi on 1st and 3rd instar S. frugiperda larvae resistant
and susceptible to Cry proteins, as well as to investigate the effects of fungal filtrates on the
pest’s development and reproduction. The fungi used in the study were Aspergillus aureolatus
E25, A. keveii CF292, A. sydowii GMAS3, Epicoccum nigrum [isolates A2C32, A2S61, and
185A], Penicillium chermesinum 102, P. flavigenum 3.1.A, Lecanicillium aphanocladi (ONI5),
and Fusarium sp. (FPW). To evaluate virulence, third-instar larvae were exposed to conidia
from different fungal isolates, as well as to diets contaminated with conidial suspensions. For
the development study, fungal filtrates were applied to diets and offered to neonate S.
frugiperda larvae, with mortality being observed. Eggs from surviving adults were collected,
and larval development, longevity, and reproductive parameters were monitored. The results
showed that none of the fungi were virulent to both Cry-resistant and Cry-susceptible
populations, but fungal filtrates were highly efficient, reducing larval survival and development
time. The isolates A2S61 and ONI5 showed the highest mortality rates, reaching 64%, while
A2C32 and E25 impacted adult longevity, and ONI5 and GMA3 reduced larval development
time. These results highlight the importance of ongoing research to enhance the use and
formulation of fungi as biological control agents. Therefore, the application of filamentous
fungi and their derivatives can be a sustainable and effective strategy for managing S.
frugiperda, helping reduce dependence on chemical products, protect the environment, and
provide a viable solution for pest control in agricultural systems.

Keywords: Fall armyworm. Biological control. Secondary metabolites.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

O controle de Spodoptera frugiperda, uma praga agricola que afeta culturas como milho,
apresenta desafios significativos devido a resisténcia a inseticidas quimicos e proteinas Cry de
plantas geneticamente modificadas. O uso de fungos filamentosos para o controle biologico
dessa praga pode reduzir a dependéncia de inseticidas quimicos, minimizando os riscos a satde
humana e ao meio ambiente. Isso contribui para a preservacédo do ecossistema e a satde publica,
promovendo praticas agricolas mais seguras e sustentaveis. Socialmente, o biocontrole com
fungos promove préaticas agricolas mais seguras e sustentaveis, incentivando solucbes que
priorizam o bem-estar coletivo e ambiental, além de garantir a eficacia da producgéo agricola,
fortalecendo a seguranca alimentar, especialmente em areas dependentes da agricultura para
sua subsisténcia. Tecnicamente, a pesquisa em fungos filamentosos estd em constante evolucéo,
com a descoberta de novas espécies e metodologias de aplicacao mais eficientes, impulsionando
avancos na biotecnologia. A aplicacdo em larga escala exige inovagdes no cultivo, formulagéo,
distribuicdo e monitoramento, resultando em tecnologias mais precisas para 0 manejo da
resisténcia das pragas. O desenvolvimento de biopesticidas seletivos para S. frugiperda abre
novas oportunidades de mercado e solugGes personalizadas para os agricultores, tornando o
controle biolégico mais acessivel e integrado as praticas agricolas locais. Esses avangos ndo
apenas aprimoram o controle de pragas, mas também incentivam inovagdes no setor agricola,
promovendo um manejo mais sustentavel e integrado. Economicamente, o uso de fungos para
o controle bioldgico pode reduzir os custos de producdo ao diminuir a dependéncia de pesticidas
caros, aumentando a produtividade e a estabilidade econémica, especialmente em culturas
sensiveis como o milho. Esse modelo também ajuda a reduzir os custos ambientais associados
ao uso excessivo de produtos quimicos, além de reduzir perdas de producéo, o que é essencial
em cenarios de escassez ou aumento nos precos das commodities agricolas. O controle
bioldgico também beneficia trabalhadores rurais e comunidades locais, criando novas
oportunidades de emprego no setor de biotecnologia e na producdo de insumos biolégicos, o
que contribui para a estabilidade econémica regional. Culturalmente, o uso de fungos como
controle biolégico pode transformar as percepcbes e praticas agricolas, promovendo uma
agricultura mais consciente, alinhada a preservacdo ambiental e saude publica. A
conscientizacdo sobre o0s impactos negativos dos pesticidas quimicos pode aumentar a aceitacdo
de alternativas bioldgicas, contribuindo para a preservacdo da biodiversidade e alinhando-se
com um movimento global em direcdo a uma agricultura mais ecoldgica e responsavel. Embora
existam desafios na ado¢édo de fungos filamentosos, como a adaptacéo tecnoldgica e a educacgéo
continua, os impactos em diversas areas sao amplamente positivos. Esses impactos estdo
alinhados com diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, como
Fome Zero e Agricultura Sustentavel (ODS 2), Saude e Bem-Estar (ODS 3), Trabalho Decente
e Crescimento Econdmico (ODS 8), Consumo e Producdo Responsaveis (ODS 12) e Vida
Terrestre (ODS 15). O uso de fungos filamentosos no controle de S. frugiperda ndo s6 contribui
para 0 avanco cientifico e tecnoldgico, mas também gera beneficios sociais, econémicos e
culturais, apoiando o Brasil no cumprimento da Agenda 2030.



The control of Spodoptera frugiperda, an agricultural pest that affects crops such as corn,
presents significant challenges due to its resistance to chemical insecticides and Cry proteins
from genetically modified plants. The use of filamentous fungi for biological control of this
pest can reduce dependence on chemical insecticides, minimizing risks to human health and the
environment. This contributes to ecosystem preservation and public health, promoting safer and
more sustainable agricultural practices. Socially, fungal biocontrol promotes safer and more
sustainable farming practices, encouraging solutions that prioritize collective and
environmental well-being, while ensuring the effectiveness of agricultural production and
strengthening food security, especially in areas dependent on agriculture for subsistence.
Technically, research on filamentous fungi is constantly evolving, with the discovery of new
species and more efficient application methodologies, driving advances in biotechnology.
Large-scale application requires innovations in cultivation, formulation, distribution, and
monitoring, resulting in more precise technologies for managing pest resistance. The
development of selective biopesticides for S. frugiperda opens new market opportunities and
tailored solutions for farmers, making biological control more accessible and integrated into
local agricultural practices. These advances not only improve pest control but also encourage
innovations in the agricultural sector, promoting more sustainable and integrated management.
Economically, the use of fungi for biological control can reduce production costs by decreasing
the reliance on expensive pesticides, increasing productivity and economic stability, especially
in sensitive crops like corn. This model also helps reduce environmental costs associated with
excessive chemical use, as well as minimizing production losses, which is essential in times of
scarcity or rising commodity prices. Biological control also benefits rural workers and local
communities by creating new job opportunities in the biotechnology sector and the production
of biological inputs, contributing to regional economic stability. Culturally, the use of fungi as
a biological control method can transform agricultural perceptions and practices, promoting a
more conscious form of agriculture aligned with environmental preservation and public health.
Raising awareness about the negative impacts of chemical pesticides can increase acceptance
of biological alternatives, contributing to biodiversity preservation and aligning with a global
movement towards more ecological and responsible farming. Although challenges exist in
adopting filamentous fungi, such as technological adaptation and ongoing education, the
impacts across various areas are overwhelmingly positive. These impacts are aligned with
several United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), including Zero Hunger and
Sustainable Agriculture (SDG 2), Good Health and Well-Being (SDG 3), Decent Work and
Economic Growth (SDG 8), Responsible Consumption and Production (SDG 12), and Life on
Land (SDG 15). The use of filamentous fungi in controlling S. frugiperda not only contributes
to scientific and technological advancement but also generates social, economic, and cultural
benefits, supporting Brazil in fulfilling the 2030 Agenda.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como
lagarta-do-cartucho, € uma praga agricola que causa danos importantes, pois se alimenta e
desenvolve nas folhas, caules e partes reprodutivas de mais de 350 espécies de plantas
(PRASANNA, 2018). Além disso, sua notavel capacidade de disperséo e adaptacdo, combinada
com a preferéncia por diversas plantas hospedeiras, a torna uma ameaca persistente. Devido ao
seu comportamento em campo, S. frugiperda é reconhecida como uma praga recorrente nas
Américas, sendo as principais culturas atacadas: milho, sorgo, arroz, soja e culturas de fibras,
como o algoddo (MONTEZANO et al., 2018; OVERTON et al., 2021).

Além disso, a suscetibilidade aos métodos de controle varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento da S. frugiperda, apresentando maior vulnerabilidade nos primeiros intares
para a maioria das estratégias de controle, sendo o método quimico o mais amplamente
empregado, utilizando substancias como espinosade, piretroides, inseticidas carbamatos e
organofosforados. (SILVA, 1999; COSTA et al., 2005).

No entanto, o uso inadequado desses produtos, seja pela escolha incorreta do tipo de
inseticida, pelo aumento das doses recomendadas, pela maior frequéncia de aplicagdes por
safra/ano, ou ainda por variacbes no momento e na taxa de aplicacdo, pode comprometer sua
eficécia, além de trazer consequéncias indesejaveis a saide humana e para 0 meio ambiente e a
salde humana, favorecendo também o desenvolvimento de resisténcia pela S. frugiperda
(CARVALHO etal., 2013; HUANG et al., 2014; SANTOS-AMAYA et al., 2015; LIRA et al.,
2020; YANG; WANG; KERNS, 2022).

As lagartas desenvolvem diversos mecanismos de resisténcia aos inseticidas, como a
detoxificacdo, que neutraliza ou elimina os efeitos dos produtos, além da producéo de enzimas
capazes de metabolizar essas substancias antes que elas causem impacto. Esse fendmeno
representa uma preocupacéo crescente e um desafio para a agricultura, pois, além dos produtos
quimicos, também pode afetar os produtos biologicos e as plantas transgénicas (CARVALHO
etal., 2013; NASCIMENTO et al., 2015).

Por isso, a pesquisa de produtos e estratégias de manejo que causem menor impacto
ambiental, sejam eficientes e ajudem no controle da resisténcia, tem sido um foco de estudos
recentes, como, por exemplo, o uso de fungos filamentosos no controle de pragas. Esses

organismos desempenham diversos papéis nos ecossistemas, atuando como decompositores,
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simbiontes, controladores naturais de pragas, fixadores de nitrogénio atmosférico e
bioindicadores de poluicdo (KLEIN; PASCHKE, 2004).

Alguns desses microrganismos apresentam consideravel potencial biotecnoldgico para
aplicacdo nas industrias farmacéutica e alimenticia, além de se destacarem na agricultura,
especialmente no controle microbiano de insetos, onde atuam como principais agentes
causadores de doencas, sendo classificados como entomopatogénicos (KHAN et al., 2014).

Diversos fungos, como Aspergillus sp., Cladosporium tenuissimum, Penicillium
citrinum, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Syncephalastrum racemosum entre
outros, tiveram sua eficacia comprovada contra estagios imaturos de S. frugiperda, além de
reduzir sua eficiéncia alimentar (IDREES et al., 2021; IDREES et al., 2023).

Além disso, os fungos tém a capacidade de produzir diversos metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, que podem afetar os insetos de varias maneiras, incluindo acdo
neurotoxica, interferéncia no metabolismo, atividade antimicrobiana, danos a cuticula, efeitos
repelentes ou atrativos, inibicdo de enzimas digestivas e acdo imunossupressora (LIU; L1, 2004;
ROHLFS; CHURCHILL, 2011; PASCHAPUR et al., 2021).

Os metabolitos secundarios tém sido explorados como alternativa promissora aos
pesticidas quimicos tradicionais, devido a sua especificidade, baixa toxicidade para organismos
ndo-alvo e potencial sustentavel. Nesse contexto, microrganismos como os fungos filamentosos
se destacam, devido aos diversos fatores de viruléncia que possuem, conferindo- Ihes um grande
potencial no controle de insetos (CHAVEZ et al., 2012; WENG et al., 2019).

Estudos realizados por Abdullah, Abd EI-Wahab e EI-Salam (2024) utilizando os fungos
entomopatogénicos Cladosporium cladosporioides e Verticillium lecanii, demonstraram efeito
toxico contra lagartas de S. frugiperda, devido a producdo de compostos com atividade
inseticida na cultura liquida como acido n-hexadecandico acido octadecadienoico &cido
tetrdmico selinano e éster metilico do &cido ricinoleico.

Sabendo do enorme potencial desses patdgenos e metabolitos secundarios para o controle
de S. frugiperda, o objetivo do trabalho foi avaliar: (a) a viruléncia de fungos filamentosos a
lagartas de 1° e 3° instar de S. frugiperda resistente e suscetivel a proteinas Cry, (b) avaliar o
efeito de filtrados de fungos filamentosos no desenvolvimento e reproducéo de S. frugiperda.
A hipotese é que esses fungos filamentosos tenham potencial de viruléncia e capacidade de

controlar e afetar o desenvolvimento de S. frugiperda.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Spodoptera frugiperda (Lagarta-do-cartucho)

Spodoptera frugiperda, conhecida como lagarta-do-cartucho, é classificada na ordem
Lepidoptera, familia Noctuidae. O género Spodoptera, que engloba cerca de 31 espécies
distribuidas em seis continentes. Aproximadamente 15 dessas espécies, incluindo S. frugiperda,
séo consideradas pragas significativas para diversas plantas cultivadas (POGUE, 2002), por ser
um herbivoro altamente polifago, cujas larvas podem se alimentar das partes aéreas de uma
ampla variedade de espécies cultivadas e plantas selvagens.

Esta espécie tem origem em areas tropicais e subtropicais das Américas. Sua distribuicdo
abrange grande parte da América do Sul e Central, o Caribe e partes do sul do Texas e da
Flérida. Além disso, é conhecida por ser uma migrante sazonal vigorosa, causando danos
temporarios em regides temperadas das Américas do Norte e do Sul (KENIS et al., 2023).

Um levantamento recente, feito por Montezano et al. (2018), indicou que essa praga pode
se alimentar de 353 plantas hospedeiras pertencentes a 76 espécies de diversas familias
botéanicas, sendo as Poaceae as mais comuns, seguidas por Asteraceae e Fabaceae.

O milho é reconhecido como o principal hospedeiro de S. frugiperda. Essa praga pode
causar perdas significativa pois, se alimenta da planta de milho em todas as fases de
crescimento, apresentando preferéncia pelos cartuchos de plantas mais jovens sendo estagio
vegetativo o periodo mais critico de ataque, podendo reduzir a producdo de milho em até 20%
(CRUZ, 2013).

O significativo numero de ovos por oviposicdo da S. frugiperda, juntamente com a
habilidade das larvas jovens de se dispersarem, principalmente em outras plantas proximas apos
uma fase inicial de alimentagdo, contribui para a ampla disseminagdo da praga., conforme
documentado por Sokame et al. (2020). Além disso, o elevado nimero de plantas hospedeiras
presentes no sistema de cultivo intensivo tém favorecido a sobrevivéncia e o crescimento
populacional dessa praga, que ataca varias culturas economicamente importantes em muitos
paises (OVEJERO 2001).

Esse inseto passa por metamorfose completa, envolvendo quatro fases em seu ciclo de
vida: ovo, larva, pupa e adultos. As fémeas adultas depositam seus ovos na forma de uma massa
recoberta por escamas, aparentemente sem uma preferéncia especifica por um local na planta.

Essa ndo-discriminacdo na escolha do local de oviposicdo pode ser atribuida a
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natureza polifaga da larva, significando que, independentemente do local onde os ovos sdo
colocados, a larva tem alta probabilidade de encontrar uma fonte alimentar adequada. No milho,
normalmente os ovos sdo depositados na superficie foliar e na base da planta (CRUZ, 1995).

Imediatamente apos a eclosdo, as larvas recém-nascidas secretam um fio de seda e se
dispersam para as plantas vizinhas através do vento. As larvas iniciam sua alimentagdo nos
tecidos verdes, causando o sintoma conhecido como "folhas raspadas”, especialmente durante
0s primeiros instares. Esse padrdo é uma indicacao clara da presenca de larvas jovens na planta.
A medida que as larvas crescem, consomem uma parte significativa do limbo foliar, podendo
causar danos consideraveis, principalmente entre o quarto e o sexto instar, podendo destruir
pequenas plantas ou causar danos severos em plantas maiores (CRUZ, 1995). Estudos indicam
gue o inseto passa por 5-6 instares larvais, com uma média de duracdo de 3, 2, 2, 2 e 2 dias sob
temperatura ambiente de 25°C (GALLEGOS; MARONEZE, 2009).

A incidéncia da lagarta-do-cartucho acontece no inicio do periodo vegetativo, e se estende
durante todo periodo de desenvolvimento, ja no final encontra-se de uma a duas lagartas no
méaximo, em regifes diferentes das plantas, pois elas apresentam comportamento de
canibalismo (CRUZ, 1995).

Ao concluir o periodo larval, as lagartas entram na fase de pupa no solo, permanecendo
até a emergéncia dos adulto. A fase de pupa tem uma duracdo aproximada de 11 dias. A
mariposa adulta de S. frugiperda tem 4 cm de envergadura e uma coloracdo cinza-escura.
Apresenta dimorfismo sexual nas asas anteriores, com fémeas de coloracdo marrom-
acinzentada uniforme e manchas pouco nitidas, enquanto os machos tém coloracdo mais escura
com manchas brancas caracteristicas. Essas mariposas possuem habito noturno e se escondem
durante o dia na planta de milho. Elas sdo mais ativas durante as horas da noite (CRUZ, 1995;
GALLEGOS; MARONEZE, 2009).

O ciclo de vida varia de 30 a 50 dias, dependendo da temperatura, sendo mais curto no
verdo. O numero de geracGes pode chegar a seis ou mais em regides onde o0 inseto sobrevive o
ano todo (CRUZ, 1995; GALLEGOS; MARONEZE, 2009). O desenvolvimento dessa espécie
de inseto esta intrinsecamente ligado a diversos fatores, que englobam tanto a fisiologia quanto
0 comportamento dos insetos, além de aspectos ecolégicos A quantidade e a qualidade dos
alimentos ingeridos durante a fase larval exercem impacto significativo na taxa de crescimento,
desenvolvimento, peso corporal e sobrevivéncia dessa praga. Adicionalmente, esses fatores
também influenciam a fecundidade e longevidade dos adultos (SCRIBER; SLANSKY, 1981).
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2.2 Métodos de controle

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é reconhecido como uma das abordagens mais
eficazes para o controle de pragas, integrando diversas técnicas adequadas, como aquelas de
natureza quimica, bioldgica e genética. O objetivo é manter a populacédo da praga em niveis que
ndo causem danos econdmicos (WAQUIL; VIANA; CRUZ, 2021), com a minima interferéncia
Nos ecossistemas e nos recursos naturais.

A boa capacidade migratdria do inseto aliada a anatomia do cartucho da planta, que
proporciona protecdo para a lagarta, fazem com que seu controle seja dificultado. O controle
dessa praga demanda consideraveis investimentos e a sua presenca pode resultar em perdas
significativas, chegando a atingir até 60% na producdo (CRUZ et al., 2011).

O manejo da lagarta-do-cartucho envolve principalmente o uso de produtos quimicos,
que tém sido praticados ha vérias décadas (MURARO et al. 2021). Praticas como o tratamento
de sementes e a aplicacdo de inseticidas nas folhas sdo comuns nesse contexto. Contudo, na
tentativa de minimizar os prejuizos causados por essas lagartas, frequentemente, os resultados
esperados ndo sdo alcancados devido a dificuldade em atingir as lagartas no interior do cartucho
da planta. Além da falta de ajuste adequado dos equipamentos, a selecdo inadequada dos
inseticidas quimicos e a conducdo, por vezes inadequadas da cultura, tém contribuido para o
aumento do nimero médio de aplicaces, sem garantir um controle eficaz (FIGUEIREDO;
CRUZ; DELLA LUCIA, 1999). Isso resulta na elevacéo dos custos de producdo e no aumento
dos riscos de contaminacdo ambiental (CORREIA et al., 2009; MENDES et al., 2011).

Diferentes grupos quimicos de inseticidas tém sido testados e utilizados para reduzir a
populacédo da lagarta do cartucho nas plantagdes. Conforme Toscano et al. (2012), o inseticida
Lufenurom®, classificado como regulador do crescimento de insetos, mostrou-se altamente
eficaz no controle da lagarta do cartucho, com menor impacto negativo sobre a populagéo de
agentes bioldgicos em comparacdo com o organofosforado clorpirifés. Oliveira e Nunes
(2017) observaram que inseticidas como piretroides (lambda-cialotrina), flubendiazinas
(diamidas) e organofosforados (profenofés) foram eficazes no controle da lagarta do cartucho.
Porém, o uso indiscriminado de inseticidas tem efeitos indesejaveis para a salude e o
ambiente, além do risco de desenvolvimento de resisténcia a vérias classes de inseticidas

como, por exemplo, os organofosforados, carbamatos, piretroides e benzoilureias
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(CARVALHO et al., 2013; GUTIERREZ-MORENO et al. 2019; HARRISON et al. 2019;
MURARQO et al. 2021), desta forma o estudo de novas ferramentas de controle para o MIP
torna-se necessario.

A utilizacdo da biotecnologia no aprimoramento de novas variedades de plantas tem se
mostrado uma estratégia crucial no setor agricola, tanto no Brasil quanto globalmente, para
enfrentar a crescente necessidade de aumento da produtividade (CARRER; BARBOSA;
RAMIRO, 2010). Com o objetivo de desenvolver espécies com resisténcia a pragas, insetos,
herbicidas, além de melhorias nutricionais e a criacdo de plantas isentas de compostos
alergénicos, as alteracdes na composicdo genética das plantas resultam nas conhecidas culturas
geneticamente modificadas (GM) ou transgénicas (CORUJO et al., 2019).

2.2.1 Bacillus thuringiensis

A biotecnologia tem proporcionado a identificacdo de um grande nimero de genes com
potencial para aprimorar a genética de cultivares agronémicas, incluindo a aplicacdo da
transformacéo genética por meio da transferéncia de genes das bactérias Bacillus thuringiensis
(CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010).

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria gram-positiva, encontrada naturalmente no
solo, e esporulante com capacidade de se desenvolver em ambientes aerobicos ou
facultativamente anaerdbicos. Durante o processo de esporulacdo, a bactéria produz proteinas
que se agregam para formar inclusdes cristalinas no interior da célula (SCHNEPF et al., 1998;
CHAKRABARTY et al., 2022). Os cristais podem ser constituidos por uma Unica proteina Cry
ou até mesmo por multiplas proteinas Cry, também conhecidas como 8-endotoxinas. Além das
proteinas Cry, essas bactérias sintetizam diversas outras proteinas com atividade inseticida, as
quais sdo secretadas no ambiente circundante (CRUZ et al., 2011; FIUZA; POLANCZYK;
CRICKMORE, 2017).

Ao serem ingeridas por lagartas suscetiveis, essas proteinas se dissolvem no ambiente
alcalino do intestino ativando a toxina. Em seguida, ela se liga a receptores especificos na
membrana das células do epitélio do intestino, levando a formacdo de poros liticos nas
microvilosidades apicais. Essa acdo compromete o equilibrio osmético das células epiteliais,
que se incham e se rompem, levando o inseto a morte pela dificuldade de alimentacéo (DE
MAAGD, 2001; BRAVO et al., 2011; CRUZ et al., 2011). Atualmente, existem mais de 800
sequéncias de genes cry descritos, classificadas em 75 grupos (CRICKMORE et al., 2021).
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Uma das principais estratégias de controle da S. frugiperda, é uso de plantas
geneticamente modificadas (VERTUAN et al., 2017). Os principais paises produtores de milho
como Brasil, Estados Unidos e Argentina tem o uso de milho transgénico expressando as
proteinas de Bt como o método mais comumente utilizado para o0 manejo de S. frugiperda
(BUNTIN et al. 2001; FARIAS et al. 2014; CHANDRASENA et al. 2018).

No entanto, a utilizacdo inadequada de cultivos Bt expde as proteinas a uma maior
pressdo seletiva, elevando o risco de desenvolvimento de resisténcia em insetos-alvo, incluindo
S. frugiperda (HORIKOSHI et al., 2016; OMOTO et al., 2016; TABASHNIK; CARRIENE,
2013). No Brasil, ja foram registrados casos de resisténcia em populacées de S. frugiperda em
relacdo ao milho Bt que expressa as proteinas Cry 1F (FARIAS et al., 2014) e Cry 1Ab
(OMOTO et al., 2016).

Dessa forma, novas tecnologias devem ser estudadas como complemento a esta
tecnologia para aumentar o custo de adaptacao da resisténcia, uma vez que esse processo pode
ser amplamente influenciado por interacdes intraespecificas e interespecificas (GASSMANN
et al., 2006). Os entomopatogenos podem ser afetados pelos fatores de resisténcia da planta
hospedeira, como ocorre com os fungos, que tém o potencial de intensificar a mortalidade

causada pela toxina presente na planta Bt (LAWO et al., 2008).

2.2.2 Fungos filamentosos

O desenvolvimento de resisténcia de insetos pragas aos métodos de controle
convencionais evidencia a importancia da utilizacdo direta de microrganismos no MIP
(ALVES, 1998; FIUZA; POLANCZYK; CRICKMORE, 2017).

Os fungos filamentosos sdo organismos pertencentes ao Reino Fungi, caracterizados
pela presenca de filamentos ramificados chamados hifas, responsaveis pelo crescimento do
fungo (MAIA et al., 2015). Este grupo é composto por uma grande diversidade de espeécies,
com o numero estimado de espécies descritas variando entre 72.000 e 120.000 (TEDERSOO et
al., 2014). No Brasil, sdo identificadas aproximadamente seis mil espécies, distribuidas entre
1.246 géneros, 102 ordens e 13 divisdes (MAIA et al., 2015).

Os fungos de maior relevancia pertencem aos filos Zygomycota, Ascomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Basidiomycota e Deuteromycota, sendo Zygomycota e
Ascomycota 0s mais diversos e amplamente utilizados em diversas areas (ALVES, 1998). Sédo

altamente diversos e amplamente distribuidos em diversos ambientes, como solo, agua,
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matéria organica em decomposicdo e até em condi¢fes extremas (HAGESKAL; LIMA;
SKAAR, 2009; LEE et al., 2012; HAWKSWORTH; LUCKING, 2017).

Esses microrganismos desempenham papéis cruciais em diversos ecossistemas e setores
econémicos. No meio ambiente, esses organismos contribuem para a decomposicao de matéria
organica e a ciclagem de nutrientes, enquanto na agricultura, possuem importancia ao se
associarem a plantas, seja como patégeno ou simbiético endofitico, e a insetos, destacando- se
0s que atuam como agentes de controle bioldgico de pragas, utilizando sua capacidade de
infectar insetos e outros organismos indesejaveis (FRAGA; GERVASIO 2012).

Além disso, os fungos filamentosos tém grande importancia na biotecnologia,
especialmente na producdo de enzimas industriais, alimentos fermentados e na sintese de
compostos bioativo (CROUS et al., 2009), devido a diversidade de atividades cataliticas,
capacidade de adaptacdo e potencial para a producdo escalonada de enzimas por meio de
processos fermentativos em larga escala (BON et al., 2008).

A maioria dos fungos apresenta vias bioquimicas distintas, que resulta na producéo de
metabdlitos caracteristicos ou especificos de uma determinada espécie, conhecidos como
metabolitos secundarios (MEYER, 2008; MEYER et al., 2016; XU et al., 2021; PARDO et al.,
2022; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005; KELLER, 2019).

Metabdlitos secundéarios podem ser definidos como compostos quimicos resultantes de
vias biossintéticas especificas, cuja producdo ndo € necessdria para 0 crescimento e
desenvolvimento normais do fungo em laboratorio. No entanto, eles estdo presentes em
inUmeras espécies e, portanto, sua persisténcia na evolucdo implica um beneficio competitivo
na natureza (AVALOS; LIMON, 2022).

Atualmente, mais de 20.000 metabdlitos secundarios (MS) diferentes de origem fungica
foram identificados, abrangendo uma ampla gama de estruturas, como policetideos, peptideos,
terpenos, alcaloides e moléculas hibridas (KUHNERT; COLLEMARE, 2022). Apesar de
exibirem uma notavel diversidade em estruturas quimicas e atividades biologicas, as vias
biossintéticas desses compostos compartilham uma série de caracteristicas chave, ainda pouco
compreendidas (KRASNOFF et al., 2007; L1 et al., 2016; VAN DER LEE; MEDEMA, 2016).

A producdo de metabdlitos secundarios € um processo complexo onde muitas vezes esta
associado ao desenvolvimento morfologico em fungos filamentosos, como por exemplo, 0s
processos de esporulagdo, que sdo ligados a sintese de metabolitos por cascatas de sinalizagdo
(CALVO et al., 2002; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005).
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Além disso, desempenham funcbes de comunicacdo, defesa quimica, interacdo
simbidtica e ataque a outras espécies através da producdo de compostos toxicos, ou ainda para
neutralizar os mecanismos de defesa do hospedeiro (SPITELLER, 2015; PASCHAPUR et al.,
2021). Acredita-se que os metabolitos secundarios facilitam a adaptabilidade dos fungos nos
seus habitats naturais, servindo como moléculas sinalizadoras nas intera¢es fungo-planta ou
fungo-inseto, e atuam como protetores de estresse (SHWAB; KELLER, 2008; PASCHAPUR
et al.,, 2021). A ampla diversidade de produtos que podem ser obtidos a partir de fungos
filamentosos, aliada a sua capacidade de crescerem em substratos simples e de baixo custo,
torna esses organismos uma opcao altamente atrativa para exploracdo comercial em diversas
inddstrias (MEYER et al., 2016).

Dentre 0s compostos que sdo produzidos por estes organismos, destacam-se acidos
organicos, enzimas, exopolissacarideos, metabdlitos secundarios, antimicrobianos,
antioxidantes, pigmentos naturais, entre outros (MEYER et al., 2016). Desde entdo, esses
microrganismos representam fontes de novas moléculas que podem ser utilizadas para a
producdo de medicamentos, alimentos e na agricultura (DORNELAS et al., 2017). Dentre 0s
fungos filamentosos de importancia agricola, destacam-se o0s fungos endofiticos,
entomopatogénicos e micoparasitas (ALVES, 1998; XU et al., 2021).

Enddéfitos sdo microrganismos que habitam tecidos vegetais vivos e saudaveis, sem
provocar sintomas de doengas nas plantas hospedeiras. Ao passar todo ou parte do seu ciclo de
vida colonizando tecidos vegetais saudaveis, podem competir nutricionalmente com patégenos,
sintetizar antibio6ticos e induzir mecanismos de resisténcia, desempenhando um papel crucial
na protecdo das plantas contra patdgenos e pragas (WANI et al., 2015; LUBNA et al., 2018).
Fungos endofiticos tém a capacidade de promover o crescimento da planta hospedeira através
da producéo de fitohorménios, aumentando a resisténcia da planta a diversos estresses (LUBNA
et al., 2018; ABDELAZIZ et al., 2022). Além disso, podem sintetizar pesticidas que ajudam a
proteger as plantas contra herbivoros (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016).
Estes fungos filamentosos sdo amplamente estudados, pois, além de produzirem compostos
bioativos que conferem protecdo a planta contra patdgenos e herbivoros, podem até mesmo,
produzir compostos semelhantes aos produzidos pela propria planta hospedeira (BAMISILE et
al., 2018; ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011).

Esses microorganismos foram identificados em todas as espécies de plantas
investigadas, e acredita-se que a natureza abrigue mais de um milhdo de espécies distintas e,
aproximadamente, 300.000 espécies de plantas na Terra podem hospedar endofitos
(STROBEL,; DAISY, 2003). Desde que o primeiro fungo endofitico foi identificado, muita



21

atencdo tem sido dada ao potencial de exploracéo e identificacdo de novos compostos. Muitos
desses compostos ja foram isolados e caracterizados a partir de fungos endofiticos,
apresentando atividades biologicas como, antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante,
citotoxica, entre outras (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011). Além disso, ha registros de que
alguns fungos endofiticos sintetizam mais de doze metabolitos que se assemelham aos
produzidos pelas plantas hospedeiras. Esses compostos incluem alcaloides, flavonoides,
saponinas, peptideos, acidos fenolicos, terpenos, esteroides e outros compostos ativos. Essa
descoberta é considerada uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos compostos
(SINGH et al., 2021).

A utilizacdo de fungos filamentosos no controle de pragas e doencgas agricolas é
denominada controle microbiano, e se baseia na aplicacdo direta destes microrganismos nas
lavouras, € uma abordagem ecoldgica e sustentavel que entra como método de controle
alternativo ao controle quimico convencional (ALVES, 1998; ROHLFS; CHURCHILL, 2011).
O crescente aumento de pesquisas que visam o desenvolvimento de produtos a base de
microrganismos se deve ao fato do aumento da conscientizagcdo ambiental, aos danos causados
por uso de substancias quimicas no homem e ao meio ambiental e, também, a maior exigéncia
do mercado externo (ZANUNCIO et al., 2016).

A diversidade estrutural de compostos biologicamente ativos presentes em fungos
entomopatogénicos é extremamente ampla. Esses compostos tém sido amplamente
investigados em fungos dos géneros Beauveria (especialmente Beauveria bassiana, B.
brongniartii e B. felina) e Metarhizium (M. anisopliae, M. acridum, M. robertsii e M.
brunneum), além de géneros como Cordyceps, Paecilomyces e Tolypocladium
(BERESTETSKIY; HU, 2021).

Nos Ultimos anos, as pesquisas sobre a aplicacdo de fungos filamentosos e seus
metabolitos secundarios cresceram de forma expressiva, evidenciando seu potencial no manejo
de pragas agricolas e em diversas areas biotecnoldgicas. Atualmente, o emprego de espécies
fangicas como bioinseticidas e bioherbicidas tem se intensificado no contexto do controle
bioldgico de pragas, proporcionando uma abordagem ambientalmente segura (QUINN, 2013;
DORNELAS et al., 2017).

Uma das principais vantagens associadas ao uso de microrganismos ou de seus
compostos bioativos decorre da especificidade desses produtos, proporcionando seguranga em
relacdo a organismos ndo-alvo da tecnologia. Além disso, esses microrganismos e compostos

bioativos, com potencial para 0 manejo de pragas e doengas, sd0 comuns na maioria dos



22

agroecossistemas, 0 que torna a aplicacdo desses produtos no ambiente uma préatica segura
(ALVES, 1998).
Dentre os compostos sintetizados por fungos filamentosos estdo também os inibidores
de aceticolinesterase, que podem ser uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos, podendo
ter a possibilidade de agregar atividades bioldgicas com antimicrobianas ( LIMA et al., 2018).
Entre as pequenas moléculas bioativas sintetizadas por fungos do género Beauveria,
destacam-se: &cidos organicos (como o0 acido oxalico), policetideos (oosporeina),
macrolactonas (cefalosporolideos), alcaloides (tenelina, bassianina, beauversetina, entre
outros) e depsipeptideos ciclicos (beauvericinas, beauverolideos). Compostos como
beauvericina, alguns beauverolideos e a oosporeina ja foram avaliados por suas atividades
inseticidas (BERESTETSKIY; HU, 2021).

Os fungos do género Metarhizium também produzem diversos metabolitos bioativos,
incluindo depsipeptideos (destruxinas), alcaloides (fungerinas, citocalasinas, swainsonina),
terpenoides (viridoxinas, ovalicina), sider6foros (metaquelinas) e policetideos (aurovertinas,
acido kdjico). Estudos metabolémicos identificaram ainda alcaloides (hirsutelonas A-C e
ergoalcaloides), macrolactonas (torrubiellutinas A-C), naftoquinonas (naftgeraninas B-D) e
tricotecanos (espirotenuipesinas A e B). Compostos como destruxina A e E, viridoxina A e
outros demonstraram propriedades inseticidas (BERESTETSKIY; HU, 2021).

No caso de fungos do género Cordyceps sensu lato, compostos como cordicepina,
fomalactona e beauvericina, produzidos por espécies como C. militaris, C. cicadae e
Ophiocordyceps  communis,  respectivamente, exibiram  propriedades anti-insetos
(BERESTETSKIY; HU, 2021).

Recentemente, novas espécies de actinomicetos foram isoladas de cavernas e, esses
estudos confirmam que as cavernas podem ser excelentes fontes de novos microrganismos,
capazes de produzir compostos bioativos (LEE et al., 2012; NIRLANE DA COSTA SOUZA
etal., 2016). Eles se desenvolvem em condic¢des extremas, pobres em nutrientes, temperatura e
intensidade luminosa, porém a alta umidade favorece o desenvolvimento destes
microrganismos  (NAKAEW; PATHOM-AREE; LUMYONG, 2009; TAYLOR;
STOIANOFF; FERREIRA, 2013). Esses fatores podem promover a competicdo entre as
espécies de microrganismos, intensificando a pressao de selecdo. Isso, por sua vez, estimula a
producéo de substancias com propriedades bioativas, como antibioticos e enzimas hidroliticas,
gue podem inibir 0 crescimento de outros microrganismos.

Com isso, fica evidenciada que essas caracteristicas particulares fagam com que esses

fungos possam produzir diversas substancias com propriedades bioativas, podendo ser
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eficientes no controle de insetos praga. Portanto, torna-se essencial a exploracdo de novos
isolados ou de compostos derivados de microrganismos, especialmente fungos filamentosos,
que possam ser empregados como estratégia de controle bioldgico, uma vez que o potencial

desses microrganismos ja estd amplamente reconhecido.
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Viruléncia de fungos filamentosos em Spodoptera frugiperda resistente a Cry
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RESUMO

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), mais conhecida como lagarta-do-cartucho, é
uma praga agricola de alcance global, causando danos substanciais em plantacdes de milho e
em outras culturas de importancia agricola. O controle da S. frugiperda é realizado
principalmente através da aplicacdo de inseticidas quimicos e plantas geneticamente
modificadas com proteinas Bt, mas a resisténcia de S. frugiperda a esses métodos tem se
intensificado, tornando essencial a busca por alternativas de manejo integrado. Nesse contexto,
0 controle microbiano, especialmente com fungos filamentosos, surge como uma alternativa
promissora, ja que esses organismos possuem entomopatogénicos. O objetivo do estudo foi
avaliar a viruléncia de fungos filamentosos isolados de cavernas em ambientes de

S. frugiperda resistentes e ndo resistentes as proteinas Cry. Para isso, neonatas e lagartas de 3°
instar foram expostos a diferentes isolados por contato ou ingestdo e distribuicdo a sua
mortalidade durante dez dias. Todos os isolados de Aspergillus spp. Penicillium spp. e
Epicoccum nigrum testados apresentaram baixa mortalidade de lagartas suscetiveis e resistentes
a proteinas Cry. No entanto, novos estudos precisam ser realizados para avaliar a acdo dos
metabdlitos secundarios produzidos por esses fungos, que obtiveram potencial no controle de
opiniao.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho, viruléncia, metabdlitos secundarios, controle bioldgico.

ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), commonly known as the fall armyworm, is a
global agricultural pest that causes significant damage to maize and other important crops. The
control of S. frugiperda is primarily achieved through the application of chemical insecticides
and genetically modified plants expressing Bt proteins. However, the increasing resistance of
S. frugiperda to these methods has intensified the need for alternative integrated pest
management strategies. In this context, microbial control, particularly using filamentous fungi,
presents a promising alternative due to their entomopathogenic properties. The objective of this
study was to evaluate the virulence of filamentous fungi isolated from caves against S.
frugiperda populations resistant and susceptible to Cry proteins. Neonates and third-instar
larvae were exposed to different fungal isolates via contact or ingestion, and their mortality was
monitored over ten days. All isolates of Aspergillus spp., Penicillium spp., and Epicoccum
nigrum tested showed low mortality rates for both Cry-resistant and susceptible larvae.
However, further studies are required to assess the action of secondary metabolites produced
by these fungi, which have shown potential for pest control.

Keywords: Fall armyworm, virulence, secondary metabolites, biological control.
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INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797), faz parte da ordem
Lepidoptera, da familia Noctuidae, e se alimenta das plantas de milho durante todas as fases de
crescimento, desde a emergéncia da plantula até a formacao das espigas, com preferéncia pelos
cartuchos das plantas mais jovens. Além do milho, essa praga também causa danos econémicos
significativos em outras culturas agricolas importantes, como soja, arroz, algodao, trigo, sorgo
e amendoim (CRUZ, 1995; NAGOSHI; MEAGHER, 2004; BUENO et al., 2011).

Quando ndo é controlada de forma eficaz, S. frugiperda pode resultar em prejuizos
expressivos a producdo agricola (TAMBO et al., 2023). As estratégias predominantes de
manejo incluem a aplicacdo de inseticidas quimicos e o cultivo de plantas geneticamente
modificadas, como aquelas com tecnologia Bt, onde utiliza proteinas inseticidas da bactéria
Bacillus thuringiensis (OVERTON et al., 2021).

Entretanto, populagBes de S. frugiperda desenvolveram resisténcia aos métodos
tradicionalmente empregados e, considerando a importancia agricola desse inseto, torna-se
fundamental explorar estratégias de manejo integrado para garantir a eficiéncia do controle e
reduzir os impactos dessa resisténcia (YU et al. 2003; STORER et al., 2010; MENEZES-
NETTO; VARELLA; FERNANDES, 2012; CARVALHO et al., 2013; FARIAS et al., 2014).

Assim, o controle microbiano surge como uma estratégia promissora ho manejo da
resisténcia, com os fungos filamentosos se destacando como uma alternativa eficaz para o
manejo de S. frugiperda, pois a probabilidade de surgimento de populagdes resistentes a
produtos bioldgicos é geralmente inferior, em funcdo da variedade de mecanismos de acéao
presentes nesses organismos, quando comparados aos produtos sintéticos (DAVIDSON, 1992).

A interacdo entre plantas Bt e fungos entomopatogénicos pode gerar efeitos aditivos ou
sinérgicos, uma vez que a resisténcia da planta hospedeira influencia a atividade dos fungos.
Dessa forma, os fungos podem atuar de forma complementar a toxina da planta Bt,
potencializando a mortalidade dos insetos (LAWO et al., 2008).

Diversos estudos corroboram a eficacia desses fungos, como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, destacando-se como agentes entomopatogénicos promissores no
controle da lagarta-do-cartucho (OWNBY, 2010; MARQUES, 2014). Recentemente, novas
espécies de fungos isoladas de cavernas tém demonstrado grande potencial para 0 manejo de
praga (LEE et al.,, 2012; SOUZA et al., 2016). Além de apresentar caracteristicas
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entomopatogénicas, esses fungos sdo capazes de produzir compostos bioativos, enzimas e
proteinas toxicas com atividade inseticida (ABDULLAH; EL-WAHAB; EL-SALAM, 2024).
Sabendo disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viruléncia de fungos filamentosos isolados
de caverna em populacdes de S. frugiperda resistentes e ndo resistentes a proteinas Cry. A
hipotese é que a exposicao aos fungos filamentosos endofiticos e proveniente de cavernas sejam
patogénicos a lagartas de S. frugiperda, e que a resisténcia dessas lagartas a proteinas Cry possa

intensificar a viruléncia desses fungos.

MATERIAL E METODOS

Manutencao e criacio de Spodoptera frugiperda

A criacdo de S. frugiperda foi conduzida no Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia (DEN), na Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras — MG, mantendo as lagartas recém-eclodidas em copos plasticos de 50
ml, contendo a dieta artificial conforme descrito por Greene, Lepla e Dickerson (1976). Em
cada copo, inoculou-se de 2 a 4 lagartas, as quais permaneceram até atingirem a fase de pupa,
sendo os copos vedados com uma tampa acrilica. As pupas foram posteriormente transferidas
para placas de Petri e, em seguida, acomodadas em gaiolas cilindricas de PVC (24,0 cm de
altura x 14,5 cm de diametro). Essas gaiolas foram revestidas internamente com folhas brancas
e seladas na parte superior com pano tipo "voil". Como fonte de alimento para os adultos, foi
oferecida uma solucdo aquosa de mel a 10%, fornecida via capilaridade por meio de algodao
hidréfilo. A cada dois dias, as posturas foram coletadas e acondicionadas em saco plastico,
mantidas em uma camara climatizada com temperatura regulada a 25 + 2 °C, umidade relativa
de 70 + 10%, e fotofase de 12 horas.

A populacdo de S. frugiperda com resisténcia a proteina Cry utilizada neste estudo foi
previamente selecionada por Leite et al. (2016) no Laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de
Insetos da Embrapa Milho e Sorgo. Essa populagdo foi posteriormente mantida no Laboratério
de Patologia e Controle Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia da UFLA,
seguindo a metodologia estabelecida pelo mesmo autor, em uma camara climatizada com
temperatura regulada a 25 + 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.

Durante os anos de experimentos as lagartas foram selecionadas quanto a resisténcia e

novos individuos foram introduzidos, conforme as metodologias adaptadas de Andow e
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Alstad (1998) e Leite et al. (2016). Os insetos foram coletados em campos de plantio de milho
em Lavras-MG, e a resisténcia foi entdo determinada e a populacéo foi mantida no Laboratério
de Patologia e Controle Microbiano de Insetos do mesmo departamento. No ambiente

laboratorial, as lagartas foram criadas até atingirem a fase de pupa em uma dieta artificial.

Cultivo dos fungos filamentosos

As culturas dos fungos filamentosos utilizadas nesse trabalho, foram selecionadas
devido a sua capacidade de produzir pigmentos e metabolitos secundarios como inibidores de
acetilcolinesterase. Esses isolados de fungos sdo parte da colecdo do Laboratério de
Bioprospeccdo e Genética de Fungos Filamentosos (Biogen) da Universidade Federal de Lavras
(Tabela 1).

Os fungos Epicoccum nigrum (A2C32), Epicoccum nigrum (A2S61) foram isolados
como endofiticos da planta Eremanthus sp., popularmente conhecida como Candeia (Godinho
2016). Os fungos Epicoccum nigrum (185%), Penicillium flavigenum (3.1.A), Aspergillus
aureolatus (E25), Aspergillus keveii (CF292), Penicillium chermesium (102), Aspergillus
sydowii (GMASJ) foram isolados de cavernas e depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Esses fungos foram cultivados em meio de cultura sélido BDA (200 g/L de batata, 20
g/L de dextrose e 15 g/L de agar), e depois incubados a 25 °C. Para 0s bioensaios, os isolados
de fungos foram multiplicados em placas de Petri contendo meio para producdo de conidios
(ME) (&gar 20 g, extrato de levedura 5 g, mistura de sais 4,6 g, glicose 10 g e agua destilada
1000 ml) e incubadas a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase, por sete dias (Alves 1998). Apés esse
periodo, os conidios foram coletados pela raspagem da superficie do meio de cultura, sendo
armazenados em tubos de vidro esterilizados contendo 10 ml de agua destilada e Tween (r) 80
(0,01%). A suspensdo foi agitada em vortex e, em seguida, a contagem dos conidios foi
realizada em uma camara de Neubauer, utilizando um microscopio de luz com aumento de

400x. A concentracéo da suspenséo de fungos foi padronizada em 1x108 conidios/ml.
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Tabela 1 Espécies de fungos filamentosos utilizados nos bioensaios com neonatas e lagartas de 3° instar de Spodoptera frugiperda.

% inibicao Epoca da
Espécie CL Origem Local de coleta
AChE coleta

Aspergillus aureolatus Munt. - Cvetk. & Bata, 1964 E25 0,00 Caverna 09/2008 Vazante, MG
Aspergillus keveii Varga, Frisvad & Samson, 2007 CF292 0,00 Caverna 09/2008 Coronel José Dias, PI
Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church,

GMA3 0,00 Caverna 09/2008 Delmiro Gouveia, AL
1926
Epicoccum nigrum Link, 1816 A2C32 0,00 Endofitico 09/2014 Aiuruoca, MG
Epicoccum nigrum Link, 1816 A2S61 86,87 £ 2,99 Endofitico 09/2014 Aiuruoca, MG
Epicoccum nigrum Link, 1816 185A 92,46 + 3,30 Caverna 09/2008 luig, BA
Penicillium chermesinum Biourge, 1923 102 6,97 £ 1,93 Caverna 11/2013 Lavras, MG
Penicillium flavigenum Frisvad & Samson, 1997 31A 18,89 + 2,72 Caverna 09/2008 Vazante, MG

*Espécie: Espécie de fungo utilizada nos bioensaios; CL: Codigo do Laboratério; AChE: Porcentagem de inibi¢do da enzima Acetilcolinesterase;

Origem: origem da amostra bioldgica, Epoca de coleta: més de coleta da amostra e Local de coleta: local de coleta da amostra.

Os isolados de fungos utilizados foram gentilmente cedidos pela Dr?. Patricia Gomes Cardoso (Laboratério de Bioprospeccao e Genética de Fungos

Filamentosos — Universidade Federal de Lavras).



Os dados referentes a porcentagem de inibicdo de acetilcolinesterase pertencem a Dr?. Geane Pereira de Oliveira (Laboratério de Biotecnologia
e Bioensaios — Universidade Federal de Minas Gerais).
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Bioensaio de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas aos conidios de fungos

filamentosos

Afim de avaliar a patogenicidade dos isolados de fungos selecionados (Tabela 1),
populacBes de S. frugiperda resistentes e ndo resistentes a proteinas Cry foram expostas a
suspensdo de conidios desses fungos. Para isso, as lagartas de 3° instar foram imersas na
suspensdo de conidios por 10 segundos sob leve agitacdo e transferidas para tubos de ensaio
com dieta artificial, conforme a metodologia adaptada de Parra (1999). Os tubos foram
incubados a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase.

As avaliagfes foram feitas durante um periodo de dez dias, procedeu-se a avaliagdo
diaria com a remocdo das lagartas mortas, os quais foram submetidos a desinfestacdo por
imersao em solucdo alcodlica 70% e agua destilada e mantido em camara Umida sob as mesmas
condicdes anteriormente mencionadas para a confirmacdo da mortalidade ocasionada pelos
fungos. Foram utilizadas 36 lagartas de 3° instar, tanto da populagdo suscetivel quanto da
resistente, para cada isolado de fungo/tratamento, considerando cada lagarta como uma

repeticao.

Bioensaio de ingestdo de Spodoptera frugiperda com suspenséao de fungos filamentosos

contendo conidios

A dieta artificial foi cortada e acondicionada em tubos de ensaio e aplicada 500ul da
suspensdo concentrada de conidios dos fungos (Tabela 1) e deixada secar na camera de fluxo.
Posteriormente, foi colocado neonatas de S. frugiperda resistentes e ndo resistentes a proteinas
Cry, e incubadas a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase, de acordo com a metodologia de Rohde et
al. (2006) adaptada. Para o tratamento controle, foram ofertadas dietas acrescidas do mesmo
volume apenas de agua destilada + Tween (r) 80 (0,01%). O bioensaio foi realizado e avaliado
utilizando-se 0 mesmo delineamento e procedimento experimental adotados no bioensaio

anterior.
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Analises estatisticas

Nos dois bioensaios foram utilizados Modelos Lineares Generalizados (GLM) com
distribuicdo quasibinominal para testar as diferencas na mortalidade dos isolados de fungo em
lagartas suscetiveis e resistentes. O GLM foi ajustado considerando dois fatores: o efeito da
populacéo de S. frugiperda (resistentes e ndo resistente) e o efeito dos isolados dos fungos e a
interac&o entre eles, fazendo um desdobramento dos tipos de lagarta dentro de cada fungo.

O teste da razdo de verossimilhanca (log-likelihood ratio) foi utilizado para testar o
efeito de diferentes isolados de fungo, seguida por comparac6es de médias pelo teste de Tukey
a 5% de significancia. A qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal
com um envelope de simulacéo.

Todas as analises foram realizadas utilizando o Software R (R Core Team 2023).

RESULTADOS

Bioensaio de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas aos conidios de fungos

filamentosos

Todos os isolados de fungos causaram morte em lagartas de 3° instar de S. frugiperda
resistentes e ndo resistentes a proteina Cry. As maiores mortalidades nas lagartas foram
observadas com os isolados E. nigrum A2S61 e 185A, apresentando taxas de 16,7% e 11,1%,
respectivamente, tanto para as lagartas resistentes quanto para as ndo resistentes as proteinas
Cry. No entanto, ndo houve diferenca significativa na mortalidade entre os diferentes
tratamentos para as lagartas resistentes (X2=56,147; df=40; p=0,875) e as lagartas ndo
resistentes (X2=55,997; df=40; p=0,872). Ao comparar os dois grupos de lagartas (resistentes e
ndo resistentes), também ndo foi observada diferenca significativa na mortalidade (X2=112,40;
df=85; p=0,9970) (Figura 01).
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Figura 1 — Mortalidade (%) de lagartas de 3° instar de Spodoptera frugiperda resistente e ndo
~_resistente a proteinas Cry expostas por contato a conidios de fungos filamentosos.

aA aA
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_ . B Nao resistente
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GMA3 31A  185A E25 AZS61 A2C32 CF292 102 CONT
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Fungos
*As barras representam o erro padrdo. Letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas

entre os isolados de fungos testados em cada tipo de larvas, e letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre lagartas resistentes e nao resistentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Bioensaio de ingestdo de Spodoptera frugiperda com suspensdo de fungos filamentosos

contendo conidios

As lagartas neonatas que ingeriram dietas contendo conidios de fungos apresentaram
mortalidade em todos os isolados avaliados. As lagartas ndo resistentes apresentaram maior
mortalidade em relacdo as resistentes as proteinas Cry para ambos os isolados testados. Para o
isolado Penicillium chermesinum 102, a mortalidade foi de 16,7% em neonatas néo resistentes,
enquanto nas resistentes foi de 11,1%. Ja o isolado GMA3 resultou em mortalidade de 13,9%
nas ndo resistentes e também 11,1% nas resistentes. Mesmo assim, ndo houve diferengas
significativas na mortalidade entre as lagartas resistentes (X?=48,540, df=40, p=0,9907) e n4o
resistentes (X?=55,065, df=40, p=0,8683) expostas aos isolados testados. Também n&o houve

diferencas entre os tipos de lagartas em cada isolado (X?=107,85; df=85; p=0,9998).
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Figura 2 — Mortalidade (%) de lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda, resistentes e nao
resistentes a proteinas Cry, expostas por ingestdo a conidios de fungos filamentosos.
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*As barras representam o erro padrdo. Letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas

entre os isolados de fungos testados em cada tipo de larvas, e letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre lagartas resistentes e ndo resistentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos sdo amplamente empregados no controle biolégico,
notéveis por sua facilidade de cultivo (MASCARIN; JARONSKI, 2016; BARA; LAING, 2020)
e, em sua maioria, sdo fungos saprotréfitos pertencentes ao filo Ascomycota. Embora esses
microrganismos sejam amplamente isolados de carcacas de artrépodes, é importante ressaltar
que o habitat natural primario desses fungos é o solo (BEHIE; BIDOCHKA ,2014).

Uma variedade de agentes patogénicos microbianos, tém sido associados a S.
frugiperda, incluindo fungos, bactérias e virus, contudo apenas alguns desses agentes
patogénicos sdo responsaveis por causar a infeccdo das pragas (POLANCZYK et al., 2000;
GOMEZ et al., 2013), o que corrobora com o objetivo desse trabalho. Portanto, qualquer
microrganismo entomopatogénico com a capacidade de induzir infecgdo em pragas antes de
atingirem seu estégio destrutivo pode desempenhar uma funcéo crucial no manejo de insetos-

praga. Dessa forma, a pesquisa em questdo concentrou-se na avaliacdo de espécies de fungos
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que possam ser utilizados no controle de S. frugiperda visando causar infeccdo em qualquer
estagio desenvolvimento.

Todos os isolados utilizados nesse trabalho sdo pertencentes ao Filo Ascomycota,
Aspergillus aureolatus, Aspergillus keveii, Aspergillus sydowii, Epicoccum nigrum, Penicillium
chermesinum, Penicillium flavigenum. Esse filo € um dos maiores e mais diversos filos de
fungos, abrigando uma vasta quantidade de espécies entomopatogénicas. Entre eles, destacam-
se 0s géneros Aspergillus e Penicillium, sendo amplamente estudados devido a produgdo de
compostos secundarios tdxicos, que podem representar uma estratégia para o controle de pragas
(MORA; CASTILHO; FRAGA, 2017). A viruléncia desses fungos esta profundamente
relacionada & sua biologia e historia de vida (VALERO-JIMENEZ et al., 2016).

Diversos autores evidenciam o solo como habitat natural desses fungos durante a fase
saprofitica, fungos esses com alto potencial de indculo, especialmente aqueles proximos as
raizes das plantas e eficazes no controle de insetos pragas (SUMIKARSIH et al., 2019;
AYUDYA etal., 2019).

Os fungos testados foram oriundos de cavernas e isolados endofiticos, que evidenciavam
potencial patogénico por suas caracteristicas e especificagdes. As cavernas possuem condicdes
ambientais Unicas, como baixa luminosidade, alta umidade, escassez de nutrientes e
temperaturas constantes. Para sobreviverem nesses ambientes, os fungos adaptam-se
produzindo enzimas antioxidantes que aumentam a viabilidade de seus propagulos. Além disso,
genes especificos associados as respostas a estresses abioticos sdo ativados, contribuindo para
a sobrevivéncia e adaptacdo dos fungos. Muitos desses genes e vias metabolicas também estdo
relacionados a patogenicidade, potencializando a capacidade desses fungos de infectar e matar
insetos (SHANG et al., 2022).

Por outro lado, os fungos endofiticos formam associa¢des intimas com uma variedade
de plantas e demonstraram ser capazes de mobilizar nitrogénio e receber carbono (carboidratos)
de plantas hospedeiras (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2015). A biologia e a ecologia desses
fungos sdo fortemente influenciadas pelo clima, vegetacdo, solo, localizacdo e atividades
humanas e outras atividades bioticas na qual a planta esta inserida (SAMAL et al., 2023). Esses
estressores ambientais influencia a acdo dos fungos endofiticos, resultando em variacGes

consideraveis em sua eficacia entre diferentes espécies de insetos (BULTMAN; BELL, 2003).
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Os resultados indicaram que larvas de S. frugiperda de primeiro a terceiro instar ndo
apresentaram caracteristicas de morte pelos fungos testados. Normalmente, as cavernas ndo
oferecem condicdes favoraveis para serem entomopatogénicos, mas parece haver uma
micoflora altamente adaptada associada a insetos (SAMSON; EVANS; LATGE, 1988).
Algumas espécies de fungos ja foram encontradas em insetos de caverna como grilos (BENOIT
et al., 2004; YODER et al., 2009) e besouros (SANTAMARIA; FAILLE, 2007) o
que demonstra o potencial patogénico desses isolados de caverna.

O género Aspergillus, o qual apresenta a capacidade de crescer sobre diversos substratos
pode produzir uma variedade de enzimas (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001).
Recentemente um isolado de A. nomiae foi registrado infectando naturalmente insetos (ZHANG
et al., 2024). Apesar disso, as espécies desse género ndo sao classificadas como
entomopatogénicas (SENNA-NUNEZ; COSTA; BITTENCOURT, 2002). Dessa forma,
acredita-se que a mortalidade das lagartas de S. frugiperda tratados com a suspensao de fungos,
foi ocasionada pelos esses metabolitos secundarios produzidos por esses isolados.

Senna-Nufiez, Costa e Bittencourt (2002) destacam que o género Aspergillus
frequentemente considerado um agente secundario no processo de doenga. Sua ocorréncia €
mais comumente associada a insetos moribundos, ja colonizados por outros patdégenos ou
submetidos a diversos tipos de estresse (Alves 1998). Contudo, alguns isolados, como A.
nomiae, apresentam potencial para biocontrole, mostrando acdo dupla, pois ndo s6 matam um
amplo espectro de pragas de insetos, mas também podem induzir resisténcia contra
fitopatdgenos, ampliando suas possibilidades de uso no manejo integrado de pragas (ZHANG
etal., 2024).

Até 0 momento, ndo ha registros de que os isolados testados tenham infectado insetos
em condi¢Oes naturais. No entanto, espécies como A. fumigatus e A. leporis normalmente ndo
parasita insetos em condic¢des naturais, mas ja foi relatado causando mortalidade em Galleria
mellonella em condicdes de laboratorio (JONES; PANACCIONE 2023).

Assim como género Aspergillus, isolados do género Penicillium também néo
apresentaram mortalidade significativa a larvas de S. frugiperda. Em contrapartida, isolados de
P. citrinum j& foram identificados causando 98,67% de mortalidade as lagartas de segundo
instar de Spodoptera litura (HERLINDA et al., 2020) e também em larvas de Culex
quinquefasciatus (PEREIRA et al., 2009).

Em se tratando do género Epicoccum, grupo de fungos considerado saprofitos, podendo

ser encontrados em diversos ambientes, possui algumas espécies relatadas como
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promotoras de crescimento vegetal e antifingicas (SILVA; LIMA; SILVA, 2023). Piecuch et
al. (2020) relataram efeitos de metabdlitos secundarios a G. mellonella de E. nigrum o que
corrobora com os resultados deste presente trabalho.

Além das caracteristicas inerentes aos fungos, a sua eficiéncia também pode ser afetada
pelo hospedeiro. Os potenciais hospedeiros de insetos desenvolveram uma série de adaptacoes
fisiologicas e comportamentais para resistir ou evitar infeccdes fungicas. Essas adaptacGes
incluem mecanismos relacionados ao comportamento alimentar, caracteristicas do habitat e
processos evolutivos, variagdes na composicdo do sistema imunologico e na microbiota
associada (ASHBROOK; MIKAELYAN; SCHAL, 2022).

Mesmo assim, ha uma variedade de fatores pode estressar os insetos, tornando-0s mais
suscetiveis a infecgdes por entomopatdgenos. Entre esses fatores, destacam-se condicdes de
aglomeracdo, deficiéncias nutricionais, exposi¢cdo a agentes quimicos e alteracGes ambientais
(ABDUL QAYYUM et al., 2021). A utilizacdo de plantas resistentes pode induzir estresse
nutricional aos insetos e torna-los mais propensos a infeccdo, aumentando substancialmente a
eficacia de entomopatdgenos (INGLIS et al., 2001). No entanto, essa caracteristica nao foi
observada nos resultados, pois ndo foram observadas diferencas na suscetibilidade aos fungos
entre as populacdes de S. frugiperda resistentes e ndo resistentes a proteinas Cry.

A baixa mortalidade e a auséncia de diferencas significativas observadas nos bioensaios
podem ser explicadas pela complexidade da interacdo entre o hospedeiro e o patdgeno. A
composicao lipidica da cuticula do inseto, com a epicuticula rica em lipidios e hidrofébica, atua
como uma barreira fisica ou quimica. A procuticula, internamente composta por proteinas e
quitinas, também pode dificultar a penetracdo dos fungos. A falta das enzimas lipases e
lipoxigenases, responsaveis por quebrar as lipoproteinas da cuticula, pode impedir a
germinacdo eficiente dos esporos, dificultando a infeccdo (KHACHATOURIANS; QAZI,
2008; ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013).

Essas especificidades podem justificar os fungos utilizados nesse trabalho ndo terem
éxito e terem apresentado baixa mortalidade e n&o diferirem do tratamento controle. O
bioensaio de ingestdo foi conduzido com a finalidade de driblar essa capacidade dos insetos de
ndo se infectar com protecdes exteriores. Porém o resultado comprova que mesmo sendo
consumido e conseguindo atingir o interior do inseto, esses isolados ndo foram patogénicos
quando inoculados somente os conidios.

O sucesso da infeccdo fungica em artropodes depende ndo apenas da fixagdo e

germinacdo do esporo na superficie, mas também de sua penetracdo no interior do inseto. A



45

resposta imunoldgica do hospedeiro é ativada por fatores biolégicos e pode interferir na
capacidade do fungo de se estabelecer e causar a morte. Assim, a interacdo entre o sistema
imunoldgico do inseto e o patdgeno é um fator crucial, e € uma das razBes pelas quais a infec¢do
flngica nem sempre resulta na morte do inseto (SAMSON; EVANS; LATGE, 1988).

Outro aspecto importante € a falta de uma histdria coevolutiva entre fungos e seus
hospedeiros quando os fungos séo introduzidos em novos habitats. Sem essa coevolugéo, os
fungos podem ndo estar perfeitamente adaptados para superar as defesas do hospedeiro,
resultando em uma resposta menos eficiente (BAHRAM; HOLANDA, 2022). Essa falta de
adaptacdo pode gerar variagfes nos resultados de controle biologico em diferentes contextos
ecoldgicos.

Embora os isolados testados neste estudo ndo tenham causado mortalidade significativa
quando expostos ou ingeridos por conidios dos isolados fungicos, tanto em larvas neonatas
quanto em larvas de terceiro instar, tanto suscetiveis quanto resistentes, esses resultados séo
preliminares e devem ser interpretados com cautela.

Além disso, a infec¢do fangica pode levar a uma série de distarbios fisiol6gicos, como
a reducdo da taxa de crescimento, alteracdo na mobilidade. No entanto, mais estudos quanto ao
efeito na sobrevivéncia de lagartas expostas a esses isolados de fungos devem ser feitos, pois
eles apresentam producdo de metabdlitos secundarios que podem ser usados como ferramentas
biotecnoldgicas como, producdo de pigmentos e Acetilcolinesterase, além de outros
metabolitos com efeitos inseticidas. comportamento, ou ainda distdrbios hormonais que afetam

a metamorfose do inseto.
CONCLUSAO

Os fungos filamentosos endofitico, sapréfitos e provenientes de cavernas (Aspergillus
aureolatus E25, A. keveii CF292, A. sydowii GMAS3, Epicoccum nigrum isolados A2C32,
A2S61 e 185A, Penicillium chermesinum 102 e P. flavigenum 31A) ndo foram virulentos a

lagartas de S. frugierda resistentes e nédo resistentes as proteinas Cry.
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ARTIGO 2
Efeito de filtrados de fungos filamentosos na sobrevivéncia e desenvolvimento de
Spodoptera frugiperda

Fernanda Soares Sales®”, Mariana Macedo Souza!, Vitor Vasconcellos de Oliveiral, Pedro
Guedes Chagas?, Alcides Moino Junior!

RESUMO

Spodoptera frugiperda, é considera praga agricola significativa, causando danos importantes
em diversas culturas. A resisténcia crescente aos inseticidas tem impulsionado a busca por
solugdes mais sustentaveis como o uso de fungos filamentosos cuja capacidade de produzir
metabdlitos secundarios com propriedades inseticidas permite sua aplicacdo no manejo de
pragas agricolas oferecendo uma abordagem eficiente e ambientalmente amigavel. Este estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos de filtrados fungicos na sobrevivéncia e desenvolvimento
de S. frugiperda. Fungos como Epicoccum nigrum A2C32, A2S61, 185A, Penicillium
flavigenum 3.1.A, Aspergillus aureolatus E25, Lecanicillium aphanocladi ONI5, Fusarium sp.
FPW e Aspergillus sydowii GMAS3 foram cultivados em meios liquidos, e seus filtrados foram
aplicados em dietas artificiais fornecidas a larvas neonatas. Os adultos sobreviventes foram
colocados em gaiolas de oviposi¢do, onde o desenvolvimento dos ovos foi monitorado. Os
filtrados de A2S61 e ONI5 foram altamente eficazes, resultando em alta mortalidade larval e
interrompendo significativamente o desenvolvimento de S. frugiperda . Esses resultados
sugerem que filtrados fungicos podem ser uma estratégia promissora para integracdo em
programas de controle de pragas.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho, viruléncia, metabdlitos secundarios, controle bioldgico,
microbiologia.

ABSTRACT

Spodoptera frugiperda is considered a significant agricultural pest, causing substantial damage
to various crops. The growing resistance to insecticides has driven the search for more
sustainable solutions, such as the use of filamentous fungi. These fungi have the ability to
produce secondary metabolites with insecticidal properties, making them a viable option for
agricultural pest management and an environmentally friendly approach. This study aimed to
evaluate the effects of fungal filtrates on the survival and development of S. frugiperda. Fungi
including Epicoccum nigrum (A2C32, A2S61, 185A), Penicillium flavigenum (3.1.A),
Aspergillus aureolatus (E25), Lecanicillium aphanocladi (ONI5), Fusarium sp. (FPW), and
Aspergillus sydowii (GMA3) were cultivated in liquid media, and their filtrates were
incorporated into artificial diets fed to neonate larvae. Surviving adults were placed in
oviposition cages, and egg development was monitored.The filtrates from A2S61 and ONI5
demonstrated high efficacy, resulting in significant larval mortality and substantially disrupting
the development of S. frugiperda. These findings suggest that fungal filtrates could serve as a
promising strategy for integration into pest control programs.

Keywords: Fall armyworm, virulence, secondary metabolites, biological control,
microbiology.

%Departamento de Entomologia, Universidade Federal de Lavras, 37200-900, Lavras, MG,
Brasil. *Autor correspondente: fsaless87@gmail.br


mailto:fsaless87@gmail.br

52

INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), é uma praga que vem
causando perdas significativas, pois, o elevado nimero de plantas hospedeiras em sistemas de
cultivo intensivo favorece a sobrevivéncia e crescimento populacional da praga, que afeta
diversas culturas economicamente importantes em varios paises (CRUZ, 2013).

Devido a sua natureza polifaga combinada com a sua habilidade migratoria e a
capacidade de se abrigar nos cartuchos das plantas, torna seu controle bastante complicado
(OVEJERO, 2001). O manejo da lagarta-do-cartucho é predominantemente realizado por meio
de produtos quimicos e plantas geneticamente modificadas (CHANDRASENA et al., 2018;
MURARO et al. 2021).

Contudo, o risco de desenvolvimento de resisténcia e os impactos adversos na salde e
no ambiente sdo preocupacdes significativas. Relatos de resisténcia a moléculas quimicas tém
sido documentados globalmente, destacando a necessidade de abordagens mais sustentaveis
para 0 controle dessa praga (GUTIERREZ-MORENO et al., 2019; HARRISON et al., 2019;
MURARO et al., 2021).

O controle microbiano apresenta um grande potencial para ser empregado no manejo de
resisténcia de populacdes de S. frugiperda aos métodos de controle mais comumente utilizados.
Entre os agentes mais eficazes estdo os fungos filamentosos, amplamente reconhecidos por sua
habilidade de infectar e matar insetos-praga. Dentre eles, destacam-se Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Nomuraea rileyi, que sdo frequentemente utilizados para o controle
de S. frugiperda (ABDULLAH; EL-WAHAB; EL-SALAM, 2024).

Os conidios dos fungos atuam como os principais agentes na infec¢do, iniciando o
processo patogénico (WANG et al., 2021). Além disso, a intera¢do dos fungos com o0s insetos
frequentemente estimula a produgdo de metabdlitos secundarios, que podem ser aproveitados
como ferramentas biotecnoldgicas amplamente aplicado na agricultura (MACHELEIDT, et al.,
2016). Alguns metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos podem ser
altamente toxicos para insetos-pragas. Além disso, esses compostos tém mostrado a capacidade
de influenciar diversos aspectos do ciclo de vida dos hospedeiros, como desenvolvimento,
comportamento, reproducdo e a indugdo precoce de morbidade (ROHLFS; CHURCHILL,
2011).

Estudos apontam que metabdlitos secundarios de fungos tém eficacia no controle de S.

frugiperda. Compostos de Cladosporium cladosporioides e Verticillium lecanii foram eficazes
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no controle dessa praga (ABDULLAH; EL-WAHAB; EL-SALAM, 2024). Da mesma forma,
metabdlitos de B. bassiana e M. anisopliae demonstraram efeitos negativos sobre a fecundidade
e a taxa de sobrevivéncia de populacdes da espécie (ALTAF et al., 2023), reforgando seu
potencial no controle bioldgico.

Todos os dias, novas espécies de fungos filamentosos com propriedades
entomopatogénicas sdo descobertas, muitas delas capazes de produzir metabdlitos secundarios
com atividades inseticidas. E notorio que as estruturas inéditas e extratos bioativos produzidos
por fungos ultrapassam em quantidade as substancias naturais geradas por qualquer outro
micro-organismo em qualquer habitat (BARBOSA et al. 2020).

Sabendo do enorme potencial dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos e da
possibilidade de uso no controle e manejo de resisténcia de insetos as tecnologias existentes,
esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de filtrado de fungos filamentosos endofiticos e
proveniente de cavernas e seus compostos bioativos na sobrevivéncia e desenvolvimento de
S. frugiperda. A hipotese é que os filtrados dos novos fungos filamentosos sejam capazes de

interferir negativamente a sobrevivéncia e os parametros bioldgicos dessa praga.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia e Controle Microbiano
de Insetos do Departamento de Entomologia (DEN), na Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras — MG.

Manutencao e criacio de Spodoptera frugiperda

A criacdo de S. frugiperda foi conduzida mantendo as lagartas recém-eclodidas em
copos plasticos de 50 ml, contendo a dieta artificial conforme descrito por Greene, Lepla e
Dickerson (1976). Em cada copo, inoculou-se de 2 a 4 lagartas, as quais permaneceram até
atingirem a fase de pupa, sendo os copos vedados com uma tampa acrilica. As pupas foram
posteriormente transferidas para placas de Petri e, em seguida, acomodadas em gaiolas
cilindricas de PVC (24,0 cm de altura x 14,5 cm de diametro). Essas gaiolas foram revestidas
internamente com folhas brancas e seladas na parte superior com pano tipo "voil”. Como fonte
de alimento para os adultos, foi oferecida uma solugdo aquosa de mel a 10%, fornecida via

capilaridade por meio de algoddo hidréfilo. A cada dois dias, as posturas foram coletadas
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e acondicionadas em saco plastico, mantidas em uma camara climatizada com temperatura

regulada a 25 £ 2 °C, umidade relativa de 70 + 10%, e fotofase de 12 horas.

Cultivo dos fungos filamentosos

Fungos filamentosos foram escolhidos em virtude de sua habilidade em produzir
inibidores de acetilcolinesterase e pigmentos. Esses isolados fazem parte da colecdo do
Laboratorio de Bioprospeccdo e Genética de Fungos Filamentosos (Biogen) da Universidade
Federal de Lavras.

Os fungos Epicoccum. nigrum (A2C32), Epicoccum nigrum (A2S61) foram isolados
como endofiticos da planta Eremanthus sp., popularmente conhecida como Candeia (Godinho
2016). Os fungos Epicoccum nigrum (185%), Penicillium flavigenum (3.1.A), Aspergillus
aureolatus (E25), Lecanicillium aphanocladi (ONI5), Fusarium sp. (FPW), Aspergillus sydowii
(GMAZ3) foram isolados de cavernas e depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Os fungos foram cultivados em meio de cultura s6lido BDA (200 g/L de batata, 20 g/L
de dextrose e 15 g/L de agar) e depois, incubados a 25 °C durante 15 dias. Para conduzir os
bioensaios com os filtrados, os isolados foram incubados em meio sdlido, e discos de micélio
de cada isolado foram posteriormente inoculados em frascos Erlenmeyer de 2 litros contendo
500 ml de meio BDA liquido. Esses frascos foram entdo incubados a 25°C com agitacdo a 200
rpm durante 72 horas. Apos essa fase, os fungos cultivados no meio liquido foram filtrados e

armazenados.

Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda exposta aos filtrados de fungos

Os experimentos de sobrevivéncia e desenvolvimento de S. frugiperda expostas a
filtrados de fungos, foram conduzidos em laboratério utilizando lagartas neonatas recem-
eclodidas. Para isso, 50 pL dos filtrados fungicos foram incorporados a dieta artificial
previamente acondicionada em tubos de ensaio e, em seguida, submetidos a secagem em camara
de fluxo. Na testemunha, foram ofertadas dietas acrescidas do mesmo volume apenas de agua
destilada estéril + Tween (r) 80 (0,01%).
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Apos a constatacdo de secagem da dieta, as lagartas foram colocadas individualmente
em tubos de vidro e incubadas a 26 + 2°C e 12 horas de fotofase. Os tubos foram monitorados
diariamente até que as larvas morressem ou se transformassem em pupas.

As pupas foram sexadas e colocadas em gaiolas semelhantes as utilizadas para criacéo,
forradas com papel sulfite para a oviposi¢do. As posturas foram transferidas para placas de Petri
até a eclosdo. Um total de 100 neonatos de cada tratamento foram colocados individualmente
em copos plasticos de 50 mL, cada um contendo dieta e selados com tampas de acrilico.

O desenvolvimento das larvas foi monitorado até que elas atingissem o estagio de pupa,
com quaisquer insetos mortos sendo removidos, e os individuos sobreviventes foram
posteriormente usados para formar casais.

Dez casais de cada tratamento foram separados e individualizados em gaiolas de tubos
de PVC (23 cm de altura x 10 cm didmetro), revestidas internamente com papel branco como
substrato para a oviposicdo. Os adultos foram alimentados com uma solucdo de mel a 10%
embebida em algoddo. A solucdo de mel e o revestimento de cada gaiola foram substituidos
diariamente e 0 nimero de ovos de todas as posturas foi contabilizado de cada casal.

Para a construcdo da tabela de vida, foi avaliada a duracdo dos estdgios de
desenvolvimento (ovo, larva, pupa), viabilidade pupal, razdo sexual, longevidade de adultos e
taxa de sobrevivéncia da progénie dos individuos que sobreviveram a exposicao aos filtrados

fungicos.

Analises estatisticas

Os parametros de tabela de vida foram estabelecidos utilizando o software TWOSEX-
MSChart 2020 (CHI et al., 2022). As diferencas entre os filtrados fangicos foram avaliadas por
bootstrapping pareado, com P <0,05 considerado estatisticamente significativo pelo Valor t de
Student. Os graficos foram tragados utilizando o software Sigmaplot v15.

Para testar as diferencas na mortalidade e viabilidade pupal, foram utilizados Modelos
Lineares Generalizados (GLM) com distribuicdo quasibinominal. Para testar o efeito de
diferentes filtrados fungicos, foi utilizado o teste da raz&o de verossimilhanga (log-likelihood
ratio), seguida por comparac6es de médias pelo teste de Tukey (p<0,05). A qualidade do ajuste
foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de simulacdo. Essas

analises foram realizadas utilizando o Software R (R Core Team 2023).
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RESULTADO

Sobrevivéncia das fases de lagarta, pupa e adultos de Spodoptera frugiperda exposta
filtrados de fungos

A progénie dos isolados A2S61 e ONI5 apresentaram as maiores taxas de mortalidade
ao longo de todo o ciclo de desenvolvimento de Spodoptera frugiperda, com 64% e 53%,
respectivamente. Essas taxas foram significativamente superior ao tratamento controle, que
registrou uma mortalidade de apenas 19% (X?=83,851, df=81, p<0,001) (Figura 1).

Figura 1 — Mortalidade (%) de Spodoptera frugiperda provenientes de casais sobreviventes
da ingestéo de filtrados de fungos filamentosos.
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*Barras acompanhadas por letras diferentes indicam diferengas significativas na mortalidade da
progénie de casais sobreviventes aos filtrados fangicos pelo teste de Tukey (p<0,05).

A sobrevivéncia por estagio de idade (Sx) de S. frugiperda provenientes de casais
sobreviventes da ingestdo de filtrados de fungos filamentosos pode ser observada na figura 3.
Percebe-se que os estagios imaturos registraram a maior taxa de mortalidade nos isolados ONI5,
e A2S61. Apesar disso, as viabilidades pupais dos tratamentos variaram de 85,33% a 98,68%,
com o isolado 185A e o controle apresentando as maiores taxas, enquanto o isolado GMA3
apresentaram a menor viabilidade. Apesar dessas varia¢des, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos (X2=74,922, df=81, p>0,05) (Figura 2).
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Figura 2 — Viabilidade pupal (%) das progénies de Spodoptera frugiperda provenientes de
casais sobreviventes da ingestao de filtrados de fungos filamentosos.
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*Barras acompanhadas por letras diferentes indicam diferencas significativas na viabilidade pupal da
progénie de casais sobreviventes aos filtrados fingicos pelo teste de Tukey (p<0,05).

No tratamento A2C32, as curvas de sobrevivéncia das fémeas ocorreram um dia antes
das dos machos, enquanto no tratamento ONI5 essa diferenca foi mais acentuada, com as curvas
das fémeas antecipadas em seis dias. No tratamento controle, a sobrevivéncia das fémeas
comegou quatro dias antes da dos machos. Os demais tratamentos, houve emergéncia
simultanea de machos e fémeas (Figura 3).

A sincronizacdo do pico de emergéncia de machos e fémeas variou entre 0s
tratamentos. No tratamento controle, ONI5, A2S61 e FPW, o pico de emergéncia de machos e
fémeas ocorreu simultaneamente. Por outro lado, no tratamento E25, o pico das fémeas
aconteceu antes do dos machos. Em todos os outros tratamentos, o pico de emergéncia dos
machos precedeu o das fémeas (Figura 3).

Nos tratamentos A2C32, A2S61, GMAS3 e 185A, a proporcao de fémeas foi maior do
que a de machos, indicando uma tendéncia de maior sobrevivéncia ou viabilidade feminina
nesses tratamentos. Em contrapartida, nos demais tratamentos, incluindo o controle, observou-

se uma propor¢do mais elevada de machos (Figura 3).
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Figura 3 — Taxa de sobrevivéncia especifica por estagio de idade (Sx) de Spodoptera
frugiperda casais sobreviventes da ingestdo de filtrados, produzidos por fungos
filamentosos.
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Duracdo do desenvolvimento das fases de lagarta, pupa e adultos de Spodoptera
frugiperda exposta filtrados de fungos

A duracdo do desenvolvimento das lagartas apresentou efeito significativo (X2=1891,6,
df= 635, p< 0,001). Os isolados ONI5 e A2C32 apresentaram tempo de duracdo menor que 0
do tratamento controle, enquanto os isolados E25, A2S61, GMAS3, 31A, FPW e 185 A
apresentaram duracdo média igual ao tratamento controle. A fase de pupa também presentou
efeito significativo na duracdo de desenvolvimento (X2°329,89, df=491, p<0,001), onde os
tratamentos GMAS3 e 31A apresentaram maior média de duracdo. Ja o tratamento A2C32,
apresentou a menor média de duracdo do periodo pupal (Tabela 1).
Tabela 1 — Duragdo (em dias) do desenvolvimento de lagartas e pupas de Spodoptera

frugiperda provenientes de casais sobreviventes da ingestdo de filtrados de fungos
filamentosos.

Tratamento Lagarta Pupa
ONI5 20.02+1.29¢ 12.85+0.24 ab
A2C32 23.34£0.93 b 9.92+0.61c
E25 27.48+0.57 a 12.974£0.40 ab
A2S61 27.47+1.18a 12.97+0.30 ab
GMA3 28.27+£0.34 a 13.31+0.18 a
31A 28.59+0.26 a 13.12+0.14 a
FPW 30.21+0.37a 12.80+0.13 ab
185A 27.13+0.25a 12.5240.18 ab
Controle 28.72+0.37 a 11.77+0.35ab

*Meédias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Bootstrap (p>0,05).

A longevidade de fémeas apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(X?=75.614, df=208, p<0,001). Os tratamentos A2C32, E25 e 31A apresentaram a maior
longevidade média, enquanto os tratamentos ONI5, A2S61, GMA3, FPW e 185A, assim como
0 grupo controle, apresentaram as menores médias. Para os machos, também foi observada
diferenca significativa (X2=9648, df=181, p<0,001). Os tratamentos A2C32, E25, 31A, FPW e
0 controle apresentaram maiores medias de longevidade, enquanto ONI5, A2S61, GMA3 e
185A foram considerados as menores médias (Tabela 2).

A duracéo do ciclo total (fase imatura + fase adulta) de fémeas (X? 33,917, df= 181, p<
0, 001) e machos (X% 35,263, df= 208 p< 0,001) também tiveram diferenca significativa. Os
tratamentos E25, A2S61, 31 A e FPW apresentaram maior duracdo de ciclo para machos
enquanto para as fémeas os tratamentos ONI5, E25, A2S61, 31 A e FPW foram os que

apresentaram os maiores ciclo total (Tabela 2).
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Tabela 2 — Longevidade e Ciclo total (fase imatura + fase adulta) de fémeas e machos de
Spodoptera frugiperda provenientes de casais sobreviventes da ingestdo de
filtrados de fungos filamentosos.

Longevidade Ciclo Total

Tratamento Fémeas Machos Fémeas Machos
ONI5 12.35+0.46 c 10.60+0.78 cd 56.70+0.63 abc 54.80+1.33 ab
A2C32 14.22+0.27 ab 14.04+0.71 ab 52.71+0.60d 52.75+0.8 d
E25 14.17+0.56 ab 14.69+0.41 a 57.93+0.66 ab 58.31+0.59 a
A2561 11.5+0.31¢c 11.46+0.43 bed 56.54+0.51 abc 56.85+0.80 ab
GMA3 11.31+0.24 ¢ 11.19+0.27 cd 55.82+0.31 bc 55.00+0.48 bcd
31A 14.54+0.27 a 14.16+0.29 ab 59.33+0.41 a 58.79+0.39 a
FPW 12.46+0.37 ¢ 13.42+0.26 abc 58.62+0.45 ab 59.03+0.46 a
185A 11.33+0.14 ¢ 11.33+0.18d 54.10+0.35 cd 53.70+0.42 cd
Controle 12.87+0.32 bc 13.47+0.31 ab 56.08+0.73 bc 56.78+0.64 ab

*Medias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Bootstrap (p>0,05).

Reproducédo Spodoptera frugiperda exposta a filtrados de fungos

A fecundidade apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (X2=22,319,
d=208, p<0,001). Todos os tratamentos apresentaram taxa de fecundidade menor que o
tratamento controle. O periodo de oviposicdo também apresentou diferenca significativa e
assim como a taxa de fecundidade, todos os tratamentos apresentaram menores valores de dias
de oviposicdo em relagdo ao tratamento controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Fecundidade e periodo de oviposicdo de casais de Spodoptera frugiperda
provenientes de casais sobreviventes da ingestao de filtrados de fungos filamentosos.

Tratamento Fecundidade Dias de oviposi¢cdo
ONI5 179.09+30.58 d 2.14+0.28 de
A2C32 693.29+40.63 b 3.83+0.23b
E25 462.47+39.91 ¢ 3.38+0.21b
A2561 184.17+25.18 d 1.80+0.14 e
GMA3 723.71+46.11 b 4.13+0.11b
31A 316.56+38.38 d 2.62+0.17 cd
FPW 223.08+20.48 d 2.42+0.15 de
185A 546,62+29.29 bc 3.17+0.15 bc
Controle 1347.94+28.89 a 7.08+0.14 a

*As letras indicam diferenca significativa entre os tratamentos p<0.001.

Com os dados da tabela de vida de fertilidade observou-se que todos tratamentos
apresentaram Taxa liquida reprodutiva (Ro) menores que o tratamento controle, sendo 0s
isolados ONI5 e A2S61 os que apresentaram a menor Ro. A taxa intrinseca de aumento (rm) e
a taxa finita de aumento (A) também diminuiram, com exce¢ao do isolado A2C32, que nao

apresentou diferencas significativas em relacdo ao controle (Tabela 4).
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O tempo médio de geracdo (T) do controle foi de 45. Os isolados 185A, 31A, A2S61 e
E25 ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao tratamento controle. O
isolado A2C32 apresentou tempo médio menor que o controle, enquanto os isolados ONI5,
GMAZ3 e FPW apresentaram tempo medio maior (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros reprodutivos de casais de Spodoptera frugiperda provenientes de casais
sobreviventes da ingestao de filtrados de fungos filamentosos.

Taxa Taxa intrinseca Taxa finita de Tempo médio de
Tratamento reprodutiva de aumento aumento (1) e?a 30 (T)
liquida (Ro) (rm) gerag
ONI5 41.19d 1.08¢ 0.08¢e 49.29 ab
A2C32 287.23 b 115a 0.14a 41.31e
E25 138.74 ¢ 1l1lc 0.11c 45.44 cd
A2561 44.2d 1.08 de 0.08 de 47.46 abc
GMA3 275.01b 1.13b 0.12Db 47.17b
31A 123.46 ¢ 1l1lc 0.11c 45.85¢
FPW 87.00c 1.09d 0.09d 49.34 a
185A 229.58 b 1.13b 0.12b 44.46 d
Controle 512.22 a 1.15a 0.14a 45.00 cd

*As letras indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste Boostrap.

DISCUSSAO

Nesse presente estudo, pode-se observar que de maneira geral os filtrados produzidos
por fungos filamentosos, tiveram efeito negativo sobre o desenvolvimento das fases de lagarta,
pupa e adultos de S. frugiperda ao longo do tempo de avaliacdo e podem ter potencial para
serem utilizados como método alternativo no manejo integrado dessa praga. Dentre 0s isolados
de fungos filamentosos avaliados, L. aphanocladii ONI5, E. nigrum A2S61, E. nigrum A2C32
e A. sydowii GMA3 foram os que apresentaram melhor resultado.

Estudos mostram que Lecanicillium sp. estd entre os géneros de fungos
entomopatogénicos mais importantes e estudados (BORGES et al., 2010). Acredita-se que a
patogenicidade esta relacionada ao pigmento oosporeina (SOUZA et al., 2016), promovendo
infeccdo nos insetos tanto por uma redugdo no nimero de hemacitos quanto por alteraces no
sistema imunoldgico humoral (MC NAMARA et al., 2019).

O isolado L. aphanocladii € uma espécie nova para 0 mercado de produtos biologicos,
embora j& encontrada na natureza como espécie entomopatogénica (ZHOU et al., 2020;
NEDVECKYTE; PECIULYTE; BUDA, 2021) além de produzirem metabélitos de interesse.
Recentemente, L. aphanocladii foi relatado causando infec¢des nos tripes (ZHOU et al.
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2020). Alem da patogenicidade direta, Wu et al. (2018) observou os efeitos subletais dos fungos
sobre os tripes, incluindo fecundidade, longevidade e capacidade alimentar, sendo esses 0s
aspectos mais importantes da exposi¢do a agentes de controle microbianos.

Esses resultados corroboram com resultados encontrados nesse presente trabalho, pois
foi possivel observar no tratamento com L. aphanocladii ONI5, menor longevidade de fémeas
e machos, menor sobrevivéncia e menor oviposi¢do. Esses fatores podem ser atribuidos a
efeitos subletais dos filtrados fungicos. Entre os isolados fungicos,

O género Epicoccum possui grande potencial metabolico pouco explorado,
apresentando atividade antioxidante, fotoprotetora, antimicrobiana, citotoxica, anti-
inflamatoria e antiviral (TEIXEIRA et al., 2019). Um dos isolados utilizados nesse trabalho,
E. nigrum A2S61 produz inibidores de acetilcolinesterase, que séo rapidamente absorvidos pela
via gastrointestinal sendo altamente toxicos (GUEVARA; PUEYO, 1995). Relatos mostra que
E. nigrum tem sido usado como agente de controle de doencas fangicas e bacterianas, por
produzir metabdlitos secundarios (NZABANITA et al. 2022). Acredita-se que a menor taxa de
sobrevivéncia dos insetos e menor taxa de oviposicdo ocasionada pelo isolado A2S61 foi
consequéncias da exposicdo a esses metabolitos, pois 0s compostos produzidos pelo fungo
alteram a capacidade de reprodutiva desses insetos.

Dentre os isolados de fungos utilizados, observa-se que o género Aspergillus abrange
algumas espécies com capacidade patogénica em relacdo a insetos, ao passo que também inclui
membros que manifestam patogenicidade direcionada a vertebrados, onde infeccdes por
Aspergillus em passaros, outros animais e seres humanos tém sido amplamente divulgadas
(PEREIRA; ALVES; REIS, 1998).

Aspergillus sydowii ja foi relatado por Silipiwe, Muriithi e Ojiewo (2024) sendo isolado
de lagartas de S. frugiperda. Contudo, ndo foi encontrada referéncias que se refira a esta espécie
como patogénicas a lagartas de S. frugiperda, s6 a outros insetos como a mosca das frutas
Drosophila melanogaster, onde apresentou 100% de mortalidade quando expostas ao fungo
(NAFIS et al. 2023). Também foi relatado A. sydowii causando alteracdes no comportamento
de parasitoides (STEINER et al. 2007).

O género Penicillium tem sido relatado como patogénico a S. frugiperda, onde foi capaz
de diminuir a eficacia alimentar das lagartas de segundo instar em 68,1% (IDREES et al. 2023).
Ja Paterson et al. (1990) relataram atividade de metabolitos secundarios no controle de S.
frugiperda. No presenta trabalho, o isolado P flavigenum 3.1.A ndo apresentou diferenca

significativa para a duragdo das diferentes fases de desenvolvimento de S. frugiperda porém
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houve diferenca significativa na reproducdo tanto quanto nimero de ovos como tempo de
oviposicdo. Esse resultado pode ser explicado pelo metabdlito brevianamida D produzida por
Penicilium sp., que provoca reducdo no peso de pupas, e consequentemente, interfere na
reproducédo das mariposas (PATERSON et al., 1990).

O isolado Fusarium sp. FPW apresentou efeitos significativos quando comparados a
capacidade reprodutiva, producdo de ovos e dias de oviposi¢do. Em um trabalho recente foi
observado efeito no consumo da dieta de S. frugiperda quando tratada com metabdlitos de
Fusarium sp. (MARCINKEVICIUS et al. 2019) e alguns autores vem sugerindo que o efeito
dos fungos entomopatogénicos nos insetos se deve a presenca de metabolitos fungicos que
provocam néo preferéncia alimentar ou antibiose (CHERRY et al. 2004; VEGA et al. 2008).

Outros isolados do género Fusarium, como F. humuli e F. incarnatum, ja foram
identificados causando mortalidade em S. frugiperda, (NKUWI et al., 2023). O isolado
Fusarium lateritium também apresentou efeitos sobre ovos e larvas de Spodoptera litura
(Fabricius) apresentando mortalidade de 89% quando aplicados uma concentragio 1x108 de
conidios/ml (ANAND; TIWARY, 2009). Em contrapartida, Diniz et al. (2022), testou varios
isolados de Fusarium incarnatum-equiseti e nenhum foi patogénico a S. frugiperda, mas todos
os isolados testados foram patogénicos para outras espécies, como o cupim Nasutitermes
corniger (Motschulsky) com mortalidade cumulativa confirmada em 38,22 — 96,00%.

Estudos que avaliem o efeito desses filtrados, seus metabdlitos e a identificacdo dos
mesmos devem ser feitos, pois, acredita-se que ndo sé a toxicidade dos metabolitos, mas
também o fator deterréncia pode ter influenciado na alimentacdo dessas lagartas e
consequentemente em todo desenvolvimento dos insetos.

Os resultados do presente estudo evidenciam a interferéncia dos fungos filamentosos no
desenvolvimento e fecundidade de S. frugiperda corroborado por outros autos. No entanto,
pesquisas adicionais sdo necessarias para isolar e caracterizar os compostos bioativos dentro
dos filtrados fungicos responsaveis por esses efeitos. Ao preencher essas lacunas de pesquisa,
a utilizacdo de fungos filamentosos para o controle de S. frugiperda pode alcancar avancos
significativos tanto em eficacia quanto em aplicabilidade.

CONCLUSAO

A aplicacdo dos filtrados de fungos filamentosos L. aphanocladii ONI5, E. nigrum

A2C32 e A. sydowii GMAS afetaram o desenvolvimento e fecundidade de S. frugiperda.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de fungos filamentosos para o controle bioldgico de S. frugiperda se mostra uma
alternativa promissora e eficiente, especialmente em face da crescente resisténcia dessa praga
a inseticidas quimicos e proteinas Cry. Fungos como B. bassiana e M. anisopliae tém
demonstrado alta viruléncia contra as larvas de S. frugiperda, independentemente de sua
resisténcia genética, o que amplia as possibilidades de manejo dessa praga em diversas
condicdes de cultivo.

Embora os fungos apresentem uma menor probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia, o que constitui uma vantagem importante em relacdo aos metodos quimicos
tradicionais, o uso repetido das mesmas cepas fungicas pode resultar em uma reducdo de
eficiéncia ao longo do tempo.

A avaliacdo de novas cepas flngicas é essencial para garantir a eficacia continua dos
fungos como agentes de controle bioldgico. Ambientes diferenciados, como cavernas e habitats
endofiticos, oferecem condicGes que favorecem variages genéticas capazes de aumentar a
viruléncia contra diferentes pragas, melhorar a adaptacéo a variados ambientes e estimular a
producdo de substancias bioativas.

Os resultados demonstraram que, embora todos os fungos filamentosos endofiticos,
saprofitos e provenientes de cavernas (como Aspergillus aureolatus E25, A. keveii CF292, A.
sydowii GMAZ3, Epicoccum nigrum [isolados A2C32, A2S61 e 185A], Penicillium
chermesinum 102 e P. flavigenum 3.1.A) ndo tenham demonstrado viruléncia direta contra
lagartas de S. frugiperda resistentes e ndo resistentes as proteinas, seus filtrados foram
altamente eficientes, reduzindo a sobrevivéncia das lagartas e o tempo de desenvolvimento
larval. Os isolados A2S61 e ONI5 apresentaram as maiores taxas de mortalidade, chegando a
64%, enquanto A2C32 e E25 impactaram a longevidade dos adultos, e ONI5 e GMA3
reduziram mais o tempo de desenvolvimento larval, indicando que os compostos bioativos
derivados de fungos possuem grande potencial para controle bioldgico.

A utilizacdo de fungos filamentosos no manejo integrado de pragas surge como uma
alternativa promissora para o controle de S. frugiperda, aliando eficécia bioldgica a beneficios
ambientais. Essa abordagem ndo apenas reduz a necessidade de inseticidas quimicos, mas
também favorece préticas agricolas sustentdveis, contribuindo para a preservacdo dos

ecossistemas, a seguranca alimentar e a saude humana.



