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RESUMO

ABREU, Leticia Moamad de Sales Abreu; M.Sc; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; outubro de 2024; COLONIZACAO
ENDOFITICA DE LUPULO Humulus lupulus PELO FUNGO Beauveria
bassiana (ASCOMYCOTA: HYPOCREALES) E POSSIVEIS EFEITOS NA
LAGARTA-DO-CARTUCHO  Spodoptera  frugiperda  (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE); Orientador: Gerson Adriano Silva.

As solugdes para os problemas fitossanitarios do lGpulo (Humulus lupulus)
sdo insuficientes para reduzir as perdas por pragas. O fungo Beauveria
bassiana tem sido utilizado em pulveriza¢gBes para controle de pragas e o seu
uso na forma endofitica é considerado promissor para tal acdo. Este trabalho
objetivou analisar se B. bassiana coloniza de forma endofitica plantas de H.
lupulus e se, quando colonizado, apresenta interacdo negativa sobre
Spodoptera frugiperda e se melhora as caracteristicas agrondmicas das
plantas. Mudas de lupulo, variedade Cascade, de 50 dias de idade foram
transplantadas para vasos de 1,5 litros com solo solarizado. Foi utilizado
delineamento experimental inteiramente casualisado, com dois tratamentos,
um controle e 25 repeticdes. O isolado de B. bassiana LPP139 foi utilizado na
concentracdo 1x10° conidios/mL. As inoculacdes foram realizadas 30 dias
apos transplantio e os métodos de inoculagcbes nas plantas foram
pulverizacao foliar e soil drenching. Na pulverizagdo, 2 mL da suspensao
foram aplicadas com aerografo e as plantas foram envoltas com sacola

plastica e ap0s 24 horas foram retiradas. No soil drenching, 100 mL da

VI



suspensao fungica foi vertida nos solos. Para confirmar a colonizacdo, as
folhas foram extraidas e maceradas com 1 mL de Tween®20. Os
sobrenadantes foram homogeneizados, colocados em placa de Petri com
meio PCA e mantidos sob condicbes de 27°C e fotoperiodo de 12h/12h
luz/escuro. As avaliagbes para confirmar a presenga do fungo foram
realizadas aos 15, 30, 60 e 90 dias pés-inoculacdo do fungo. A avaliagdo de
S. frugiperda foi realizada com folhas de plantas colonizadas depois de 30
dias da inoculacdo. Seis bandejas, cada uma com 16 células, foram divididas
entre os tratamentos e o controle. Em cada célula foram adicionadas duas
lagartas de segundo instar e duas folhas de lupulo, (64 lagartas/tratamento). A
mortalidade foi avaliada durante sete dias e o peso de pupas foi aferido em
balanca analitica. A altura, da base da planta até o apice, foi avaliada aos 15,
30, 60 e 90 dias e a massa seca e o0 volume das raizes foram avaliados aos
90 dias. Confirmou-se a presenca do fungo em 52% das plantas via
pulverizacdo e 44% via drenching aos 15 dias. Na segunda avaliacdo, aos 30
dias, confirmou-se B. bassiana em 92% das plantas via pulverizagdo e 100%
via drenching. Aos 60 dias, ndo houve confirmacdo do fungo nas plantas
pulverizadas e no soil drenching houve presenca em 44% das plantas.
Endofiticamente, B. bassiana ocasionou baixa mortalidade de larvas de S.
frugiperda, 27,75% para pulverizacdo e 13,5% para drenching, ambas sem
diferenca significativa do controle, com mortalidade de 13,75%. As
caracteristicas agronémicas foram iguais estatisticamente. Conclui-se que B.
bassiana € capaz de colonizar endofiticamente plantas de ldpulo, que a
persisténcia € maior em plantas inoculadas via soil drenching e plantas

colonizadas permaneceram suscetiveis ao ataque de S. frugiperda.

Palavras-chave: Lupulo; endofitismo; lagarta-do-cartucho; Manejo Integrado

de Pragas.
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ABSTRACT

ABREU, Leticia Moamad de Sales; M.Sc.; State University of Northern
Fluminense Darcy Ribeiro; october 2024; ENDOPHYTIC COLONIZATION OF
HOPS Humulus Ilupulus BY THE FUNGUS Beauveria bassiana
(ASCOMYCOTA: HYPOCREALES) AND POSSIBLE EFFECTS ON THE
FALL ARMYWORM Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE);
Advisor: Gerson Adriano Silva.

The current solutions for phytosanitary problems in hops (Humulus lupulus)
are insufficient to reduce pest-related losses. The fungus Beauveria bassiana
has been used in foliar sprays for pest control, and its endophytic application
is considered a promising approach. This study aimed to analyze whether B.
bassiana can endophytically colonize H. lupulus plants and, if so, whether this
colonization negatively affects Spodoptera frugiperda and improves the
agronomic traits of the plants. Fifty-day-old Cascade hop seedlings were
transplanted into 1.5-liter pots containing solarized soil. A completely
randomized experimental design was used, consisting of two treatments
(fungus inoculated and control) with 25 replicates. Beauveria bassiana isolate
LPP139 was applied at a concentration of 1x102 conidia/mL. Inoculations were
performed 30 days after transplanting using two methods: foliar spraying and
soil drenching. In the foliar spraying treatment, 2 mL of the fungal suspension
was applied using an airbrush, and the plants were covered with a plastic bag

for 24 hours before removal of the bags. In the soil drenching treatment, 100



mL of the suspension was poured directly onto the soil. To confirm
colonization, leaves were extracted and macerated with 1 mL of Tween®20.
The supernatants were homogenized, plated on PCA medium in Petri dishes,
and incubated at 27°C with a 12h/12h light/dark photoperiod. Fungal presence
was assessed at 15, 30, 60, and 90 days after inoculation. To evaluate S.
frugiperda survival, leaves from colonized plants were collected 30 days post-
inoculation. Six trays, each with 16 wells, were used for the bioassays. The
treatments and control were evenly distributed among the wells. Two second-
instar larvae and two hop leaves were placed in each well (64 larvae per
treatment). Mortality was assessed over seven days, and pupal weight was
recorded using an analytical balance. Plant height (from the base to the apex)
was measured at 15, 30, 60, and 90 days, while dry mass and root volume
were measured at 90 days. The presence of B. bassiana was confirmed in
52% of the plants via foliar spraying and 44% via soil drenching at 15 days
post-inoculation. At 30 days post-inoculation, colonization was confirmed in
92% of sprayed plants and 100% of soil drenched plants. By 60 days, no
fungal presence was detected in sprayed plants, while 44% of drenched plants
were positive for the fungus. Endophytic B. bassiana caused low mortality in
S. frugiperda larvae, with 27.75% mortality in the foliar spray treatment and
13.5% in the soil drenching treatment, both statistically similar to the control
(13.75%). Agronomic traits showed no significant differences between
treatments. It was concluded that B. bassiana is capable of endophytically
colonizing hop plants, with persistence higher in plants inoculated via soll
drenching, and that plants colonized by the fungus remained susceptible to

attack by S. frugiperda.

Keywords: Hops; endophytism; fall armyworms; Integrated Pest Management.



1. INTRODUCAO

A cultura do lapulo Humulus lupulus Linnaeus, 1753, pertence a familia
Cannabaceae e € originaria do Oriente (Bremer et al., 2003; Korpelainen et al.,
2021). O ldpulo é de importancia econbmica nas indastrias alimenticia,
cervejeira e farmacéutica por conta das suas caracteristicas aromaticas e
fitoterapicas (Bocquet et al., 2018; Driskill et al., 2022; Paguet et al., 2022).
Humulus lupulus € uma cultura recém-introduzida e cultivada no Brasil, e ainda
carece de estudos especificos na area de fitossanidade. Dessa forma, €
necessario um manejo cuidadoso para evitar perdas na producéo.

A lupulina, encontrada nas inflorescéncias femininas chamadas de cones,
€ a responsavel por proporiconar amargor, aroma, sabor e estabilidade a
cerveja (Driskill et al., 2022; Paguet et al., 2022). Para que o lapulo cresca e
desenvolva suas inflorescéncias, estruturas com maior valor comercial, de
maneira adequada é necessario pleno sol, temperatura entre 20 a 30°C, pH do
solo entre 6 e 7 e implementacgéo de quebra-ventos para que ndo haja danos na
sua estrutura e principalmente na parte comercializada, os cones. A propagacéao
mais utilizada € a assexuada (macroestaquia) que proporciona uma maior

uniformidade no cultivo (Paguet et al., 2022).

O mercado do lupulo € dominado pelos Estados Unidos e pela Alemanha,
detentores de aproximadamente 75% da producdo mundial (Raiser, 2011; Beer
Learning, 2020). No ano de 2023, quando comparado ao ano anterior, houve

crescimento de 40% em relagdo ao numero de produtores de lUpulo e aumento



de 130% da area cultivada no Brasil (Leal et al., 2024). No pais observa-se um
interesse em produzir lUpulo por conta do crescimento de cervejarias e
medicamentos fitoterapicos, e por ser uma cultura relativamente recente torna-
se necessario um maior aprofundamento sobre o manejo da cultura (Aquino et
al., 2022; Menezes e Fernandez, 2022).

Em paises onde o ldpulo é cultivado em larga escala ha registros de
diversas pragas, como acaros, insetos das ordens Hemiptera, Coleoptera e
Lepidoptera (Aquino et al., 2022; Menezes e Fernandez, 2022; Violento et al.,
2022). No entanto, ainda ndo ha registros de inseticidas no Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (AGROFIT, 2023) para o controle de
pragas na cultura, assim, outros métodos de controle surgem como candidatos
para tamponar esta lacuna. E importante salientar que métodos de controle
devem ser eficientes, seguros ao meio ambiente e tenham custo de
implementacdo acessivel aos agricultores (Aquino et al., 2022; Santos et al.,
2022; Violento et al., 2022).

Dentre as lagartas desfolhadoras esta a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga
polifaga, migratoria e nativa da América, causadora de danos em culturas ao
redor do mundo como algodéo, arroz, milho, soja e sorgo (Panizzi et al., 2012;
Paredes-Sanchéz et al.,, 2021; Tay et al., 2023; Wyckhuys et al., 2024). Seu
desenvolvimento é holometabolo, possuem habito noturno e o ciclo de vida é
de, em média, 30 dias (Panizzi et al., 2012). Os adultos apresentam coloragéo
marrom e as fémeas ovipositam cerca de 1.500 ovos ao longo do ciclo (Cruz,
1995). As lagartas em instares iniciais raspam o limbo foliar e as mais velhas
se alimentam de folhas e brotos novos (Cruz, 1995; Gallo et al., 2002).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) visa o uso de programas de controle
que impecam que a densidade de uma praga cause dano econémico em uma
plantacdo, a partir de diferentes métodos de controle, que ndo causem danos ao
meio ambiente e sejam adaptados a cada sistema de cultivo (Picanco et al.,
2014). Os métodos utilizados para o controle de S. frugiperda sdo o controle
quimico, controle biolégico (virus, bactérias, predadores, parasitoides e fungos
entomopatogénicos), controle comportamental e resisténcia de plantas (Gallo
et al., 2002; Figueiredo et al., 2004; Figueiredo et al., 2018; Paredes-Sanchéz et

al., 2021). No controle bioldgico, os fungos entomopatogénicos tém destaque,



pois sdo virulentos para imaturos e para adultos de um amplo nimero de
espécies de insetos (McGuire e Northfield,2020).

O fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912, pertence ao filo
Ascomycota e a ordem Hipocreales (Alexopoulos et al., 1996). Além da
capacidade como agente biolégico contra insetos e acaros, B. bassiana também
tem sido estudada devido sua capacidade de colonizar plantas endofiticamente
(Jaber e Enkerli, 2017; Jaber e Ownley, 2018) como algodao, batata, banana,
cacau, café, milho e tomate (Vega, 2018; Bamisile et al., 2018). A capacidade de
colonizar plantas endofiticamente permite que o fungo esteja protegido de
fatores externos, o que pode aumentar as chances de infectar e futuramente
matar insetos-praga e promover o crescimento das plantas (Parsa et al., 2013;
Jaber e Enkerli, 2017; Jaber e Araj, 2018; Jaber e Ownley, 2018; Russo et al.,
2019; Bamisile et al., 2021).

A inoculacdo do fungo endofitico pode ocorrer de forma natural, ou por
meio de métodos artificiais, como soil drenching, imersdo de raizes e
pulverizacao foliar, o ultimo método sendo o mais utilizado (Agrios, 2005; Parsa
et al.,, 2013). A eficiéncia dos métodos de inoculacdo é afetada por fatores,
como temperatura, umidade, cepa fangica e espécie vegetal (Parsa et al., 2013;
Bamisile et al., 2018).

O estudo de B. bassiana como fungo endofitico em IUpulo, como possivel
agente de controle bioldgico de pragas e promotor de crescimento de plantas
pode contribuir para o aumento da produtividade no cultivo, além de reduzir
gastos no manejo de pragas durante o ciclo da cultura com métodos de controle
excessivos e pouco sustentadveis em uma cultura que vem crescendo e se
mostrando com grande potencial.

No Brasil, ja houve registro do género Spodoptera spp. alimentando-se de
plantas de Idpulo (Junior et al., 2024). Na casa de vegetacdo do laboratério de
Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
também foi relatado o aparecimento do género, sendo assim por estes motivos
a espécie S. frugiperda foi escolhida como inseto-modelo para este trabalho.

Como hipotese, o fungo B. bassiana coloniza endofiticamente plantas de
l[Upulo e possui interacdo negativa sobre S. frugiperda, portanto, o objetivo é
analisar se o fungo coloniza de forma endofitica plantas de H. lupulus e se,

qguando a planta é colonizada, o fungo apresenta uma interacdo negativa sobre



Spodoptera frugiperda e se é capaz de melhorar as caracteristicas agronémicas

das plantas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura Humulus lupulus

O ldpulo (Humulus lupulus L.) pertence a ordem Rosales e a familia
Cannabaceae. E uma planta originaria do sul da China, perene de habito
trepador (Bremer et al.,2003; Aquino et al., 2022) e atualmente encontra-se
difundida em regifes temperadas dos hemisférios Norte e Sul (Almaguer et al.,
2014; Korpelainen et al., 2021).

O ldpulo possui grande valor econémico na industria alimenticia, sendo
essencial para a industria cervejeira, devido as suas propriedades aromaticas e
conservantes. Sdo os granulos de lupulina (Figura 1) encontrados em suas
inflorescéncias femininas nao fertilizadas, popularmente conhecidos como
cones, que fornecem o sabor, amargor, aroma e estabilidade microbiana da
cerveja devido as resinas e os 6leos essenciais (Driskill et al., 2022; Paguet et
al., 2022). Os cones possuem estruturas semelhantes a pétalas estipulares,

denominadas bracteas, ao redor de um eixo central (Almaguer et al., 2014).



Figura 1. Granulos de lupulina nas bracteas de inflorescéncias. Imagem de
Sposito et al., 2019.

Na primavera, quando os dias sdo mais longos e as temperaturas mais
altas, os ramos principais sdo formados a partir dos brotos originarios da coroa
ou dos rizomas e atingem em média oito metros de altura. Neste ponto se
d4 o maximo de desenvolvimento e inicia-se a emissdo de ramos laterais, onde
sdo emitidas as inflorescéncias (MAPA, 2022). As raizes do ldpulo podem
alcancar 1,5 metros de profundidade, podem se distribuir por um raio 1,5 m
lateralmente (Spoésito et al., 2019) e nos rizomas pode ocorrer a acumulacao de
reservas energéticas que serdo utilizadas na fase de dorméncia (MAPA, 2022).
Durante o outono, as folhas e ramos comegam a senescer e 0s nutrientes sédo
transferidos para os rizomas (Spésito et al., 2019; MAPA, 2022). Em regides de
clima temperado a planta entra em dorméncia no outono e inverno (MAPA,
2022).

O Ilupulo é uma planta dioica, porém apenas as plantas femininas
apresentam cones, estruturas desejadas para cultivo e comercializacdo (Spésito
et al., 2019; MAPA, 2022). Cada inflorescéncia feminina pode apresentar até
10.000 glandulas de lupulina (Spésito et al.,, 2019; MAPA. 2022). A lupulina
aparenta um aspecto de resina, de coloragdo amarelada e fica aderida nas
bracteas, que estdo conectadas a um eixo central (raque) (Rossini et al., 2021).

O lapulo se desenvolve bem em temperaturas entre 20 a 30°C e precisa
de 14 a 16 horas de luz por dia para que possa crescer e florescer (Spoésito et
al., 2019; MAPA, 2022). A latitude ideal para cultivo é entre 35° e 55°, porém no



Brasil é possivel encontrar cultivos de Norte a Sul (MAPA, 2022). Para o
cultivo, o pH ideal do solo € de 6 a 7, o solo deve ser leve, profundo, bem
drenado e deve haver boa disponibilidade de agua. A implementacéo de quebra-
ventos € importante, uma vez que qualquer atrito causado nas bracteas
ocasionara em lesGes que tornara as inflorescéncias inviaveis para venda,
além dos ventos prejudicarem o tutoramento da planta (MAPA, 2022).

A propagacao da cultura pode se dar de forma sexual e assexual. Na
forma assexual utiliza-se pedacos do rizoma e parte do entrend6 com gemas
opostas, oque proporciona uma maior uniformidade no cultivo (Rossini et al.,
2021; Paguet et al., 2022). Ja na forma sexual utiliza-se sementes resultantes

da polinizag&o (natural ou artificial) (Paguet et al., 2022).

2.2 Mercado do lupulo e da cerveja

Os Estados Unidos e a Alemanha sé@o os detentores das maiores areas
cultivadas de lapulo, representando aproximadamente 75% a 80% da producao
mundial (Raiser, 2011; Almaguer et al., 2014). Em 2019, os Estados Unidos foi
0 maior produtor com uma producéo anual de 49 mil toneladas e a Alemanha
produziu 42 mil toneladas (MAPA, 2022). Em 2022, o Brasil importou 4,7 mil
toneladas de lapulo, totalizando um valor de mais de 450 milhdes de reais
(Aquino et al., 2022; MAPA, 2022).

As plantas de lupulo, além do uso no mercado cervejeiro, possuem
utilizacdo medicinal devido a riqueza de variedades de compostos fendlicos.
Possuem efeito relaxante devido os compostos sintetizados pela planta e por
isso sdo recomendadas para fins de ansiedade, depresséo, estresse e insbnia.
Ademais, existem compostos que possuem potencial no tratamento anticancer,
como por exemplo, o Xanthohumol, um flavanoide prenilado. (Kyrou et al., 2017;
Jiang et al., 2018).

No cenério brasileiro, observa-se um aumento significativo do interesse e
da relevancia econdmica do ldpulo na industria de cervejas artesanais e o
consequente crescimento do mercado cervejeiro (Aquino et al., 2022; MAPA,
2022). Do ano de 2022 para 2023 houve um crescimento de 40% do numero de
produtores de ldpulo no pais e um aumento de 130% da é&rea cultivada

(hectares) (Leal et al., 2024). Santa Catarina € o estado que possui maior area



cultivada, 34 hectares e o que mais produziu as inflorescéncias, com um total de
21,8 toneladas, referente as safras 2022/2023. Ja o Rio de Janeiro aparece em
quarta colocacao, com 11,2 hectares cultivados e uma producéo de 8 toneladas.
A variedade mais cultivada no pais atualmente é a Comet (31,6%), seguida por
Cascade (24,1%), Saaz (11,1%), Chinook (6,4%) e Zeus (5,2%) (Leal et al.,
2024).

Em 2023, a Alemanha tornou-se o principal pais exportador mundial de
cerveja, comercializando cerca de 1.856.864 litros, o que representa 27,2% do
valor total de importacGes brasileiras de cerveja (Brasil, 2024). Os principais
clientes do Brasil sdo os vizinhos sul-americanos, representando 96,2% do
faturamento nacional, sendo o Paraguai o responsavel pela compra de maior
parte da bebida, 138.682.070 litros, simulando 59,8% do total (Brasil, 2024).

Ao todo existem 1.847 cervejarias registradas no Brasil. A regido Sudeste
conta com 46,3% das cervejarias registradas no pais e o estado de Séao Paulo &
lider neste quesito, o qual apresenta 410 cervejarias, enquanto o Rio de Janeiro
ocupa a sexta posicdo com 129 estabelecimentos. Ambos o0s estados
apresentaram crescimento em relagdo ao ano de 2022 (Brasil, 2024).

Em 2022 foram registrados 42.831 produtos em cervejarias e em 2023
registraram-se 45.648 produtos, um aumento de 6,6% (Brasil, 2023; Brasil,
2024). As regibes Sul e Sudeste sdo detentoras da maior concentracdo de
produtos registrados, sendo S&o Paulo, novamente, o estado com maior nimero
de cervejas registradas (13.654) e o Rio de Janeiro aparece em quinto lugar
com 3.732. De todo o volume de cerveja declarado, 14.766.280.095 litros da
bebida foram fabricados a partir de inflorescéncias internacionais, enquando
apenas 41.401.123 litros foram originados de lUpulo nacional (Brasil, 2024).

Dentre as regides do estadodo Rio de Janeiro, a regido serrana — Nova
Friburgo e Petropolis — concentra a producdo de lupulo e de cerveja no estado
(Brasil, 2024). Ha relatos de que a producdo no estado iniciou-se no ano de
2016, e desde entdo se tem observado um aumento na area de producéo, onde
se destaca o cultivo das variedades Saaz, Cascade, Sorachi Ace, Brewers,
Nugget e Cristal (Aquino et al., 2022). O municipio de Nova Friburgo possui 15
estabelecimentos registrados, atras apenas do Rio de Janeiro, com 17 unidades
(Brasil, 2024). Essa producgdo é resultado do incentivo dado aos agricultores

pelo mercado promissor das cervejas artesanais e pela criacdo da Lei Estadual



n° 7954/2018 (Rio de Janeiro, 2018), que criou o0 Polo Cervejeiro Artesanal da
Regido de Nova Friburgo, e estabelece a festa anual da cerveja artesanal.
Esses dados sdo uma prova do potencial econdmico e criativo que a industria
cervejeira artesanal pode oferecer.

Apesar da quantidade de cerveja exportada ter diminuido no periodo
2021-2022, observou-se aumento na relacao valor/peso (US$/kg) e aumento no
namero de paises que o Brasil exportou cerveja, comprovando a valorizacdo
do produto nacional (Brasil, 2023). Por isso, o lupulo tem ganhado destaque e
despertado o interesse de produtores e pesquisadores brasileiros, que buscam
solugbes para os desafios enfrentados na producdo nacional (Aquino et al.,
2022). Este crescimento € exemplificado pelos inUmeros cultivos que tém sido
registrados em diferentes estados do pais, inclusive no Rio de Janeiro (Menezes
e Fernandez, 2022).

Apesar do mercado consumidor do lupulo no Brasil ser bem expressivo, a
producdo nacional desta cultura ainda € considerada incipiente. S&o poucas as
informacdes disponiveis sobre a adaptabilidade da planta, assim comode suas
variedades e cultivares, as condi¢cdes ambientais e de solo existentes em nosso
pais. Portanto, faz-se necessario investir em pesquisas e estudos que
possibilitem uma melhor compreensédo das necessidades gerais da cultura do

lGpulo (Aquino et al., 2022; Menezes e Fernandez, 2022).

2.3 Problemas fitossanitarios na cultura do lupulo

O lapulo é uma cultura recentemente introduzida e cultivada no Brasil e
ndo existem muitos estudos direcionados a linha de pesquisa de fitossanidade,
por isso exige um manejo cuidadoso para prevenir perdas na producdo. Ainda
nao existe produto de controle quimico destinado a essa cultura, o que faz do
controle biolégico uma estratégia intessante, uma vez que é destinado a uma
ampla gama de pragas independente da cultura que ela habita (Aquino et al.,
2022; AGROFIT, 2023; MAPA, 2022).

Dentre os patdgenos registrados nas lavouras mundiais de lUpulo estdo
os fungos Erysiphe diffusa, Podosphaera macularis, Fusarium culmorum,
Pseudoperonospora humuli e Plasmopara viticola (Silva, 2021; MAPA, 2022).

As pragas mais comuns que atacam o lUpulo sdo acaros, moscas-branca,



cigarrinhas, cochonilhas, pulgbes, formigas cortadeiras, lagartas e besouros
desfolhadores (Spésito et al., 2019; Menezes e Fernandez, 2022). Entre essas,
0 4caro-rajado (Tetranychus urticae) causa perdas significativas a cultura. No
entanto, o uso do acaro predador Phytoseiulus persimilis tem sido eficiente para
o controle do acaro rajado (Aquino et al., 2022; Violento et al., 2022).

As lagartas se alimentam do limbo foliar e podem ocasionar
desfolhamento generalizado das plantas. J4 foram listadas seis familias da
ordem Lepidoptera que prejudicam a producéo de plantas de lupulo: Crambidae,
Erebidae, Geometridae, Noctuidae, Nymphalidae e Tortricidae. No estado do
Rio de Janeiro foram encontradas lagartas da familia Noctuidae se alimentando
das folhas (Menezes e Fernandez, 2022).

O canhamo, Cannabis sativa (Rosales: Cannabaceae), cultura da mesma
familia do ldpulo, apresentou registros, na Améria do Norte, de lagartas da
familia Noctuidae, das espécies Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda,
Spodoptera exigua e Trichoplusia ni, causando desfolhamento e danos nos
botbes florais (Arey et al., 2022).

Nos Estados Unidos ha registro da lagarta Hypena humuli (Lepidoptera:
Erebidae), conhecida como lagarda-do-lUpulo, caracterizada como praga
emergente que preocupa produtores devido seus danos nas folhas e nos cones
(Grasswitz e James, 2008). No Brasil had evidéncias da lagarta Spodoptera
cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) em cultivo de lapulo no estado de Santa
Catarina, sendo esta uma praga polifaga, presente em todo territério nacional e
causadora de prejuizos na producao final (Junior et al., 2024).

Conforme Aquino (2022), é necessario conhecer os problemas
fitossanitarios que ocorrem na espécie vegetal, uma vez que ndo ha produtos
registrados pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (AGROFIT,
2023) e por isso devem-se considerar estratégias ligadas, por exemplo, ao

controle bioldgico (Aquino et al., 2022; Violento et al., 2022; Santos et al., 2022).

2.4 A praga Spodoptera frugiperda

O género Spodoptera inclui em torno de 30 espécies espalhadas em
cinco continentes (Montezano et al., 2019). Spodoptera frugiperda J. E. Smith

(Lepidoptera: Noctuidae) (Figura 2) conhecida popularmente como lagarta-do-
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cartucho ou lagarta-militar € um inseto polifago, migratério e altamente
adaptavel (Silva et al., 1968; Panizzi et al., 2012; Paredes-Sanchéz et al.,2021;
Abbas et al., 2022). E uma praga nativa do continente americano e na Gltima
década foi introduzida na Africa, Asia e Oceania, causando danos nas culturas
durante todo o ano (Montezano et al., 2019; Tay et al., 2023; Wyckhuys et al.,
2024).

Figura 2. Lagarta de Spodoptera frugiperda em folha de milho. Retirado de Mais
Agro — Syngenta Brasil, 2021.

O ciclo de vida de S. frugiperda compreende as fases de ovo, larva, pupa
e adulto (Gallo et al., 2002; Panizzi et al.,, 2012). Os ovos séo de coloracéo
amarela e sdo depositados em “massa“ nas folhas das plantas hospedeiras,
sendo os ovos encobertos por escamas e cada massa de ovos possui entre 200
a 300 ovos. Cada fémea pode produzir até 1500 ovos durante a fase adulta. O
periodo de incubacdo € de 2 a 3 dias a 25°C. As lagartas recém-eclodidas se
alimentam da casca do ovo, em seguida passam a se alimentar de folhas e
brotos tenros (Cruz, 1995; Gallo et al., 2002). O periodo larval dura entre 12 e
30 dias, neste periodo as larvas passam por seis instares, no Ultimo instar as
larvas medem cerca de 50 milimetros de comprimento (Panizzi et al., 2012). A
coloracdo varia de cinza-escuro a marrom, pode-se observar uma faixa dorsal
com pontos pretos e como principal caracteristica um “Y” invertido na cabeca
(Cruz, 1995; Gallo et al., 2002). No fim do periodo larval as lagartas migram
para o solo e transformam-se em pupas (tipo obteca) de cor marrom-
avermelhada (Cruz, 1995). O periodo de pupa dura cerca de oito dias. Os

adultos possuem uma envergadura de 35 milimetros e sdo de coloracdo



amarronzada (Gallo et al., 2002). Sdo de habito noturno, possuem dimorfismo

sexual e a longevidade do adulto € de cerca de 12 dias (Panizzi et al., 2012).

2.5 Métodos de controle de Spodoptera frugiperda

O uso de inseticidas € o principal método utilizado para o controle de S.
frugiperda, no entanto o manejo da lagarta € um desafio para os produtores
devido ao desenvolvimento de resisténcia a inseticidas sintéticos (Abbas et al.,
2022; Wyckhuys et al., 2024). Atualmente, j& foram constatados populacdes de
S. frugiperda resistentes a fosforados, carbamatos, clorofosforados, piretroides e
diamidas (Gallo et al., 2002; Paredes-Sanchéz et al., 2021).

Em relacdo ao uso de produtos quimicos junto de produtos alternativos,
Yoon e Tak (2023) comprovaram a eficacia dos residuos de lupulo provenientes
das cervejarias como sinergistas a inseticidas para controlar S. frugiperda.
Houve aumento potencial de quimicos convencionais contra S. frugiperda, o que
promoveu repeléncia e uma taxa de mortalidade significativa em larvas quando
em comparacdo com o0 uso de inseticidas sem os residuos. Esse resultado
indica que o lupulo produz compostos bioativos, terpenoides e flavanoides, que
impedem a alimentacdo do inseto e reduz danos as culturas. O uso desses
residuos como adjuvantes representa uma estratégia sustentavel e econdémica
para o manejo da praga, consequentemente ha reducao do impacto ambiental e
retardo o desenvolvimento de resisténcia do inseto.

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) € um conjunto de medidas para
controle de pragas que procura preservar e incrementar os fatores de
mortalidade natural, através do uso integrado dos métodos de controle
selecionados com base em parametros econdémicos e ecoldgicos (Gallo et al.,
2002; e Cranston, 2014). No MIP um inseto s0 € considerado praga quando sua
densidade populacional atinge o nivel de dano econdmico, ou seja, neste
momento os danos devido ao seu ataque (prejuizos) sdo iguais aos custos de
seu controle (Gallo et al., 2002; Gullan e Cranston, 2014; Picanco et al., 2014).
Os componentes do MIP séo a diagnose, a tomada de decisdo, as estratégias e
os meétodos de controle (Picanco et al., 2014). Devido o uso excessivo de
inseticidas, torna-se necessario combinar o controle quimico com outras praticas
de controle (Wyckhuys et al., 2024).
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Uma opcéao de controle de S. frugiperda é o uso de agentes microbianos,
como os fungos entomopatogénicos, a bactéria Bacillus thuringiensis e o virus
Baculovirus spodoptera (Valicente e Tuelher, 2009; Valicente, 2015; Abbas et
al., 2022; Wyckhuys et al., 2024). Dentre os fungos entomopatogénicos, muitos
estudos afirmam que numerosos isolados de Beauveria bassiana (Balsamo)
Vullemin (Ascomycota: Hypocreales) e Metarhizium anisopliae Metschnikoff
(Ascomycota: Hypocreales) sdoencontrados a campo ocasionando mortalidade
de larvas (Altaf et al., 2023), inviabilidade de ovos e pupas, e ndo emergéncia
de adultos de S. frugiperda (McGuire e Northfield, 2020; Abbas et al., 2022).

Durante o processo de infeccdo de um inseto os esporos de B. bassiana
e M. anisopliae germinam, penetram a cuticula e apds acessar o interior dos
hospedeiros, liberam toxinas que causam a morte (Alves, 1998). Se as
condicbes ambientais forem adequadas pode ocorrer esporulacéo fora do corpo
do hospedeiro, dando continuidade ao ciclo (Isman et al., 2020; Tay et al.,
2023).

Dentre as vantagens de adotar-se o controle microbiano estdo, a
capacidade de multiplicacdo e dispersdo dos esporos no ambiente através dos
individuos de uma populacdo; os patdbgenos permanecem na area, solo ou nos
cadaveres, possibilitando a transferéncia de esporos entre geracdes; a producao
é feita em grande quantidade; e além da mortalidade direta é capaz de diminuir
a oviposigao, diminuir a viabilidade de ovos e aumentar a sensibilidade da
populacdo a outros agentes biolégicos e quimicos (Alves, 1998; Bamisile et al.,
2021; Altaf et al., 2023). Contudo, existem limitacbes na implementagédo do
controle biologico, como a variabilidade na eficacia dos agentes em diferentes
condi¢bes ambientais e o desenvolvimento da infec¢cdo no inseto pode depender
da suscetibilidade do hospedeiro, da populacéo total e da taxa de transferéncia
de esporos entre os infectados e os saudaveis (Bamisile et al., 2021; Wyckhuys
et al., 2024).

2.6  Fungos endofiticos

O termo “endofitico” veio de Bary (1884) que se referia a um fungo ou
uma bactéria que permanece no interior de tecidos vegetais e ndo causa

sintomas de doencas (Vega, 2018). Os fungos endofiticos sdo onipresentes e
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dominados pelo filo Ascomycota (Vega, 2018). A partir da relagdo mutualista
com o hospedeiro, o fungo é capaz de proporcionar aumento de resisténcia a
patdogenos, maior tolerdncia a condicdes ambientais adversas, melhorias na
absorcao de nutrientes e producédo de compostos biotivos (Gange et al., 2019) e
a planta hospedeira oferece nutricdo e protecdo para o microrganismo (Devi et
al., 2023).

O primeiro relato de fungos endofiticos foi feito por Petrini (1981) onde o
autor aborda a presenca de Lecanicillium lecanii em espécies vegetais da
familia Araceae. Por sua vez, o primeiro relato de ocorréncia natural de B.
bassiana na forma endofitica foi relatado de Bills e Polishook (1991) em plantas
de Carpinus caroliniana, conhecidas como pau-ferro, nos Estados Unidos.

Endofiticos s&o importantes devido a producdo de metabdlitos
secundarios, que podem ter acdo antiherbivoria (Gange et al., 2019) e alguns
sdo capazes de serem transmitidos verticalmente através das sementes
(Quesada-Moraga et al., 2014). A composicdo das comunidades fungicas
endofiticas pode variar dependendo da espécie de planta hospedeira, da parte
da planta colonizada e das condigcbes ambientais. Alguns dos metabdlitos
produzidos sdo alcaloides, terpenos, terpenoides, policetideos, xantonas,
isocumarinas, flavonoides, lactonas, fendlicos, esteroides e tetralonas (Devi et
al., 2023).

Segundo Gange et al. (2019), pode-se constatar que o0s fungos
endofiticos sdo capazes de afetar significativamente a populacdo de insetos,
especialmente de sugadores, e a sobrevivéncia de larvas, a depender
principalmente das ordens de insetos e o grau de especializacdo dos
hospedeiros.

Dentre os fungos endofiticos mais estudados atualmente estdo espécies
do género Trichoderma, comumente conhecidos por serem saprofiticos de solo
com atividades antifiUngicas, porém algumas espécies sao capazes de
estabelecer associacfes simbioticas com plantas, o que pode influenciar a
toler&ncia destas a fatores de estresses abioticos e bioticos. Existem registros
de isolados que influenciam positivamente as caracteristicas agronémicas e que
sdo patogénicos a insetos pela produgédo de compostos inseticidas, que ativam

as defesas das plantas (Harman et al., 2004; Natsiopoulos et al., 2024).
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2.7 Fungo endofitico e entomopatogénico: Beauveria bassiana

Fungos s&@o microrganismos eucariotos, heterotréficos de forma e
tamanho variaveis, com células complexas, parede celular constituida, em sua
maioria, de quitina e possuem glicogénio como carboidrato primario
(Alexopoulos et al., 1996; Alves, 1998). Existem fungos que se destacam por
serem letais a artropodes: os entomopatogénicos. Estes vém sendo cada vez
mais explorados no Manejo Integrado de Pragas, uma vez que infectam
diferentes estagios de desenvolvimento do hospedeiro, matam insetos de
diversas ordens, por ndo poluirem o meio ambiente (Alves, 1998; Gange et al.,
2019; Bamisile et al., 2021), e ocorrem naturalmente em diferentes espécies de
plantas (Vega, 2018). Esses fungos pertencem a diferentes classes, como
Oomycota, Chytridiomycota, Basidiomycota, = Entomophthoromycota e
Ascomycota, porém os membros das duas Ultimas classes que realmente se
destacam no controle de insetos-pragas (Litwin et al., 2020).

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin pertence a ordem Hipocreales,
ao filo Ascomycota e foi o primeiro fungo a ser estudado com detalhes por
Agostino Bassi (Alexopoulos et al., 1996). Sua forma imperfeita € conhecida
como Cordyceps bassiana (Barnett e Hunter, 1972). E causador da muscardina
branca em insetos (Alexopoulos et al., 1996), encontra-se no solo, assim como a
maioria dos entomopatdégenos (Litwin et al., 2020) e sua patogenicidade pode
ser de maneira direta (infeccéo e producao de toxinas) ou indireta (producéo de
metabadtilos nas plantas) (Gange et al., 2019). Os insetos hospedeiros de B.
bassiana s&o os mais diversos, onde se destacam besouros, borboletas,
cigarras, formigas, moscas, vespas, entre outros (Alexopoulos et al., 1996), e o

fungo foi reisolado de mais de 707 espécies (Bamisile et al., 2021).

A cuticula dos insetos é uma barreira fisico-quimica que o0s protege
contra a perda de &gua, fornece protecdo mecéanica e protege contra agentes
xenobiodticos (Alexopoulos et al., 1996; Alves, 1998). Durante o processo
infectivo, os esporos de B. bassiana aderem ao tegumento do inseto,
germinam no periodo de 12 a 18 horas, sendo dependente da presenca de
nutrientes (Alves, 1998). H4 a formacao de apressorios, na extremidade do tubo
germinativo, e em sua parte inferior pode haver uma diferenciacado da hifa que
facilita o processo de penetracdo na cuticula (Alves, 1998; Bamisile et al., 2021).

A penetracdo envolve os processos fisicos e quimicos, onde ha o rompimento
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das partes membranosas e elaboragdo de enzimas, respectivamente (Alves,
1998). Apds 72 horas da inoculacdo, o hospedeiro ja esta colonizado e morre
por conta da falta de nutrientes e do acumulo de substancias toxicas (Alves,
1998). Sobre o cadaver € possivel encontrar uma massa branca formada por
uma grande quantidade de conidi6foros e conidios.

As condi¢cbes ambientais ideais para B. bassiana sao temperaturas entre
23 e 28°C e umidade relativa em torno de 90% (Alves, 1998), protecao contra
radiagdo UV-B e UV-A, carbono proveniente de exsudados de raizes como fonte
de energia e presenca de insetos hospedeiros (Chandler, 2017). Quando
pulverizados, os esporos ficam sujeitos a condicbes adversas, e
consequentemente podem ficar inviaveis no campo, sem germinar e reduzindo
sua eficacia, por conseguinte, ndo é capaz de infectar os insetos (Jackson et al.,
2010). Para sanar este problema, a inoculagcéo visando o endofitismo pode ser
um método Util tendendo a reducdo dos efeitos negativos dos estresses
abidticos e da acao de fungicidas (contato) sob o fungo (Vega, 2018).

Além da habilidade de serem eficazes no controle de muitas pragas que
causam perdas econdmicas em lavouras, B. bassiana também tem sido
estudado em sua forma endofitica, pela sua capacidade de promover o
crescimento das plantas (Jaber e Araj, 2018; Russo et al., 2019; Bamisile et al.,
2021), por atuarem como antagonistas de doencas de plantas (Jaber e Salem,
2014; Jaber, 2015) e por colonizarem a rizosfera (Leger, 2008). A abordagem no
uso de entomopatégenos como promotores de crescimento pode ampliar a
utiizacdo de B. bassiana na agricultura e essa interacdo traz beneficios
relacionados a nutricdo e protecdo oferecidos ao hospedeiro (Parsa et al., 2013;
Jaber e Enkerli, 2017; Jaber e Araj, 2018; Jaber e Ownley, 2018; Bamisile et al.,
2021).

Estudos utilizando B. bassiana como fungo endofitico foram e estado
sendo realizados (Vega et al.,, 2008) em diversas culturas, como algodao
(Gurulingappa et al., 2010; Lopez et al., 2014; Lopez e Sword, 2015), banana
(Akello et al., 2007), cacau (Posada e Vega, 2005), café (Posada et al., 2007),
feijao (Parsa et al., 2013), mandioca (Greenfield et al., 2016), pimenta (Jaber e
Araj, 2018; Saragih, 2019), soja, trigo (Sanchez - Rodriguez et al., 2018; Russo
et al., 2019), sorgo (Tefera e Vidal, 2009), tomate (Qayyum et al., 2015; Silva et

al., 2020) dentre outras.
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2.8 Métodos de inoculacéo endofitica do fungo Beauveria bassiana

Dentre os métodos de inoculagéo ja testados para estabelecimento de B.
bassiana estéo inje¢cdes no caule, tratamento de sementes, imersdes de raizes
e rizomas, pulverizacdes foliares e soil drenching (Parsa et al., 2013). Os trés

altimos métodos sdo os mais utilizados (Vega, 2018).

A escolha do método de inoculacdo dependera de qual parte da planta
alvo deseja-se colonizar, da espécie do inseto a ser controlada, levando em
consideracdo seu habito alimentar, e do objetivo final, seja ele reduzir pragas
em uma lavoura, ou para atuar como promotores de crescimento da cultura,
ou ambas as alternativas (Bamisile et al., 2018; Bamisile et al., 2021). O
percentual de colonizacdo e a mobilidade e a persisténcia do endoéfito podem
depender da cepa fangica, espécie e idade da planta, temperatura, umidade
relativa do ar e do solo, microrganismos na planta e do solo, tipo de solo e
densidade do inéculo (Posada et al., 2007; Tefera e Vidal, 2009; Parsa et al.,
2013; Bamisile et al., 2018; Bamisile et al., 2021; Altaf et al., 2023).

A pulverizacdo foliar tem sido o método frequentemente utilizado em
trabalhos com fungos entomopatogénicos por apresentarem a capacidade de
colonizar os tecidos internos das plantas e ser mais facil de ser realizada a
campo (Posada et al., 2007). Neste método de inoculagdo, os estdmatos sao a
principal via de entrada dos fungos nas folhas (Agrios, 2005; Bamisile et al.,
2018).

Na inoculacéo via soil drenching, as raizes sdo as vias pelas quais o0s
fungos colonizam as plantas e a aplicacdo da suspensao fungica é realizada ao
redor da zona radicular (Bamisile et al., 2018). Em pimentdo, observaram-se
efeitos negativos no desenvolvimento e na taxa de fecundidade de Myzus
persicae, além de resultados satisfatorios na altura, nimero de folhas e peso
das massas frescas da parte aérea e da raiz apés a aplicacéo de B. bassiana e
Metarhizium brunneum via soil drenching (Jaber e Araj, 2018). O método de
imersdo de raizes mostrou-se eficaz em banana (Akello et al., 2007), tomate
(Qayyum et al., 2015) e pinheiro (Brownbridge et al., 2012; Bamisile et al.,
2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar se o fungo Beauveria bassiana coloniza de forma endofitica
plantas de Humulus lupulus L. e, se quando coloniza endofiticamente, o fungo

torna plantas de lapulo resistentes a Spodoptera frugiperda.

3.2 Objetivos especificos:

e Verificar se B. bassiana coloniza endofiticamente plantas de H. lupulus pelos

métodos de pulverizacao foliar e soil drenching;
o Verificar a persisténcia de B. bassiana em plantas de H. lupulus;

e Verificar se B. bassiana, quando coloniza as plantas, apresenta interacéo

negativa sobre larvas de S. frugiperda;

e Verificar se, quando colonizadas com o fungo endofitico, as plantas de H.

lupulus apresentam incremento nas caracteristicas agronémicas.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do fungo e producédo de conidios

Nesta pesquisa foi utilizado o isolado de Beauveria bassiana denominado
LPP 139 do acervo do setor de Patologia de Insetos da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). O isolado LPP 139 foi obtido pelo
isolamento de estruturas fungicas em cadaver de adulto da broca-do-café
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae) coletada em lavoura de café
no municipio de Bom Jardim, Rio de Janeiro.

Antes do inicio dos bioensaios, o isolado foi cultivado em Agar
Sabouraud Dextrose (SDA) e, ap0s a incubacao durante duas semanas a
26+1°C, os conidios foram recolhidos em ambiente estéril, a partir da
raspagem da superficie do meio de cultura com uma espéatula de metal,
colocados em Tween® 20 (0,02% v/v), homogeneizados e reinoculados em
arroz parboilizado. Foram utilizados 50 gramas de arroz, colocado em frasco
Erlenmeyer de 500 mL e adicionado 30 mL de agua destilada, em seguida
tampado com gaze e autoclavado por 20 minutos a 120°C antes da inoculacao.
Apds 10 dias e em ambiente controlado (BOD), a 26+1°C e fotoperiodo de
12h/12h, adicionou-se agua destilada com Tween® 20 (0,02% v/v) nos
Erlenmeyers para realizar a separagdo dos conidios de B. bassiana do arroz.
Por trés vezes, as suspensdes foram centrifugadas em voértex e o sobrenadante

descartado, a cada ciclo de centrifugacao foi adicionado 40 ml de 4gua destilada

19



conforme a necessidade. Em seguida foi preparada suspencdes fungicas na
concentracdo de 1x10° conidios/mL &gua destilada e para isso foi utilizada a
camara de Neubauer. Tween® 20 (0,02% v/v) foi utilizado como agente

tensoativo (Silva et al., 2020).

4.2 Obtencao dos insetos

As lagartas de segundo instar de S. frugiperda foram obtidas da criacao
massal do setor de Manejo Integrado de Pragas da UENF, onde sé&o criadas de
acordo com metodologia adaptada de Kasten et al. (1978) e alimentadas em

dieta artificial & base de feijao, levedo de cerveja e germe-de-trigo.

4.3 Obtencdo de mudas de lupulo

As mudas de H. lupulus L. cultivar ‘Cascade’ foram adquiridas do
matrizeiro, com idade média de dois anos, pertencente do setor de Grandes
Culturas da UENF. As mudas foram obtidas através de propagacéo vetegativa
realizada com estacas feitas a partir de hastes de plantas de lapulo (Figura 3).
As estacas apresentavam cerca de seis centimetros de altura e um par de
folhas, onde retirava-se 50% de area foliar. As estacas foram higienizadas com
hipoclorito de sédio 0,5% durante cinco minutos e em seguida enxaguadas com
dgua e foram mantidas em tubetes (260 cm3) com substrato solarizado,
processo o qual o solo se mantém durantes trés dias em um solarizador a pleno
sol. As estacas permaneceram nos tubetes até o desenvolvimento do sistema
radicular. Quando o sistema radicular estava bem desenvolvido e por todo o
tubete, as mudas foram transplantadas para vasos de 1,5 litros, com solo
solarizado, e mantidas em casa de vegetagdo do Laboratorio de Entomologia e
Fitopatologia da UENF.

A adubacdo das plantas foi realizada a cada 30 dias, por trés vezes e
para tal utilizou-se a solugdo nutritiva Hoagland e Arnon (1950). A irrigacao foi
realizada diariamente, duas vezes ao dia. O tutoramento da haste principal e
remocao de brotacdes laterais foram realizados conforme a necessidade. Os

testes iniciaram-se quando as plantas tinham por volta de 65 dias de idade.
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Figura 3. Estacas de lupulo em desenvolvimento. A) Estacas em tubetes. B)
Raizes de mudas bem desenvolvidas — 30 dias. Fotos da autora.

4.4 Inoculacao de plantas de lupulo com o fungo Beauveria bassiana

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, iniciado no més de
janeiro até abril. Os tratamentos adotados neste bioensaio foram (1)
pulverizagao foliar; (2) soil drenching e; (3) controle (Figura 4). Para cada
tratamento foram utilizadas 25 plantas, onde uma foi considerada como uma
repeticdo. A suspensao flngica foi utilizada na concentracdo de 1x10° conidios
/mL de &gua. As aplicacbes foram realizadas depois da 16:00 horas, quando a
temperatura na casa de vegetacdo estava por volta de 25°C. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado (DIC).

No tratamendo de soil drenching (Figura 6), as plantas foram mantidas
sob estresse hidrico por 48 horas, e ap0s esse tempo, foram aplicados 100 mL
de suspenséao na superficie do solo (Greenfield et al., 2016). Este volume foi
previamente determinado, de forma a evitar percolacdo da suspenséo fungica
pelo vaso. No tratamento de pulverizacao foliar, cada planta foi pulverizada com
dois mililitros da suspenséo fungica com o auxilio de um aerdgrafo (TKA12,
Trato©). As bases das plantas foram previamente cobertas por papel aluminio
para evitar o escoamento da suspenséo para o solo (Altaf et al. 2023). Apds a
pulverizacdo, cada planta foi encoberta com saco plastico (5L), com o intuito de
gerar um microclima com alto teor de umidade, induzir a abertura de estdmatos,

e assim potencializar o acesso do fungo ao interior das folhas (Posada et al.,
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2007). ApGs 24 horas o saco plastico foi removido (Ramirez-Rodriguez e
Sanchez-Pend, 2016). O controle foi composto por plantas de IUpulo sem

aplicacao de suspensdo fungica, apenas agua de irrigacao.

A) soil drenching B) pulverizagéo foliar C) controle
Y
>< | —>

2mL 24 horas

Figura 4. Esquema representando os métodos de inoculacdo utilizados. A)
aplicacdo via soil drenching; B) aplicagdo por pulverizagéo foliar; C) Controle, plantas

ndo inoculadas. Fotos da autora.

4.5 Persisténcia de colonizacdo de Beauveria bassiana em plantas de

[Gpulo

A avaliacdo da persisténcia de B. bassiana nas plantas de lUpulo foi
baseada e adaptada da metodologia desenvolvida por Silva et al. (2020). As
avaliacdes ocorreram aos 15, 30, 60 e 90 dias pos-inoculacéo (PI). Para tal,
folnas de plantas de cada tratamento foram retiradas da haste primaria,
colocadas em sacola plastica, identificadas e levadas para o laboratério de
Patologia de Insetos da UENF. Aos 15 e 30 dias folhas foram retiradas da altura
mediana das plantas, ja nas outras duas avaliacbes, de 60 e 90 dias, foram
feitas mais de uma retirada, sendo uma da parte mais alta e outra da parte mais
baixeira das plantas.

No laboratorio as folhas foram lavadas em agua corrente, seccionadas

em pedacos e estes foram colocados em microtubos plasticos, onde se
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adicionou agua destilada e Tween® 20 (0,02%), e foram maceradas com o
auxilio de um bastao metalico, sendo esterelizado em fogo nos intervalos entre
as maceracdes. Os microtubos foram agitados em vOrtex e o sobrenadante
vertido e espalhado em placa de Petri com meio de cultura seletivo a B.
bassiana — Potato Carrot Agar (Tabela 1). Apds sete dias, em ambiente
controlado a 25 + 2°C e fotoperiodo 12h/12h, realizou-se vistoria das placas e a
confirmacédo da presenca ou da auséncia de B. bassiana nas placas.

Tabela 1. Ingredientes utilizados para o preparo do meio Potato Carrot Agar.

Quantidades Ingredientes
80¢g Batata
10g Cenoura
6,89 Agar
0,29 Brometo de cetrimdnio
0,05¢ Clorofenicol (antibidtico)
400 ml Agua destilada

4.6 Caracteristicas agrondémicas

A altura das plantas foi medida desde a superficie do solo até o apice do
caule, com o auxilio de uma trena e realizada antes da aplicacdo de B. bassiana
e aos 15, 30, 60 e 90 dias PI.

A medicéo das raizes foi destrutiva e realizada somente aos 90 dias PIl. O
sistema radicular foi lavado em agua corrente. A primeira medida averiguada foi
o volume, e para verifica-lo foi necessario um Becker graduado com agua. Ao
mergulhar toda a raiz, o nivel da 4gua era elevado e a diferenca registrada.
ApoOs esta afericdo, as raizes foram secas com papel toalha, colocadas em
sacos de papel, identificadas e levadas para uma estufa, onde permaneceu por
dois dias sobre temperatura de 60°C. Em seguida, as raizes foram retiradas dos

sacos e pesadas em balanca analitica.
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4.7 Bioensaio de mortalidade de Spodoptera frugiperda

As folhas dos tratamentos de pulverizacdo e soil drenching foram
oferecidas para lagartas de segundo instar de S. frugiperda. Para este
bioensaio, foram selecionadas plantas que apresentaram confirmagcdo de
colonizacéo do fungo e as folhas foram oferecidas aos insetos 30 dias apés a
aplicacdo dos tratamentos.

Seis bandejas plasticas com 16 células foram divididas entre os trés
tratamentos: (1) duas bandejas com plantas colonizadas via pulverizacao; (2)
duas bandejas com plantas colonizadas via soil drenching; (3) duas bandejas
com plantas do controle (Figura 5). Cada bandeja foi dividida em quatro partes,
onde cada parte recebeu folhas de plantas em que foi confirmada a colonizacéo
por B. bassiana. Antes da utilizacdo das folhas no experimento, estas foram
lavadas com agua destilada e secas com papel toalha. Em cada célula da
bandeja foi adicionada duas folhas de IUpulo e duas lagartas de segundo instar
de S. frugiperda, ao todo foram utilizadas 32 lagartas/bandeja e 64
lagartas/tratamento.

As bandejas foram acomodadas em BOD, a temperatura de 25 = 2°C e
umidade relativa de 60%.A mortalidade das lagartas foi avaliada diariamente por
sete dias. Os insetos mortos foram colocados em placas de Petri com papel
fitro e dispostas em ca&mara Umida para avaliacdo da conidiogénese. O
desenvolvimento dos insetos foi observado até o empupamento. O peso de

pupas foi aferido por meio de uma balanca analitica.
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Figura 5. Bioensaio de mortalidade de Spodoptera frugiperda. A) Esquema
representativo das bandejas. B) Montagem do bioensaio. Esquema e foto da autora.

4.8  Anélises Estatisticas

Os dados de colonizacdo de plantas de lupulo por B. bassiana foram
submetidos a andlise drescritiva, onde se calculou o percentual de plantas
colonizadas. Os dados de altura de plantas, massa seca, volume de raiz,
mortalidade das larvas e peso de pupas de S. frugiperda foram submetidas a
analise de variancia (p<0,05) (One Way Anova) e as respectivas médias foram
comparadas com a média do tratamento controle pelo teste Dunnett (p < 0,05).
A taxa de eclosdo das pupas foram transformadas em porcentagem e em
seguida comparadas com o controle através do teste Qui-Quadrado (x?) (P <
0,05). As analises estatisticas e a confec¢édo das figuras foram realizadas com

auxilio do software SigmaPlot 12.5 (Systat Software, Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Colonizacéo endofitica de plantas de lapulo por B. bassiana

Na primeira avaliacdo (15 dias) houve confirmacdo de colonizacédo de B.
bassiana em 52% das plantas tratadas com pulverizacado e em 44% das plantas
tratadas via soil drenching. Na avaliagcdo dos 30 dias PI, houve deteccéao de B.
bassiana em 96% das plantas que tiveram suas folhas pulverizadas e em 100%
das plantas que receberam a suspensao via soil drenching. Aos 60 dias, nédo
houve confirmacao de B. bassiana nas plantas submetidas a pulverizagdo, mas
por sua vez, 44% das plantas tratadas com soil drenching apresentaram
presenca do fungo. Por fim, aos 90 dias ndo houve confirmacdo de B. bassiana
em plantas submetidas a pulverizacdo e nem nas plantas onde houve aplicacdo

via soil drenching (Figura 6).
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Figura 6. Deteccdo da presenca (%) de Beauveria bassiana em plantas de
lapulo aos 15, 30 e 60 PI via soil drenching e pulverizacéo.

O fungo B. bassiana foi eficaz em colonizar endofiticamente folhas das
plantas de lUpulo a partir dos métodos de pulverizacéo e soil drenching (Figura
7). A colonizacdo, especialmente aos 15 e 30 dias PI, foi bem-sucedida e este
resultado corrobora com as pesquisas ja realizadas, onde B. bassiana vem
sendo relatado como fungo com capacidade endofitica em culturas como
algodao, tomate, pimenta, feijado, trigo (Gurulingappa et al., 2010; Parsa et al.,
2013; Sanchez - Rodriguez et al., 2018; Silva et al., 2020; Mantzoukas et al.,
2022). Esta foi a primeira vez que se constatou a capacidade de B. bassiana em
colonizar plantas de lUpulo e os resultados demonstram que o endofito
apresenta grande capacidade de translocar pelos tecidos das plantas. Pode-se
conjecturar que a translocacdo nos tecidos das plantas tendem a seguir o fluxo
em massa (movimento ascendente) que ocorre pelos vasos do xilema, o que
pode ser comprovado pela deteccdo de B. bassiana em plantas de lapulo até 60
dias PI do solo (soil drenching) (Posada et al., 2007; Mantzoukas et al., 2022).

O maior percentual de colonizacdo aos 30 dias indica uma melhor

adaptacdo de B. bassiana as plantas de lupulo, provavelmente facilitada pelas
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condigBes microcliméaticas durante o experimento. Aos 60 dias, houve uma
variacdo entre os dois métodos, sendo que soil drenching apresentou uma
colonizacdo mais persistente ao longo do experimento. Meyling e Eilenberg
(2007) afirmam que uma persisténcia por mais tempo em plantas inoculadas via
soil drenching pode ser atribuida a adaptacdo do fungo as condicdes radiculares

e ao ambiente rizosférico.

Figura 7. Confirmacdo de colonizacdo usando meio Potato Carrot Agar. A)
Placas com confirmacao de Beauveria bassiana aos 15 dias — pulverizacdo a esquerda
e soil drenching a direita; B) Placas com confirmacédo de B. bassiana aos 30 dias — soil
drenching a esquerda e pulverizacao a direita; C) Placa com confirmacdo de B.

bassiana aos 60 dias - soil drenching; D) Placa do grupo controle.

A eficiéncia da técnica de colonizacdo pode variar entre espécies de
plantas, sendo eficiente ou ndo, possivelmente devido ao genétipo, fator que
pode ser determinante na persisténcia do fungo (Quesada-Moraga, 2006; Vega,
2018). Em pimenta B. bassiana teve maior sucesso de colonizacdo quando
aplicada através da imersdo de sementes, em relacdo pulverizacéo foliar e soil
drenching (Saragih, 2019). Em café (Posada et al., 2007) e em cana-de-agUcar

(Donga et al., 2018) a técnica de injecdo direta foi mais eficiente, enquanto em
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tomate os métodos de inoculagéo pelas raizes e inoculagdo de mudas foram os
melhores (Qayyum et al., 2015; Silva et al., 2020). Autores relatam que algumas
plantas possuem poucos estdbmatos, 0 que prejudicaria a entrada de fungos na
planta através da inoculacao foliar, e a presenca de compostos cuticulares que
podem representar um efeito negativo na germinacdo dos conidios (Posada et
al., 2007; Qayyum et al.,, 2015). Em contrapartida, foi comprovado que a
pulverizacdo € o melhor método de inoculacdo para sorgo (Tefera e Vidal,
2009), soja e trigo (Russo et al., 2019), milho (Altaf et al., 2023).

Nesta pesquisa, B. bassiana aplicada via soil drenching em plantas de
lipulo foi reisolada da parte aérea, de forma semelhante, houve sucesso de
colonizacédo e reisolamento em tecidos da parte aerea de plantas de mandioca,
feijdo, sorgo e pimenta com aplicacao de B. bassaiana via soil drenching (Tefera
e Vidal, 2009; Greenfield et al., 2016; Jaber e Araj, 2018). Estes resultados
evidenciam a capacidade de B. bassiana de colonizar plantas pelo sistema
radicular e de se propagar e translocar internamente nas plantas (Tefera e Vidal,
2009; Parsa et al., 2013).

Trabalhos anteriores relataram que fungos endofiticos podem se
propagar nas plantas na forma de hifas (Wagner e Lewis, 2000; Tefera e Vidal,
2009; Sasan e Bidochka, 2012; Landa et al., 2013). Em alguns desses estudos
as hifas cresceram nos espacos aéreos entre as células do parénquima e nos
vasos do xilema, o que levanta a possibilidade de crescimento sistémico das
hifas das folhas ao caule e através do caule, o que pode resultar na colonizacao
de toda a planta (Wagner e Lewis, 2000).

Aos 90 dias, ndo houve confirmacdo da presenca de B. bassiana em
plantas submetidas aos dois métodos de inoculacdo, o que sugere uma
limitacdo do fungo de se manter como endofitico em plantas de Iapulo por longo
tempo. Em videiras, B. bassiana conseguiu ser reisolado apos 28 dias (Rondot e
Reneke, 2018), enquanto em mandioca o reisolamento foi possivel depois de
sete semanas (Greenfield et al., 2016), e em bananeiras apos 120 dias (Akello
et al., 2007), assim como em café (Posada et al, 2007). A persisténcia de fungos
entomopatogénicos como endofiticos pode ser limitada pela interacdo fungo-
planta, pelo estresse causado na planta desde sua colonizagdo ou com defesas
ativas e competicdo interna com outros enddfitos (Posada et al., 2007;
Saikkonen et al., 2010; Gurulingappa et al., 2010; Brownbridge et al., 2012;
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Parsa et al., 2013; Greenfield et al., 2016).

Segundo Tefera e Vidal (2009), o sorgo apresentou colonizacdo de B.
bassiana nos métodos de imersdo de sementes, pulverizacdo e soil drenching.
Os diferentes tipos de solo - estéril, ndo estéril e vermiculita - influenciaram na
colonizacédo do fungo. O método de soil drenching combinado com solo estéril
apresentou uma maior taxa de colonizacdo do que quando comparado ao solo
ndo estéril (Tefera e Vidal, 2009). H4 de se pensar que a interagdo entre B.
bassiana e os microrganismos do solo pode prejudicar a colonizagdo do endofito
na planta, uma vez que ao utilizar solo solarizado com ldpulo, as taxas de
colonizacdo foram melhores no método de soil drenching do que no método de

pulverizagao.

5.2 Efeito da colonizacdo endofitica no desenvolvimento das plantas de

lapulo

O fungo B. bassiana ndo afetou o crescimento das plantas de lGpulo. Aos
90 dias PI, as hastes principais das plantas submetidas a pulverizacdo da
suspensao fungica apresentaram comprimento médio de 68,81 cm, as hastes
das plantas do tratamento soil drenching apresentaram 82,51 cm de
comprimento e as hastes do tratamento controle apresentaram 89,38 cm. Estes

valores foram estatisticamente iguais (F = 0,464; p = 0,637) (Figura 8).
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Figura 8. Altura (média * erro-padréo) de plantas de IGpulo do grupo controle e
dos tratamentos - pulverizacdo e soil drenching - aos 15, 30, 60 e 90 dias Pl do fungo

Beauveria bassiana.

O tratamento das plantas com B. bassiana ndo alterou o acumulo de
massa nas raizes de plantas (Fg)y = 0,676; p =0,527). A massa seca nas raizes
do controle foi de 6,60 g. J& nos tratamentos a massa seca apresentou 6,06 g e
4,85 g, para pulverizagdo e soil drenching respectivamente. As plantas do
controle apresentaram massa seca 8% e 26% maior que a massa seca das
raizes das plantas colonizadas por B. bassiana através da pulverizacdo e soil
drenching.

Assim como a massa seca, 0 volume das raizes das plantas de lupulo
néo foi afetado pela presenca de B. bassiana na forma endofitica (F = 0,243; p
= 0,788). O volume nas raizes de soil drenching foi de 51,4 cm3. Plantas
submetidas a aplicacdo de B. bassiana via pulverizacdo apresentaram volume
médio de raiz de 48 cm?3 e plantas do controle apresentaram volume médio de
raiz de 45,2 cm3.

O fato da inoculagédo de B. bassiana, via soil drenching e pulverizacéo
foliar, ndo afetar as caracteristicas agronémicas das plantas lupulo é consistente
com Silva et al. (2020), onde plantas de tomate inoculadas com o mesmo

N 500l drenching
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isolado fungico deste trabalho — LPP 139 — ndo apresentaram alteracdo de
crescimento, didmetro do caule, altura da planta e numero de folhas.
Gurulingappa e colaboradores (2010) testaram os fungos B. bassiana,
Lecanicillium lecanii e Aspergillus parasiticus em plantas de algodao, tomate e
trigo e ndo houve alteragfes no desenvolvimento e parametros fitotécnicos nas
plantas inoculadas. Também, Qayyum e coautores (2015) inocularam duas
linhagens diferentes de B. bassiana em tomateiro e observaram que uma delas
promoveu O crescimento das plantas enquanto a outra causou atraso no
crescimento e desenvolvimento das plantas e reducdo no tamanho dos frutos.
Como observado por Brownbridge et al. (2012) e Parsa e colaboradores (2013),
a inoculacédo de sementes e raizes por fungos entomopatogénicos nao afetou a
germinacao das sementes, o crescimento das plantas e ndo foram observados
danos as raizes.

Jaber e Araj (2018) evidenciaram que B. bassiana melhorou o
crescimento de pimenta apds soil drenching em experimento com solo
esterelizado, adubado uma vez na semana e conduzido em casa de vegetacao.
Em outro estudo com feijao-fava, instalado em estufa e com solo ndo estéril,
observou-se que a altura e as massas frescas da parte aérea e das raizes apés
pulverizacdo também obtiveram resultados satisfatérios (Jaber e Enkerli, 2017).
Em pimenta e em couve-flor pode-se observar que as caracteristicas
agronbmicas também aumentaram com a inoculacdo de fungos
entomopatogénicos em experimento instalado também em casa de vegetacéo
com substrato comercial (Razinger et al., 2014; Jaber e Araj, 2018).

Behie e colaboradores (2012) afirmam que fungos entomopatogénicos
melhoram a absorcdo de nutrientes pelo sistema radicular e facilitam a
transferéncia de nitrogénio do inseto para a planta e do solo para a planta, a
partir do miceélio, servindo como biofertilzantes, favorecendo o crescimento da
planta-hospedeira. Estudos mostraram que o0s endofitos podem realmente
estimular o crescimento das plantas (Vega, 2018), mas que, conforme ja
mencionado, fatores bioticos e abidticos podem afetar o desempenho do
desenvolvimento vegetal quando a planta esta colonizada por enddfitos.
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5.3 Mortalidade larval e eclosdo de pupas de Spodoptera frugiperda

A alimentagéo de S. frugiperda & base de folhas colonizadas 60 dias PI
com fungo néo resultou em mortalidade das lagartas (F = 1,326; p = 0,313). A
pulverizagao apresentou taxa de mortalidade de 24,75%, enquanto o controle e
soil drenching obtiveram percentuais parecidos, sendo 13,75% e 13,50%,
respectivamente.

As médias do peso de pupas de S. frugiperda oriundas das larvas que
consumiram plantas de lupulo com presenca de B. bassiana nao diferiram do
peso de pupas (F = 2,692; p = 0,074) de larvas que consumiram plantas nao
inoculadas (controle). O peso médio de pupas no grupo controle foi de 0,213 g,
enguanto o peso de pupas de larvas que consumiram plantas inoculadas com B.
bassiana via pulverizacéo e soil drenching foram de 0,235 g e 0,230 g.

A taxa de ecloséo das pupas foi maior no controle, atingindo 69%, porém
este valor ndo foi estatisticamente diferente ao percentual de ecloséo
ocasionada em pupas de larvas que se alimentaram de plantas colonizadas por
B. bassiana via pulverizacdo (67% de eclosao; X2 = 0,060; p = 0,807) e saoll
drenching (66% de eclosado; X2 =0,136; p =0,711).

Beauveria bassiana testado neste estudo, como endofitico, ndo afetou a
sobrevivéncia de S. frugiperda, apesar de ter sido confirmado a sua presenca
em folhas de ldpulo até 60 dias PIl. Na literatura é listado que fatores como o
estagio de desenvolvimento do inseto, a cepa do fungo, o método de
inoculacao, as caracteristicas das plantas hospedeiras, o nivel de micotoxinas
produzidas, as interacdes sistémicas plantas-fungos e interacdes com outros
microrganismos podem influenciar a capacidade dos fungos de se manterem
como endofiticos e a sua viruléncia a insetos (Parsa et al., 2013; Vidal e Jaber,
2015; Bamisile et al., 2021). De forma semelhante, B. bassiana foi capaz de
colonizar plantas de milho e algoddo, porém nao foi constatado efeito da
colonizacdo sobre o consumo foliar e na sobreviviéencia de larvas de S.
frugiperda e Helicoverpa zea que se alimentaram das plantas (Ramirez-
Rodriguez e Sanchez-Pena, 2016; Lopez e Sword, 2015). Ja Russo et al.
(2019), Silva et al. (2020), Mantzoukas et al. (2022) apontaram efeitos
negativos, respectivamente, em plantas de soja, tomate e pimenta colonizados

por B. bassiana na biologia de H. zea, Phthorimaea absoluta, Myzus persicae e
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Tutal absoluta.

Plantas colonizadas exibem efeitos inibidores de consumo ou antibiose
sobre as pragas, possivelmente devido a sintese de metabdlitos secundarios
(Vega, 2018). Conforme relatado em estudos anteriores, as plantas colonizadas
podem ser prejudiciais aos insetos e afetar indiretamente a aptidao das pragas,
a partir de metabdlitos, como autodefesa, produzidos pela planta aos ataques.
Uma vez bem-sucedida, a infeccdo por fungos acarreta em uma producao
quimica nova e sistémica dentro do hospedeiro (Hartley et al., 2015). E
preconizado que ocorre alteracdes na composicao de compostos e distribuicao
de nutrientes em folhas, quando essas sao destacadas das plantas (Bamisile et
al., 2018, Basimile et al., 2021), fato semelhante pode ter ocorrido neste estudo,
ja que larvas de S. frugiperda foram alimentadas com folhas de lapulo que foram
destacadas das plantas. Falta esclarecer quais formas de propagulos
produzidos por fungos endofiticos sdo responsaveis pela patogenicidade a
insetos e séo raros os estudos que descrevem a localizacdo exata do fungo no
interior do vegetal. O crescimento de entomopatogénicos pode ser intracelular,
mas limitado (Ullrich et al., 2017), enquanto o crescimento em feixes vasculares
pode ser mais extenso (Wagner e Lewis, 2000). Em trabalhos anteriores houve
o reisolamento de fungos endofiticos através de hifas presentes no interior de
tecidos de plantas (Wagner e Lewis 2000; Tefera e Vidal, 2009; Sasan e
Bidochka, 2012; Landa et al., 2013; Sakulkoo et al., 2018), porém hifas sdo
estruturas que nado proporcionam viruléncia a insetos, e sim os blastosporos
(Alkhaibari et al., 2016). A producdo de metabdlitos toxicos € um mecanismo
utilizado por fungos entomopatogénicos para ocasionar morte de insetos.
Beauvericina, bassianolida e destruxina sdo o0s principais metabdlitos
responsaveis pela acdo inseticida de B. bassiana a insetos, e ja foram relatados
em plantas colonizadas endofiticamente por B. bassiana (Gurulingappa et al.,
2010; Wang e Xu, 2012). Outra forma de B. bassiana afetar o desempenho de
insetos é por meio da inducdo de defesa nas plantas hospedeiras (Hartley et al.,
2015; Bamisile et al., 2018; Bamisile et al., 2021). E necessario entender a
comunidade de microrganismos que habitam uma planta para que a interacao
com B. bassiana seja compreendida e a continua analise das interacdes
multiplas entre fungos e insetos na coloniza¢do endofitica e seu potencial uso

no controle biolégico (Gange et al.,2019).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana coloniza
endofiticamente plantas de Humulus lupulus, pelos métodos de pulverizacdo
foliar e soil drenching, se mantendo por 60 dias. Beauveria bassiana na forma
endofitica ndo alterou os parametros agronémicos das plantas de lUpulo e as
plantas colonizadas permaneceram suscetiveis a fitofagia por larvas de
Spodoptera frugiperda.

A utilizacdo dos fungos endofiticos e entomopatogénicos no Manejo
Integrado de Pragas exigird um conhecimento aprofundado e pesquisas futuras
sdo necessarias para compreender 0 que acontece no interior da planta quando
ha a interacdo fungo-planta, quais fatores bioldgicos influenciam a colonizacao,
qual a influéncia dos métodos de inoculacédo perante a colonizagéo, viruléncia e
a persisténcia do fungo ao longo do tempo, consequentemente, as descobertas

ajudardo no desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes.
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