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Interações soja–Beauveria amorpha–Euschistus heros: 
uma abordagem multitrof́ica para o manejo de insetos 

sugadores e proteção de plantas 

 
 

RESUMO - A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais culturas 
agrícolas do mundo, com sua produção frequentemente comprometida por 
insetos sugadores, entre eles, o percevejo-marrom Euschistus 
heros (Hemiptera: Pentatomidae), principal praga da cultura na região 
Neotropical. O manejo desse inseto baseia-se no uso de inseticidas químicos, 
estratégia que apresenta limitações associadas à baixa eficiência frente ao 
hábito alimentar sugador, à necessidade de reaplicações frequentes e aos 
impactos socioambientais. Nesse contexto, fungos entomopatogênicos do 
gênero Beauveria emergem como alternativas relevantes no manejo de pragas; 
contudo, sua aplicação tradicional por contato cuticular apresenta restrições 
relacionadas à biologia do inseto e à baixa persistência no campo. O uso desses 
fungos como endofíticos pode representar uma alternativa para aumentar a 
eficiência do controle biológico de insetos sugadores, especialmente quando se 
investigam espécies ainda pouco exploradas, como Beauveria amorpha. A 
presente tese investigou, sob uma abordagem multitrofíca integrada, as 
interações entre plantas de soja, o fungo entomopatogênico B. amorpha e E. 
heros, com ênfase no papel do endofitismo funcional como estratégia de manejo 
sistêmico. No primeiro capítulo, investigou-se a possibilidade de controle de E. 
heros por meio da ingestão de tecidos vegetais colonizados endofiticamente, 
com confirmação molecular e dos tecidos vegetais da presença do fungo em 
plantas e insetos. No segundo capítulo, analisaram-se os efeitos da colonização 
endofítica de B. amorpha sobre a fisiologia vegetal, incluindo trocas gasosas, 
crescimento e balanço hormonal, revelando uma reprogramação fisiológica 
sistêmica associada à maior tolerância da planta à herbivoria por E. heros, sem 
intensificação de defesas clássicas. No terceiro capítulo, avaliou-se a 
interferência da colonização endofítica por B. amorpha no comportamento de E. 
heros, demonstrando que a associação fungo–planta altera a atratividade da 
soja, sugerindo modulação da emissão de compostos orgânicos voláteis. Em 
conjunto, os resultados demonstram que B. amorpha atua como um componente 
multifuncional do agroecossistema da soja, influenciando o comportamento e a 
sobrevivência de E. heros e modulando respostas fisiológicas da planta 
hospedeira. Esta tese amplia a compreensão do papel do fungo 
entomopatogênicos B. amorpha para além da patogenicidade direta, destacando 
o endofitismo como uma via promissora para o desenvolvimento de estratégias 
inovadoras, sistêmicas e sustentáveis tanto para melhoria da qualidade da 
planta, quanto para o manejo do inseto sugador da soja E. heros. 

Palavras-chave:  Soja; Fungo endofítico; Controle biológico; Relação inseto-
planta; Pragas agrícolas  
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Soybean–Beauveria amorpha–Euschistus heros 
Interactions: A Multitrophic Approach to the 

Management of Sap-Sucking Insects and Plant 
Protection 

 

ABSTRACT- Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most important 
agricultural crops in the world, and its production is frequently compromised by 
sap-sucking insects, including the Neotropical brown stink bug Euschistus 
heros (Hemiptera: Pentatomidae), the primary pest of soybean in the Neotropical 
region. The management of this insect relies predominantly on chemical 
insecticides, a strategy limited by reduced efficacy against piercing–sucking 
feeding behavior, the need for repeated applications, and associated socio-
environmental impacts. In this context, entomopathogenic fungi of the 
genus Beauveria have emerged as promising alternatives for pest management; 
however, their conventional application via cuticular contact presents constraints 
related to insect biology and limited field persistence. The use of these fungi as 
endophytes may represent a viable alternative to enhance biological control 
efficiency against sap-sucking insects, particularly when exploring under-
investigated species such as Beauveria amorpha. This study investigated, under 
an integrated multitrophic framework, the interactions among soybean plants, the 
entomopathogenic fungus B. amorpha, and E. heros, with emphasis on the role 
of functional endophytism as a systemic management strategy. The first chapter 
investigated the potential for controlling E. heros through the ingestion of 
endophytically colonized plant tissues, with molecular confirmation of fungal 
presence in both plant tissues and insects. In the second chapter, the 
physiological effects of endophytic colonization by B. amorpha were assessed, 
including gas exchange parameters, plant growth, and hormonal balance. 
Results revealed a systemic physiological reprogramming associated with 
increased plant tolerance to herbivory by E. heros, without the intensification of 
classical defense mechanisms. In the third chapter, the effects of endophytic 
colonization by B. amorpha on the behavior of E. heros were evaluated, 
demonstrating that the fungus–plant association alters soybean attractiveness, 
suggesting modulation of volatile organic compound emissions. Collectively, the 
findings demonstrate that B. amorpha acts as a multifunctional component of the 
soybean agroecosystem, influencing the behavior and survival of E. heros while 
modulating host plant physiological responses. This thesis expands the 
understanding of the role of the entomopathogenic fungus B. amorpha beyond 
direct pathogenicity, highlighting endophytism as a promising pathway for the 
development of innovative, systemic, and sustainable strategies both for 
improving plant quality and for managing the soybean sucking insect E. heros. 

Keywords: Soybean; Endophytic fungus; Biological control; Insect–plant 
relationship; Agricultural pests
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CAPÍTULO 1- CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais culturas agrícolas 

global, com papel definido na segurança alimentar mundial, na produção de 

proteína vegetal e animal e no fornecimento de matérias-primas para os setores 

alimentício, energético e industrial (Food and Agriculture Organization (FAO), 

2025; Messina, 2022; United States Department of Agriculture – Foreign 

Agricultural Service, 2026; Vargas-Almendra et al., 2024). Em escala mundial, há 

uma estimativa que a área mundial colhida de soja seja por volta de 136,9 

milhões de hectares (Peng et al., 2025), com Estados Unidos, Brasil e Argentina 

respondendo por 80% da produção global (Food and Agriculture Organization, 

2025). O Brasil é o maior produtor e exportador da cultura, sendo a soja um dos 

principias pilares do agronegócio nacional e um componente estratégico da 

economia agrícola (United States Department of Agriculture – Foreign 

Agricultural Service, 2026). Além de sua relevância econômica direta, a soja 

sustenta cadeias produtivas complexas, como a indústria de rações, óleos 

vegetais e biocombustíveis, movimentando volumes expressivos de insumos 

agrícolas, incluindo fertilizantes, corretivos, sementes melhoradas e 

defensivos(Vieira filho, 2024). 

Com a intensificação dos sistemas produtivos de cultura da soja e a 

expansão contínua das áreas cultivadas têm sido verificado um aumento 

significativo da pressão exercida por insetos-praga, responsáveis por perdas 

expressivas de produtividade e qualidade dos grãos (Panizzi et al., 2022; 

Tessmer et al., 2022). Os danos causados por insetos herbívoros resultam em 

prejuízos econômicos relevantes, especialmente quando associados a insetos 

sugadores, cujos efeitos fisiológicos sobre a planta são cumulativos, 

frequentemente não visuais e, em muitos casos, subestimados (C. Li et al., 2024; 

Timbó et al., 2014). Nesse contexto, o manejo de pragas na cultura da soja 

representa não apenas um desafio agronômico, mas também um fator 

determinante para a sustentabilidade econômica e ambiental dos sistemas 

agrícolas modernos. 
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Entre os insetos-praga sugadores associados à cultura da soja, o 

percevejo-marrom-da-soja, Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: 

Pentatomidae), destaca-se como a principal praga na região Neotropical, 

especialmente no Brasil, onde ocorre de forma generalizada nas áreas 

produtoras (Bueno et al., 2013; de F. Bueno et al., 2024; Saluso et al., 2011). A 

relevância desse percevejo no contexto da Entomologia Agrícola decorre tanto 

de sua ampla distribuição geográfica quanto de sua elevada capacidade de 

causar danos econômicos expressivos, mesmo sob densidades populacionais 

relativamente baixas (Tibola et al., 2021). Ao longo das últimas décadas, E. 

heros consolidou-se como espécie-chave nos programas de manejo integrado 

de pragas da soja e como organismo-modelo para estudos envolvendo insetos 

sugadores (Silva et al., 2012; E. S. Souza et al., 2017; Timbó et al., 2014). 

E. heros é um inseto de hábito sugador, dotado de aparelho bucal do tipo 

picador-sugador, especializado na ingestão de seiva vegetal (Panizzi, 1997; E. 

S. Souza et al., 2017; Villas Boas & Panizzi, 1980). Durante a alimentação, o 

inseto perfura tecidos da planta e injeta saliva contendo enzimas digestivas e 

compostos bioativos, que promovem degradação celular localizada e interferem 

diretamente no funcionamento fisiológico da planta (Corrêa-Ferreira & De 

Azevedo, 2002; Villas Boas & Panizzi, 1980). Esse processo compromete o 

transporte de fotoassimilados, altera o balanço hormonal e reduz a eficiência 

fotossintética (Pieterse et al., 2012; Y. Wang et al., 2021). Diferentemente dos 

danos causados por insetos mastigadores, os efeitos da herbivoria por insetos 

sugadores como o E. heros são cumulativos e frequentemente pouco visíveis em 

estágios iniciais, o que dificulta a detecção precoce da danos no campo, além de 

afetarem os ajustes hormonais complexos e causar custos metabólicos elevados 

para a planta(H. Li et al., 2023; Walling, 2000; Zvereva et al., 2010). 

Os danos primários causados por E. heros estão associados 

principalmente à alimentação em órgãos reprodutivos da soja, como vagens e 

grãos em desenvolvimento, resultando em abortamento de estruturas 

reprodutivas, redução do número de grãos por vagem, diminuição do peso dos 

grãos e formação de grãos chochos ou deformados (Bueno et al., 2013; de F. 

Bueno et al., 2024; Timbó et al., 2014; Villas Boas & Panizzi, 1980). Além desses 
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danos diretos, a infestação por E. heros está relacionada a danos secundários, 

como a facilitação da entrada de microrganismos patogênicos oportunistas e a 

ocorrência de grãos esverdeados, fenômeno associado à interferência hormonal 

durante a maturação(Okosun et al., 2024).Esses efeitos comprometem a 

qualidade industrial da soja e ampliam o impacto econômico da infestação. 

O manejo de E. heros baseia-se predominantemente na aplicação de 

inseticidas químicos, guiada por níveis de ação estabelecidos para a cultura da 

soja (Bueno et al., 2013; Roggia et al.,2018). No entanto, essa estratégia 

enfrenta desafios crescentes, como a necessidade de reaplicações frequentes, 

a seleção de populações resistentes e os impactos negativos sobre inimigos 

naturais, baixa eficiência de produtos de contato frente ao hábito alimentar 

sugador do inseto e problemas relacionados a resistências desses insetos a 

esses produtos químicos (Guedes, 2017; Lucini et al., 2021; E. S. Souza et al., 

2017; Tuelher et al., 2018). Esses fatores reforçam a necessidade de estratégias 

complementares e sustentáveis, capazes de atuar de forma sistêmica e 

integrada ao metabolismo da planta. 

Nesse cenário, os fungos entomopatogênicos surgem como uma das 

principais alternativas dentro do controle biológico de insetos-praga (Shehzad et 

al., 2025). Tradicionalmente, esses fungos são aplicados por pulverização direta, 

com infecção ocorrendo via contato cuticular (Cheong et al., 2020; Clifton et al., 

2023; Ortiz-Urquiza et al., 2010; Zimmermann, 2007). Embora esse método de 

utilização seja eficiente para diversos grupos de insetos, sua eficácia depende 

fortemente de condições ambientais favoráveis, cujo fatores como temperatura 

e umidade podem reduzem a viabilidade dos conídios. Essa restrição impulsiona 

uma ampliação conceitual sobre o papel dos fungos entomopatogênicos nos 

agroecossistemas, especialmente com o reconhecimento de que algumas 

espécies podem atuar como endófitos (Altaf et al., 2023; Mwamburi, 2021; 

Ramos et al., 2020). 

O endofitismo por fungos entomopatogênicos permite que esses 

microrganismos colonizem tecidos vegetais internos sem causar sintomas 

aparentes, atuando simultaneamente como simbiontes da planta e antagonistas 

de insetos herbívoros (Aravinthraju et al., 2024; Bhunjun et al., 2024; Liao et al., 
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2025; L. Liu et al., 2025; Mwamburi, 2021; Sinno et al., 2021). A colonização 

endofítica amplia o espectro de ação dos fungos entomopatogênicos, 

possibilitando efeitos diretos e indiretos sobre insetos-praga, como alterações no 

comportamento alimentar, redução do desempenho biológico e, potencialmente, 

infecção via ingestão de tecidos vegetais colonizados (Geedi et al., 2023; George 

et al., 2024; González-Mas et al., 2021; Lugtenberg et al., 2016; Wei et al., 

2020a). Esses mecanismos tornam o endofitismo particularmente relevante para 

o manejo de insetos sugadores, historicamente considerados pouco suscetíveis 

às estratégias convencionais de controle biológico. 

Dentro desse contexto, o gênero Beauveria assume papel central. Apesar 

de sua ampla distribuição e importância histórica no controle biológico, a maioria 

dos estudos e aplicações concentra-se em Beauveria bassiana, enquanto outras 

espécies permanecem pouco exploradas (Altaf et al., 2023; Russo et al., 2019; 

Wei et al., 2020b). Avanços recentes na taxonomia molecular demonstraram 

que B. bassiana corresponde a um complexo de espécies filogeneticamente 

distintas, entre as quais Beauveria amorpha emerge como uma espécie 

claramente delimitada na sua diferença de identificação, porém ainda 

negligenciada sob os pontos de vista ecológico e funcional (D. A. de Souza et 

al., 2020). B. amorpha é fungo entomopatogênico promissor que permanece 

pouco explorado, embora com registros de sua ocorrência associada a solos, 

plantas e artrópodes-praga, evidenciando seu potencial para manejo de pragas 

(Campos et al., 2005; D. A. de Souza et al., 2020). A investigação de B. 

amorpha é particularmente relevante, uma vez que diferentes espécies 

de Beauveria podem apresentar capacidades distintas de colonização 

endofítica, persistência nos tecidos vegetais e impacto sobre plantas e insetos 

(Hyde et al., 2010; Rehner & Buckley, 2005). 

Além de causar efeitos sob insetos, fungos entomopatogênicos 

endofíticos podem exercer influência significativa sobre a fisiologia vegetal e 

hormonal da planta (Ahsan et al., 2024; Campos et al., 2005; Lu et al., 2021). 

Evidências indicam que microrganismos associados às plantas atuam como 

moduladores metabólicos e reguladores da sinalização hormonal, ajustando a 

intensidade e a duração das respostas ao estresse biótico (Bastías et al., 2022; 
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Lu et al., 2021). Em vez de intensificar mecanismos clássicos de defesa, esses 

fungos podem promover tolerância à herbivoria, caracterizada pela manutenção 

da eficiência fotossintética, do crescimento e do desempenho fisiológico da 

planta, mesmo sob ataque de insetos sugadores. Essa modulação do ‘trade-off’ 

crescimento–defesa confere aos fungos entomopatogênicos endofíticos um 

papel multifuncional nos agroecossistemas (Baron & Rigobelo, 2022; Poudel et 

al., 2021).  

A associação endofítica de fungo do gênero Beauveria pode alterar a 

emissão de compostos orgânicos voláteis pelas plantas, interferindo diretamente 

no comportamento de insetos, como os sugadores (Bruce & Pickett, 2011; X. 

Wang et al., 2024). Alterações na atratividade ou repelência das plantas 

hospedeiras afetam etapas críticas da interação planta–inseto, como a 

localização e seleção do hospedeiro, reduzindo a colonização inicial e o 

estabelecimento populacional (Bruce & Pickett, 2011; Farrokhzadeh et al., 2025; 

González-Mas et al., 2019; Gurulingappa et al., 2010a; Ramírez-Ordorica et al., 

2024; X. Wang et al., 2024). Em conjunto, esses efeitos comportamentais, 

fisiológicos e, potencialmente, letais ampliam o entendimento do controle 

biológico para além da mortalidade direta do inseto. 

Dessa forma, este estudo adota em três capítulos, uma abordagem 

multitrofíca integrada para investigar as interações entre plantas de soja, o fungo 

entomopatogênico Beauveria amorpha e o percevejo-marrom Euschistus heros.  

1. No primeiro capítulo desta tese, investiga-se a possibilidade de controle de 

E. heros pelo contato alimentar em plantas de soja colonizados por B. 

amorpha. 

2. No segundo capítulo, analisam-se os efeitos da associação endofítica sobre 

a fisiologia vegetal, incluindo trocas gasosas, crescimento e sinalização 

hormonal, buscando compreender os mecanismos de tolerância da planta à 

herbivoria quando inoculada com B. amorpha. 

3. No terceiro capítulo, avalia-se como a colonização endofítica por B. 

amorpha interfere no comportamento atrativo/repelente de E. heros, com 

foco na modulação de sinais químicos da planta em diferentes 

concentrações fúngicas e locais de inoculação na soja. 
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Esses capítulos contribuem para ampliar o entendimento do papel de fungo 

entomopatogênico Beauveria amorpha como componente ativo e multifuncional 

do agroecossistema, oferecendo bases conceituais e experimentais para o 

desenvolvimento de estratégias inovadoras e sustentáveis de manejo de insetos 

sugadores na cultura da soja. Logo, essa tese teve como objetivo investigar o 

uso do fungo B. amorpha como endofítico na soja e seus efeitos no inseto 

sugador E. heros e na planta. 
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CAPÍTULO 2- COLONIZAÇÃO ENDOFÍTICA DE SOJA POR Beauveria 

amorpha ESTÁ ASSOCIADA À MORTALIDADE DE Euschistus heros 

 

Resumo: A colonização endofítica de plantas por fungos entomopatogênicos 

tem emergido como uma estratégia promissora para o manejo sustentável de 

insetos-praga. Entretanto, estudos envolvendo percevejos sugadores e espécies 

do gênero Beauveria além de Beauveria bassiana ainda são escassos. Neste 

estudo, avaliou-se a capacidade de Beauveria amorpha de colonizar 

endofiticamente plantas de soja e seu efeito sobre o percevejo-marrom 

Euschistus heros. O isolado fúngico UFSM-01 foi identificado como B. amorpha 

por análise filogenética baseada em sequências concatenadas da região ITS e 

do gene RPB1. Plantas de soja foram inoculadas com suspensão de conídios e, 

após sete dias, expostas a adultos de E. heros durante sete dias. A colonização 

endofítica foi confirmada por reisolamento do fungo e por PCR em folhas e 

raízes. A presença de B. amorpha também foi investigada molecularmente em 

insetos alimentados nas plantas inoculadas. Beauveria amorpha colonizou 

sistemicamente os tecidos vegetais, apresentando elevadas taxas de 

colonização foliar e colonização consistente das raízes. A mortalidade de E. 

heros foi significativamente maior em plantas inoculadas (70%) do que em 

plantas não inoculadas (27%), sendo observada redução expressiva da 

sobrevivência ao longo do tempo. Além disso, o DNA de B. amorpha foi 

detectado exclusivamente nos insetos provenientes das plantas inoculadas, 

enquanto nenhuma amplificação foi observada nos insetos alimentados em 

plantas controle. Os resultados fornecem evidências consistentes de um 

processo de transferência planta–inseto associado à alimentação em tecidos 

colonizados e demonstram, pela primeira vez, que B. amorpha pode atuar como 

endófito funcional em soja, estando associada à elevada mortalidade de E. 

heros. 

Palavras-chave: fungo entomopatogênico endofítico, confirmação endofítica, 

controle biológico; percevejo-marrom-da-soja;  
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1. Introdução 

Os fungos entomopatogênicos têm sido amplamente utilizados no 

controle biológico de insetos-praga, principalmente por meio de aplicações 

diretas sobre os hospedeiros via pulverizações (Cheong et al., 2020; Clifton et 

al., 2023; Ortiz-Urquiza et al., 2010; Zimmermann, 2007). Novas abordagens têm 

explorado o estabelecimento desses microrganismos como endófitos em 

plantas, promovendo efeitos letais e subletais sobre insetos herbívoros 

(Aravinthraju et al., 2024; Bhunjun et al., 2024; Liao et al., 2025; L. Liu et al., 

2025; Mwamburi, 2021; Sinno et al., 2021). Embora diversos estudos relatem 

alterações comportamentais, alimentares e no desempenho de insetos-praga 

associados à colonização endofítica por fungos entomopatogênicos (Geedi et 

al., 2023; George et al., 2024; González-Mas et al., 2021; Lugtenberg et al., 2016; 

Wei et al., 2020a) ainda são escassas as evidências de mortalidade em insetos 

sugadores decorrente da alimentação em tecidos vegetais colonizados 

(Aravinthraju et al., 2024; Vega, 2018). Em especial, a aquisição do fungo por 

meio da alimentação, sem dependência de contato cuticular ou de aplicações 

diretamente sobre os insetos, permanece pouco documentada (Lacey et al., 

2015). Nesse contexto, insetos de hábito sugador ainda representam um desafio 

para a utilização de fungos entomopatogênicos endofíticos em programas de 

controle biológico e uma importante fronteira para o desenvolvimento de 

estratégias sustentáveis de manejo de pragas. 

Euschistus heros (Pentatomidae) representa uma das principais pragas 

da cultura da soja no Brasil e na América do Sul, sendo responsável por perdas 

significativas de produtividade e qualidade dos grãos (Bueno et al., 2013; de F. 

Bueno et al., 2024). Seu manejo tem sido historicamente baseado no uso 

intensivo de inseticidas químicos, estratégia que enfrenta desafios crescentes, 

incluindo a evolução da resistência a diferentes grupos de ingredientes ativos, a 

redução das janelas de controle e a necessidade de múltiplas aplicações ao 

longo do ciclo da cultura (Guedes, 2017; Tuelher et al., 2018). Além disso, seu 

hábito alimentar sugador reduz a eficiência de diversas táticas de controle 

baseadas no contato direto com o inseto (Divelyet al., 2020). Nesse cenário, 

existe uma demanda crescente por alternativas que reduzam a dependência de 
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aplicações externas e ampliem as possibilidades de manejo dessa praga, 

especialmente por meio de estratégias capazes de atuar durante o processo 

alimentar (Preisegger et al., 2025; Vega, 2018). Abordagens com esse perfil 

apresentam potencial para reduzir o uso de inseticidas e de água associada às 

pulverizações, contribuindo para sistemas agrícolas mais sustentáveis e 

alinhados aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) propostos pela 

Organização das Nações Unidas. 

Fungos entomopatogênicos endofíticos representam candidatos 

promissores para preencher essa lacuna. Uma vez estabelecidos nos tecidos 

vegetais, esses microrganismos permanecem mais protegidos da ação de 

fatores ambientais adversos e podem reduzir a dependência de aplicações 

frequentes, favorecendo o uso mais eficiente de água e insumos agrícolas (Hu 

& Bidochka, 2021b; Mantzoukas & Eliopoulos, 2020a; Vega et al., 2008). Além 

disso, a colonização endofítica cria a possibilidade de interação direta entre 

fungos e insetos herbívoros durante o processo alimentar, constituindo uma rota 

potencial de exposição ainda pouco explorada para insetos sugadores (Gange 

et al., 2019; George et al., 2024). Caso efetiva, essa estratégia poderá ampliar 

as alternativas disponíveis para o manejo integrado de pragas e contribuir para 

a redução da dependência exclusiva de inseticidas químicos. 

Os estudos envolvendo fungos entomopatogênicos endofíticos 

concentram-se predominantemente em espécies como Beauveria 

bassiana e Metarhizium spp. (Altaf et al., 2023; Russo et al., 2019; Wei et al., 

2020b). Entretanto, a busca por novas espécies com potencial para associação 

endofítica e controle de insetos-praga tem recebido crescente atenção, visando 

ampliar as alternativas disponíveis para programas de manejo biológico 

(Herlinda et al., 2021). Nesse contexto, Beauveria amorpha destaca-se como 

uma espécie promissora, embora ainda pouco explorada sob a perspectiva 

ecológica e aplicada. Registros de sua ocorrência em solos, plantas e artrópodes 

evidenciam sua ampla distribuição e sugerem potencial para aplicações em 

manejo de pragas (Campos et al., 2005; D. A. de Souza et al., 2020). 

Considerando a elevada proximidade filogenética entre espécies do 

gênero Beauveria, a utilização de ferramentas moleculares torna-se essencial 

para garantir a correta identificação dos isolados empregados em estudos 
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ecológicos e aplicados, aumentando a confiabilidade dos resultados 

experimentais e das inferências biológicas obtidas (Hyde et al., 2010; Rehner & 

Buckley, 2005). 

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a colonização 

endofítica de plantas de soja por Beauveria amorpha e investigar seus efeitos 

sobre E. heros. Especificamente, buscou-se verificar a persistência do fungo nos 

tecidos vegetais, avaliar a sobrevivência dos insetos alimentados em plantas 

inoculadas e investigar a associação entre a colonização vegetal e a presença 

do fungo nos insetos expostos. Com isso, pretende-se ampliar o conhecimento 

sobre o potencial de fungos entomopatogênicos endofíticos no manejo de 

insetos sugadores de importância agrícola. 

 

2. Material e métodos  

 

2.1. Criação de insetos 

 

Os insetos utilizados neste estudo foram provenientes da criação 

mantida no Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes-Praga (LCMAP), 

Universidade Estadual Paulista (UNESP/FCAV), Jaboticabal, SP, Brasil. A 

criação iniciou em maio de 2022 e reforçada por novas introduções nos anos 

seguintes. Os insetos foram mantidos em caixas plásticas com tampa de tecido 

voil, que permitia ventilação adequada e evitava a fuga. A dieta para 

alimentação foi composta por vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.) e grãos 

de amendoim (Arachis hypogaea L.), complementada por chumaços de 

algodão embebidos em água deionizada. Tecidos de algodão cru foram 

dispostos nas laterais das gaiolas para oviposição. A manutenção da criação 

foi realizada duas vezes por semana. Os insetos foram mantidos sob condições 

controladas de temperatura (26 ± 1 °C), umidade relativa (70 ± 10%) e 

fotoperíodo (14h luz :10h escuro), conforme metodologia descrita por 

(Cavalcante Silva et al., 2008). 
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2.2. Escolha e identificação do isolado fúngico de Beauveria amorpha 

 

O fungo Beauveria utilizado neste experimento foi selecionado de um 

projeto de prospecção para o controle de E. heros e inicialmente identificado 

como Beauveria bassiana, isolado UFM01, depositado na coleção de 

microrganismo da Universidade Federal de Santa Maria, SC, Brasil (Dalla Nora 

et al., 2021). No entanto, ele foi submetido à uma nova identificação molecular e 

reclassificado como Beauveria amorpha (processo de publicação no NCBI 

(GenBank)). Para isso, o isolado foi cultivado em meio líquido Batata-Dextrose 

(BD) e incubado por sete dias em estufa do tipo B.O.D. a 27 °C ± 1 °C. Após este 

período, a massa micelial foi peneirada, lavada com água ultrapura e seca em 

estufa a 50 °C por 12 horas. Em seguida, o micélio foi macerado em nitrogênio 

líquido até obtenção de um pó fino, do qual 0,1 g foram transferidos para 

microtubos de 2,0 mL. A extração de DNA foi realizada conforme (Eurya 

Kuramae-Izioka, 1997). 

Para o sequenciamento foram amplificadas a região ITS1-5.8S-ITS4 e o 

gene RPB1 (RNA Polymerase II Largest Subunit). A amplificação da região ITS 

foi conduzida utilizando os oligonucleotídeos ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT 

GCG G-3’) e ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’)(White et al., 1990) 

gerando um fragmento de aproximadamente 650 pb. Para o gene RPB1, 

utilizaram-se os oligonucleotídeos RPB1Af (5’-GAR TGY CCD GGD CAY TTY 

GG-3’) e RPB1Cr (5’-CCN GCD ATN TCR TTR TCC ATR TA-3’) (Stiller & Hall, 

1997), gerando um fragmento de aproximadamente 1000 pb. As reações de 

amplificação foram compostas por tampão 1X (KCl 50mM, TRIS-HCl 200mM, pH 

8,4); 2mM de MgCl2; 0,2mM de dNTP’s; 0,5 U de Platinum Taq DNA polimerase 

(Invitrogen); 2,5 pmol de cada primer; 60 ng de DNA genômico e água pura estéril 

para 20 μL. As amplificações ocorreram em um termociclador Nexus (Eppendorf) 

programado para realizar um ciclo a 95ºC por 2 minutos e 30 segundos, 35 ciclos 

a 94ºC por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, e 72ºC por 40 segundos, 

seguido de um ciclo final a 72ºC por 10 minutos. 
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As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o kit 

BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado 

por eletroforese de capilar em um sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). 

Os eletroferogramas gerados foram submetidos ao pacote de programas 

Phred/Phrap/Consed (Ewing; Green, 1998; Gordon; Abajian; Green, 1998; 

Green, 1996) para verificação da qualidade de bases e corte das extremidades 

das sequências, levando-se em consideração bases com qualidade Phred igual 

ou superior a 20. As sequências qualificadas foram comparadas a outras 

sequências depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) por meio da ferramenta BLAST (Altschup et al., 1990) 

Para obtenção da árvore filogenética, as sequências de cada região 

gênica, ITS e RPB1 do isolado do estudo e de demais sequências espécies-tipo 

do banco de dados do NCBI foram alinhadas separadamente utilizando-se a 

ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004) e, posteriormente, concatenadas para a 

análise filogenética, que foi realizada utilizando-se o modelo evolutivo 

selecionado de acordo com o critério de informação de Akaike (AIC) utilizando-

se a ferramenta ModelTest 3.7 (Posada & Buckley, 2004; Posada & Crandall, 

1998) por análise bayesiana utilizando-se o algoritmo Markov Chain Monte Carlo 

(MCMC) pelo software MrBayes 3.2.3 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). O 

modelo evolutivo utilizado foi correspondente ao tipo de substituição 6 e 

distribuição gamma. As análises foram realizadas em quatro cadeias com 

2.000.000 de gerações, sendo as árvores amostradas a cada 100 gerações. Ao 

final das análises, obtendo-se desvio padrão inferior a 0,01, 25% das árvores 

geradas inicialmente foram descartadas. O filograma obtido foi editado 

graficamente pelo software Dendroscope 3 (Huson & Scornavacca, 2012).  

 

2.3. Implementação do experimento casa de vegetação 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação com sementes de 

soja não transgênica (Glycine max L. Merr.), cultivar BRS-544 RR, fornecidas 

pela Embrapa Soja (Londrina, PR, Brasil). 
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As sementes foram esterilizadas com etanol 70% por 1 min, e imersas em 

hipoclorito de sódio a 6% por 30 segundos e enxágue triplo com água destilada 

estéril. Após a limpeza, as sementes foram secas em papel filtro dentro de uma 

câmara de fluxo laminar. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, composto por quatro tratamentos: (1) controle (sem fungo e sem 

inseto); (2) plantas inoculadas com Beauveria amorpha; (3) plantas infestadas 

com Euschistus heros; e (4) plantas inoculadas e posteriormente infestadas 

com E. heros. Para os tratamentos com infestação, foram utilizadas 10 plantas 

por tratamento. Em cada planta foram liberados 10 fêmeas e cinco machos 

recém-emergidos de E. heros, totalizando 15 insetos por planta e 150 insetos 

por tratamento. 

A inoculação fúngica foi realizada por meio de tratamento de sementes 

com uma suspensão de 1 × 10⁷ conídios mL⁻¹ (concentração definida em pré-

testes), seguida de aplicação foliar na mesma concentração. As sementes foram 

submersas por duas horas na suspensão de conídios com 0,005% de Tween 80. 

Sementes do tratamento ‘controle’ e tratamento ‘planta com fungo e inseto’ foram 

imersas em água deionizada estéril contendo 0,005% de Tween 80. Após a 

imersão, as sementes foram semeadas em bandejas contendo substrato 

autoclavado (BIOMIX®), previamente esterilizado três vezes a 120 °C por 20 min, 

garantindo um ambiente asséptico e desenvolvimento uniforme das plântulas. 

Após a germinação das sementes na bandeja, assim que a plântula atingiu o 

estágio V1 (o primeiro trifólio totalmente expandido), elas foram transplantadas 

para vasos de 5 L contendo mistura esterilizada de areia, esterco bovino e 

latossolo vermelho-escuro (1:1:2). A fertilidade do solo foi analisada e corrigida 

conforme as recomendações do Boletim 100 do Instituto Agronômico de 

Campinas (Instituto Agronômico de Campinas, 2022).  

Quando a planta atingiu o estágio V3 (três trifólios totalmente expandidos) 

foi realizado a inoculação foliar de B. amorpha com o auxílio de um pincel macio 

com cerdas volumosas, aplicando a suspensão fúngica em toda superfície 

abaxial das folhas, usando a usando metodologia adaptada de Marassatto et al, 

(2025). As folhas do tratamento ‘controle’ e tratamento ‘planta com fungo e 

inseto’ foram pinceladas na parte abaxial da folha com água deionizada estéril 

contendo 0,005% de Tween 80. 
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2.4. Bioensaio com Euschitus heros em plantas de soja  

 

Para favorecer o estabelecimento endofítico de Beauveria amorpha nos 

tecidos vegetais, os insetos foram introduzidos nas plantas sete dias após a 

inoculação foliar do fungo, período semelhante ao adotado em estudos 

envolvendo fungos entomopatogênicos endofíticos (Greenfield et al., 2016; 

Russo et al., 2015a, 2015b). Procedimento semelhante, com exposição dos 

insetos após o estabelecimento da colonização vegetal, tem sido adotado em 

estudos com fungos entomopatogênicos endofíticos (George et al., 2024; 

Gurulingappa et al., 2010; Sánchez-Rodríguez et al., 2018; Wei et al., 2020b). 

Após esse período, 10 fêmeas e cinco machos recém-emergidos 

de Euschistus heros foram transferidos para cada planta. As plantas (com e sem 

insetos) foram mantidas individualmente em gaiolas metálicas (80 × 100 cm) 

revestidas com tecido voil, permitindo ventilação adequada e impedindo a fuga 

dos insetos. Os insetos permaneceram nas plantas por sete dias, sendo 

avaliados diariamente quanto à mortalidade. Os indivíduos mortos durante esse 

período foram armazenados em freezer a −20 °C para posterior análise 

molecular. Ao término da exposição, os insetos sobreviventes foram transferidos 

para o laboratório para avaliações complementares relacionadas à biologia do 

inseto, enquanto as plantas foram destinadas às análises moleculares. 

 

2.5. Confirmação de inoculação de Beauveria amorpha em tecidos vegetais 

de soja 

Para avaliar a presença ou a ausência de colonização fúngica nos tecidos 

vegetais da soja, foram utilizadas duas plantas por tratamento. De cada planta, 

uma folha de cada trifólio foi coletada e agrupada (pool) para a análise. As 

amostras foliares foram esterilizadas superficialmente em álcool 70% por 2 

minutos, seguidas de imersão em hipoclorito de sódio a 6% por 1 minuto, e 

posteriormente enxaguadas três vezes com água destilada estéril. O 
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procedimento seguiu o método descrito por (Russo et al., 2019), com 

adaptações. Em câmara de fluxo laminar, as folhas de cada tratamento foram 

cortadas com tesoura previamente esterilizada em fragmentos de 

aproximadamente 1 cm². Cinco fragmentos foliares foram depositados em placas 

de Petri contendo meio CTC (composto por extrato de levedura, batata, dextrose, 

ágar, cloranfenicol, cicloheximida e tetraciclina), com duas réplicas/placas por 

tratamento. As placas foram mantidas a 26 °C em câmara de crescimento tipo 

B.O.D. O crescimento fúngico foi avaliado entre 10 e 15 dias após a incubação. 

As colônias emergentes foram examinadas microscopicamente para 

confirmação morfológica de B. amorpha. A colonização endofítica foi expressa 

como frequência de colonização (FC), calculada pela fórmula: FC = (número de 

pedaços de plantas colonizados / número total de pedaços de plantas 

examinados) × 100 (Petrini & Fisher, 1986). 

 

2.6. Identificação molecular da presença e ausência de Beauveria amorpha 

nas plantas e insetos 

 

Amostras de folhas e raízes das plantas de soja utilizadas nos 

experimentos foram submetidas à extração de DNA visando à identificação 

molecular de B. amorpha endofítica. Após a retirada dos insetos das plantas, as 

folhas e raízes foram coletadas e inicialmente lavadas em água corrente com 

detergente neutro para remoção de sujidades superficiais. Em seguida, o 

material foi submetido à desinfestação superficial por imersão em etanol 70% 

por 1 min, seguida de hipoclorito de sódio 0,5% por 1 min. Após a desinfestação 

superficial, os tecidos foram enxaguados três vezes em água ultrapura estéril e 

secos em papel toalha estéril antes do processamento. Para cada tratamento, 

foram amostradas cinco folhas por repetição, previamente lavadas com sabão 

neutro em água corrente e secas com papel toalha. Em seguida, as folhas foram 

colocadas em almofariz, congeladas com nitrogênio líquido e maceradas. De 

cada amostra macerada, foram transferidos aproximadamente 250 mg para 

microtubos de 2,0 mL. O mesmo procedimento foi adotado para as raízes, 

utilizando-se um volume de material equivalente à metade das raízes das mudas. 
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Para a lise celular, foram adicionados 800 μL de tampão de extração de DNA aos 

microtubos contendo os macerados vegetais. O tampão foi composto por 160 

mM de Tris-HCl (pH 8,0), 60 mM de EDTA (pH 8,0), 20 mM de NaCl, 0,5% de 

CTAB, 1% de PVP e 0,2% de β-mercaptoetanol.  

As extrações de DNA dos E. heros foram realizadas em grupos de cinco 

indivíduos por repetição, totalizando três repetições por tratamento. Esses 

insetos foram os coletados durante o período de avaliação da mortalidade. Os 

tratamentos consistiram em insetos mantidos em contato com plantas inoculadas 

e insetos mantidos em contato com plantas não inoculadas. Previamente às 

extrações, os insetos foram lavados por agitação em vórtex em tampão fosfato-

salino (PBS 1X) esterilizado, com o objetivo de remover vestígios de esporos e 

outras sujidades presentes na superfície dos insetos. A maceração dos cinco 

insetos que compuseram cada grupo foi realizada em conjunto, utilizando-se 

nitrogênio líquido e pistilo em almofariz. Todo o material macerado foi então 

transferido para microtubos de 2,0 mL, aos quais foram adicionados 800 μL do 

tampão de extração de DNA, composto por: 160 mM Tris-HCl (pH 8,0), 60 mM 

EDTA (pH 8,0), 20 mM NaCl, 0,5% SDS e 1% PVP. 

As extrações de DNA das plantas e dos insetos foram finalizadas seguindo 

o mesmo procedimento. As amostras foram agitadas em vórtex e incubadas a 

65°C por 60 minutos. Após a lise, adicionaram-se 250 μL de acetato de potássio 

5 M, com homogeneização por inversão e incubação em gelo por 30 minutos. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 × g por 10 minutos a 

10°C. O sobrenadante foi transferido para microtubos novos, aos quais se 

adicionaram 700 μL de uma solução de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, v/v). 

A mistura foi agitada em vórtex e centrifugada novamente sob as mesmas 

condições. O sobrenadante obtido foi transferido para novos microtubos, e o 

DNA foi precipitado com 1.000 μL de etanol absoluto, sendo as amostras 

mantidas a −20°C por 12 horas. A precipitação do DNA foi seguida de 

centrifugação a 12.000 × g por 20 minutos a 10°C. O sobrenadante foi 

completamente descartado, e o pellet de DNA foi lavado com 1.000 μL de etanol 

70%, seguido de nova centrifugação. O pellet final foi seco a 50°C por 30 minutos 

e ressuspendido em 40 μL de solução TE 10:1 (10 mM de Tris-HCl, pH 8,0; 1 

mM de EDTA, pH 8,0). 
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A quantificação e a avaliação da pureza do DNA foram realizadas com 

auxílio de um espectrofotômetro NanoDrop One (Thermo Scientific), por meio da 

leitura das absorbâncias a 260 e 280 nm. A razão entre essas leituras (A₂₆₀/A₂₈₀) 

foi utilizada como indicador de pureza, sendo valores entre 1,8 e 2,0 

considerados representativos de DNA de alta qualidade (Sambrook & Russell, 

2001). 

Para a identificação da presença de B. amorpha nas amostras de DNA, 

foi utilizado um conjunto de oligonucleotídeos específicos, BB.fw/BB.rv (5’ – GAA 

CCT ACC TAT CGT TGC TTC – 3’ e 5’ – ATT CGA GGT CAA CGT TCA G – 3’), 

que amplificam de um fragmento de 464 pb. Esses primers foram inicialmente 

desenvolvidos para a espécie B. bassiana(Landa et al., 2013), a partir da região 

ITS rDNA, mas se mostraram capazes de amplificar para esta espécie após 

testes utilizando o isolado previamente identificado por sequenciamento.  

As reações de amplificação foram compostas por tampão 1X (KCl 50mM, 

TRIS-HCl 200mM, pH 8,4); 2mM de MgCl 2; 0,2mM de dNTP’s; 0,5 U de Platinum 

Taq DNA polimerase (Invitrogen); 2,5 pmol de cada primer; BSA 0,01 mg, 1 μL 

de DNA genômico dos tecidos vegetais ou dos insetos (aproximadamente 200 

ng/μL) e água pura estéril para 20 μL. As amplificações foram realizadas em um 

termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar um ciclo a 95ºC por 

2 minutos e 30 segundos, 35 ciclos a 94ºC por 30 segundos, 55°C por 30 

segundos, e 72ºC por 40 segundos, seguido de um ciclo final a 72ºC por 10 

minutos. A fim de assegurar a detecção da presença endofítica do fungo nas 

plantas e nos insetos, mesmo em baixa concentração, o produto de PCR foi 

submetido a uma reamplificação, empregando-se as mesmas condições da 

reação inicial. A reamplificação foi empregada exclusivamente para aumentar a 

sensibilidade da detecção em tecidos vegetais e insetos, onde a carga fúngica é 

reconhecidamente baixa, sem alterar a especificidade da reação. Os produtos 

amplificados foram visualizados sob luz UV após eletroforese em gel de agarose 

1%, contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio. 

 

2.7. Análise de dados 
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O número médio de Euschistus heros vivos ao final do período 

experimental de cada tratamentos foram comparadas por análise de variância 

(ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5% de probabilidade. A sobrevivência ao 

longo do tempo foi avaliada por curvas de Kaplan–Meier (Kaplan & Meier, 1958), 

e as diferenças entre tratamentos foram comparadas pelo teste log-rank 

(Mantel–Cox), utilizando a função survdiff, do pacote survival do software 

R(Therneau, 2023). Todas as análises estatísticas foram realizadas no ambiente 

R (R Core Team, 2024), considerando-se P ≤ 0,05. Os dados de identificação 

molecular do isolado fúngico foram analisados de forma qualitativa e inferencial. 

As sequências obtidas das regiões ITS e RPB1 foram avaliadas quanto à 

qualidade, comparadas com sequências de referência disponíveis no NCBI para 

confirmação taxonômica, e utilizadas para inferência filogenética por abordagem 

bayesiana com base em sequências concatenadas, conforme recomendado 

para o gênero Beauveria (Rehner & Buckley, 2005; Ronquist et al., 2012; 

Ronquist & Huelsenbeck, 2003). A detecção de Beauveria amorpha em plantas 

e insetos por PCR foi interpretada de forma qualitativa, considerando a presença 

ou ausência de amplificação específica (White et al., 1990). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Identificação do isolado fúngico de Beauveria amorpha 

 

De acordo com a análise filogenética bayesiana das sequências 

concatenadas da região ITS e do gene RPB1, o isolado UFSM-01 foi identificado 

como pertencente à espécie Beauveria amorpha (Figura 1). A comparação das 

sequências do isolado com aquelas disponíveis no banco de dados revelou uma 

identidade de 99,63% para a região ITS (558 pb) e de 99,43% para o gene RPB1 

(750 pb), corroborando a identificação molecular proposta. 
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Figura 1. Árvore filogenética bayesiana obtida a partir das sequências 

concatenadas da região ITS e do gene RPB1 de espécies de Beauveria, utilizada 

para a identificação em nível de espécie do isolado UFSM-01. Os números nos 

entrenós representam os valores de suporte das inferências. 

 

3.2. Mortalidade de Euschitus heros expostos a plantas de soja inoculadas 

com Beauveria amorpha 

 

Os resultados do bioensaio com Euschitus heros em soja inoculada e não 

inoculada com Beauveria amorpha são apresentados na Figura 2 e 3. 
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Figura 2. Mortalidade acumulada (%) de Euschistus heros após sete dias em 

contato com plantas de soja inoculadas ou não inoculadas com Beauveria 

amorpha. As barras representam a média ± erro-padrão da mortalidade por 

planta (n = 10 plantas por tratamento). Letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os tratamentos (p < 0,05). 

 



 

 

28 

 

Figura 3. Curvas de sobrevivência de Euschistus heros alimentados em plantas 

de soja inoculadas ou não com Beauveria amorpha. As análises de 

sobrevivência foram realizadas considerando os insetos individualmente e 

estimadas pelo método de Kaplan–Meier e comparadas pelo teste de log-rank 

(p < 0,0001). O número de insetos em risco é apresentado abaixo das curvas. 

 

A mortalidade de Euschistus heros foi maior em insetos alimentados em 

plantas de soja inoculadas com Beauveria amorpha (70%) em comparação aos 

alimentados em plantas não inoculadas (27%) (Figura 2). Ao final do período de 

avaliação, a mortalidade dos insetos que se alimentaram das plantas inoculadas 

com fungo foi cerca de três vezes superior à observada no tratamento controle, 

com diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos (p < 0,05). 

A análise de sobrevivência confirmou esse padrão ao longo do tempo 

(Figura 3). As curvas demonstraram redução da sobrevivência de E. 
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heros alimentados em plantas inoculadas com B. amorpha, em relação ao 

tratamento não inoculado. O teste de log-rank indicou diferença significativa 

entre as curvas (p < 0,0001), evidenciando que a exposição contínua a plantas 

colonizadas por B. amorpha comprometeu a sobrevivência dos insetos. O 

número de insetos sobreviventes diminuiu mais no tratamento com B. amorpha, 

refletindo o aumento acumulado da mortalidade ao longo dos dias de avaliação. 

O delineamento experimental deste experimento previa a construção de 

uma tabela de vida baseada nos indivíduos remanescentes de cada tratamento. 

No entanto, essa análise não pôde ser realizada, pois, os percevejos que se 

alimentaram das plantas inoculadas com B. amorpha que sobreviveram até o 

final do período de avaliação, morreram no máximo três dias após serem 

transferidos para o laboratório, inviabilizando o acompanhamento de parâmetros 

subletais, como longevidade, fecundidade, oviposição e sobrevivência da prole. 

Em contraste, a maioria dos insetos que se alimentaram de plantas sem fungo 

apresentou longevidade normal, com sobrevivência média de 

aproximadamente 35 dias após o período experimental, tempo suficiente para 

completar a oviposição e originar descendentes, demonstrando ausência de 

efeitos letais ou subletais relevantes nessas condições. 

 

3.3. Confirmação endofítica de Beauveria amorpha em tecidos vegetais da 

soja 
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Figura 4. Colonização endofítica de Beauveria amorpha em plantas de soja. (A) 

Recuperação e confirmação do fungo a partir de folhas inoculadas, cultivadas 

em placas de Petri. (B) Recuperação e confirmação do fungo a partir de raízes 

inoculadas, cultivadas em placas de Petri. As médias foram comparadas pelo 

teste F, seguido pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Foi confirmado a colonização endofítica por Beauveria amorpha em 

plantas soja, com diferenças marcantes entre plantas inoculadas e não 

inoculadas (figura 4). Nos tecidos foliares (Figura 4A), a colonização 

foi ausente nos tratamentos controle e inseto. Por outro lado, ambos os 

tratamentos com inoculação fúngica mostraram colonização elevada e 

estatisticamente semelhante, variando entre aproximadamente 85–95%, 

evidenciando que o fungo se estabeleceu de forma eficiente nas folhas 

independentemente da presença do inseto. Padrão semelhante foi observado 

nas raízes (Figura 4B), onde novamente não houve colonização nos tratamentos 

controle e inseto. Nas plantas inoculadas com B. amorpha, a colonização 

radicular foi significativamente maior, com valores em torno de 35% no 

tratamento somente com fungo e aproximadamente 50% no tratamento fungo + 

inseto, embora ambos pertencentes ao mesmo grupo estatístico. Esses 
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resultados demonstram que o fungo coloniza raízes em menor intensidade que 

folhas, mas ainda assim de forma consistente. 

 

3.4. Identificação molecular da presença de Beauveria amorpha nas plantas 

inoculadas e insetos 

 

A identificação molecular de B. amorpha em plantas de soja   inoculada e 

não inoculada com fungo e Euschistus heros são apresentados na Figura 4, 5 e 

6. 

 

Figura 5. Produto da amplificação para identificação da presença de Beauveria 

amorpha nas amostras de folhas das plantas de soja submetidas aos ensaios de 

inoculação e exposição aos Euschitus heros. LC: folhas controle; LI: folhas 

expostas aos insetos; LIF: folhas expostas aos insetos e inoculadas com fungo; 

LF: folhas inoculadas com fungo; NC: controle negativo; PC: controle positivo (B. 

amorpha). Ladder: 100 pb DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). 
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Figura 6. Produto da amplificação para identificação da presença de Beauveria 

amorpha nas amostras de raízes das plantas de soja submetidas aos ensaios de 

inoculação e exposição aos Euschitus heros. RC: folhas controle; RI: folhas 

expostas aos insetos; RIF: folhas expostas aos insetos e inoculadas com fungo; 

RF: folhas inoculadas com fungo; NC: controle negativo; PC: controle positivo 

(B. amorpha isolado UFSM01). Ladder: 100 pb DNA Ladder Plus (Thermo Fisher 

Scientific). 

 

A análise por PCR confirmou por amplificação, que a espécie fúngica 

encontrada de forma endofítica nos tecidos vegetais (tópico 3.3) é o isolado 

UFSM01 de B. amorpha, e que a presença do DNA desta espécie foi encontrada 

apenas em plantas de soja submetidas à inoculação fúngica (Figuras 5 e 6).  

Nas folhas (Figura 5), a sua presença foi observada apenas nos 

tratamentos LIF (folhas de plantas inoculadas e expostas a Euschistus heros) e 

LF (folhas de plantas inoculadas), enquanto as amostras controle (LC) e aquelas 

apenas expostas aos insetos, sem inoculação fúngica (LI), permaneceram 

negativas (Figura 5). Resultados equivalentes foram obtidos nas raízes (Figura 

6), com amplificação detectada somente nos tratamentos RIF (raízes de plantas 

inoculadas com B. amorpha e expostas aos E. heros) e RF (raízes de plantas 

inoculadas com B. amorpha), e ausência de amplificação nos tratamentos 

controle (RC) e nas plantas não inoculadas expostas aos insetos (RI) (Figura 5). 

A concordância entre os resultados obtidos em folhas e raízes confirma a 

colonização sistêmica de B. amorpha nas plantas inoculadas. A ausência de 
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amplificação nos controles negativos (NC) e a correspondência com o controle 

positivo (PC) validam a especificidade das reações de PCR e sustentam o papel 

das plantas como fonte primária do fungo nos bioensaios subsequentes com E. 

heros. 

 

Figura 7. Produto da amplificação para identificação da presença de Beauveria 

amorpha em Euschistus heros que tiveram contato com plantas de soja 

submetidas aos ensaios de inoculação do Beauveria amorpha. IP: pool de DNA 

de cinco insetos que tiveram contato com plantas sem inoculação com o B. 

amorpha; IFP: pool de DNA de cinco insetos que estiveram em contato com 

plantas inoculadas com o B. amorpha; NC: controle negativo; PC: controle 

positivo (Beauveria amorpha isolado). Ladder: 100 pb DNA Ladder Plus (Thermo 

Fisher Scientific). 

A confirmação molecular da presença ou ausência de B. amorpha em E. 

heros expostos a plantas com e sem inoculação reforçou a associação entre a 

infecção fúngica nos percevejos e a origem a partir da colonização endofítica das 

plantas (Figura 7). As análises por PCR realizadas nos insetos mortos revelaram 

a presença do fungo apenas nos indivíduos que se alimentaram de plantas 

inoculadas (IFP 1, 2 e 3), indicando fortes evidências de que o fungo foi adquirido 

durante a alimentação e posteriormente se estabeleceu no hospedeiro. Esse 

resultado está em concordância com as análises realizadas nos tecidos vegetais. 
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Por outro lado, nenhum dos insetos provenientes de plantas não inoculadas 

apresentou amplificação compatível com o fungo (IP 1, 2 e 3). A ausência de 

amplificação nos controles negativos (NC), associada à correspondência com o 

controle positivo (PC), valida a especificidade das reações de PCR e sustenta o 

papel das plantas como possível fonte primária do fungo nos bioensaios 

subsequentes com E. heros. 

 

4. Discussão 

 

O presente estudo fornece evidências inéditas de que Beauveria amorpha é 

capaz de estabelecer colonização endofítica em plantas de soja e que essa 

colonização está associada ao aumento expressivo da mortalidade 

de Euschistus heros alimentados nesses tecidos vegetais. A colonização do 

fungo foi confirmada por meio de análises moleculares e pelo reisolamento a 

partir de tecidos vegetais, demonstrando sua associação aos tecidos internos da 

planta. Embora fungos entomopatogênicos sejam tradicionalmente utilizados por 

meio de aplicações sobre os insetos e, quando atuam como endófitos, sejam 

frequentemente relacionados à indução de efeitos subletais, alterações 

comportamentais ou respostas fisiológicas em herbívoros (Aravinthraju et al., 

2024; Gange et al., 2019; González-Mas et al., 2021; Mannino et al., 2019), os 

resultados obtidos neste estudo ampliam significativamente esse entendimento. 

Em contraste com a maioria dos trabalhos envolvendo insetos sugadores, 

observou-se elevada mortalidade associada à exposição de E. heros a plantas 

colonizadas por B. amorpha, acompanhada da detecção molecular do fungo nos 

insetos provenientes dessas plantas.  

A maioria das evidências sobre efeitos letais e subletais de fungos 

entomopatogênicos endofíticos via alimentação concentra-se em insetos 

mastigadores (Agbessenou et al., 2020; Altaf et al., 2023; Liu et al., 2025; Ramos 

et al., 2020).  Nos quais a ingestão de tecidos vegetais colonizados aumenta a 

exposição do trato digestivo a metabólitos fúngicos e estruturas infectivas 

(Mannino et al., 2019). Nesses insetos, os efeitos observados são 

frequentemente atribuídos à indução de defesas da planta ou à ação direta de 



 

 

35 

compostos produzidos pelo fungo, embora a confirmação de infecção sistêmica 

no hospedeiro seja relativamente rara (Aravinthraju et al., 2024; Vega, 2018).  

Evidências provenientes de estudos não endofíticos ajudam a compreender esse 

padrão, indicando que a ingestão de conídios pode provocar alterações 

fisiológicas importantes em insetos mastigadores. Em Sitophilus granarius, por 

exemplo, estruturas fúngicas foram observadas no trato digestivo após ingestão 

de conídios, enquanto em Tribolium castaneum foi demonstrado que Beauveria 

bassiana pode comprometer a homeostase intestinal mesmo sem evidências de 

infecção sistêmica estabelecida (Batta, 2018; Preisegger et al., 2025). 

Entretanto, mesmo em lepidópteros como Spodoptera frugiperda, Helicoverpa 

armigera, Mythimna separata e Plutella xylostella, a mortalidade associada à 

alimentação em plantas colonizadas por fungos entomopatogênicos geralmente 

permanece inferior à observada em infecções decorrentes da penetração 

cuticular. Além disso, a confirmação da presença do fungo nesses insetos após 

a alimentação frequentemente se restringe à observação visual de estruturas 

fúngicas, sem confirmação molecular ou demonstração da persistência do 

microrganismo no hospedeiro (Herlinda et al., 2021; L. Liu et al., 2025). 

Para insetos sugadores da ordem Hemiptera, os estudos envolvendo 

fungos entomopatogênicos endofíticos permanecem ainda mais limitados, sendo 

predominantemente associados a efeitos subletais, como alterações 

comportamentais, redução da alimentação ou diminuição da fecundidade 

(González-Mas et al., 2019). Mesmo nos casos em que são observados efeitos 

sobre a sobrevivência dos insetos, a aquisição do fungo a partir dos tecidos 

vegetais e sua presença no hospedeiro raramente são investigadas ou 

confirmadas. Como exemplo, B. bassiana endofítica promoveu aumento da 

mortalidade e efeitos de repelência em Lygus lineolaris alimentado em plantas 

colonizadas, porém sem confirmação da presença do fungo nos insetos 

avaliados (George et al., 2024) De forma semelhante, a colonização endofítica 

de B. bassiana em plantas de tabaco reduziu significativamente a sobrevivência 

e a fecundidade de Myzus persicae, embora não tenham sido apresentadas 

evidências diretas de aquisição do fungo durante a alimentação (Fingu-Mabola 

et al., 2021). Em contraste, os resultados obtidos neste estudo demonstram que 

a exposição de Euschistus heros a plantas colonizadas por B. amorpha resultou 
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em elevada mortalidade, acompanhada da detecção molecular do fungo 

exclusivamente nos insetos provenientes das plantas inoculadas. Associados à 

confirmação da colonização endofítica nas plantas, esses resultados fornecem 

fortes evidências de transferência planta–inseto mediada pela alimentação. 

Os padrões de mortalidade diferiram drasticamente entre os tratamentos. 

Enquanto percevejos alimentados com plantas não inoculadas com B. 

amorpha apresentaram mortalidade inferior a 30%, elevada longevidade e 

reprodução normal após os sete dias de avaliação, os insetos expostos às 

plantas colonizadas exibiram redução acentuada da sobrevivência, com 

mortalidade de aproximadamente 70% durante o período de exposição e 

mortalidade total em até três dias após a retirada das plantas. Esse padrão 

sugere fortemente que os insetos alimentados em plantas colonizadas já se 

encontravam fisiologicamente comprometidos no momento da coleta, o que 

inviabilizou inclusive a construção da tabela de vida inicialmente proposta. 

Particularmente relevante é o fato de que a mortalidade continuou a progredir 

rapidamente mesmo após a interrupção completa do contato dos insetos com as 

plantas inoculadas. Considerando que os indivíduos remanescentes foram 

mantidos sob as mesmas condições experimentais dos controles, a mortalidade 

total observada nos dias subsequentes indica que o processo responsável pelo 

comprometimento da sobrevivência já havia sido desencadeado durante a fase 

de alimentação nas plantas colonizadas. Essa resposta reforça a estreita 

associação entre a exposição aos tecidos vegetais contendo B. amorpha e a 

mortalidade observada, constituindo uma importante evidência indireta de que a 

interação planta–fungo exerceu papel central no processo. Uma explicação 

plausível é que a exposição contínua a estruturas fúngicas, metabólitos 

produzidos por B. amorpha ou outros fatores associados à colonização 

endofítica tenha provocado alterações fisiológicas progressivas no hospedeiro. 

Estudos anteriores demonstram que a ingestão de fungos entomopatogênicos 

pode afetar a integridade e o funcionamento do trato digestivo, comprometendo 

processos relacionados à alimentação, digestão e absorção de nutrientes, além 

de provocar desequilíbrios fisiológicos que reduzem a aptidão do inseto e podem 

culminar em sua morte (Batta, 2018; Mannino et al., 2019; Preisegger et al., 

2025). 
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Adicionalmente, a mortalidade observada pode estar relacionada a 

características fisiológicas do sistema digestivo de E. heros, especialmente à 

presença da câmara-filtro, estrutura típica de Hemiptera sugadores responsáveis 

pela rápida remoção de água e concentração de solutos durante a alimentação 

(Goodchild, 1966). Esse mecanismo pode potencializar a exposição do inseto a 

metabólitos fúngicos solúveis presentes nos tecidos vegetais colonizados, uma 

vez que diversos compostos produzidos por fungos entomopatogênicos são 

capazes de provocar alterações fisiológicas quando ingeridos continuamente 

(Goodchild, 1966; Vega et al., 2009).Além disso, a retenção diferencial de 

partículas ao longo do trato digestivo pode favorecer o contato prolongado entre 

estruturas fúngicas ingeridas e o epitélio intestinal (Rosell et al., 2003). Embora 

a câmara-filtro esteja associada ao intestino médio de origem endodérmica, 

regiões ectodérmicas do trato digestivo, como o estomodeu e o proctodeu, 

apresentam revestimento cuticular rico em quitina, o que potencialmente oferece 

substratos adequados para a adesão de propágulos fúngicos, considerando a 

reconhecida afinidade de fungos entomopatogênicos por superfícies quitinizadas 

((Goodchild, 1966; Vega, 2018). Embora os mecanismos exatos envolvidos na 

mortalidade observada não tenham sido diretamente avaliados neste estudo, 

essas características fisiológicas fornecem uma explicação biologicamente 

plausível para os efeitos observados em E. heros, especialmente quando 

consideradas em conjunto com a elevada mortalidade registrada, a detecção 

molecular de B. amorpha nos insetos provenientes das plantas inoculadas e a 

continuidade da mortalidade mesmo após a interrupção do contato com as 

plantas colonizadas. 

Outro aspecto relevante foi o intervalo de sete dias entre a inoculação das 

plantas e a introdução dos insetos. Esse período foi adotado para favorecer o 

estabelecimento endofítico de B. amorpha nos tecidos vegetais e foi baseado em 

protocolos empregados em estudos envolvendo fungos entomopatogênicos 

endofíticos, nos quais intervalos semelhantes são utilizados para permitir a 

colonização da planta antes da avaliação dos efeitos sobre 

herbívoros(Greenfield et al., 2016; Russo et al., 2015a, 2015b). De forma 

semelhante, diversos estudos que investigaram os efeitos de fungos 

entomopatogênicos endofíticos sobre insetos-praga realizaram a exposição dos 
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herbívoros apenas após um período destinado ao estabelecimento da 

colonização vegetal, incluindo trabalhos conduzidos com Aphis 

gossypii, Spodoptera littoralis, Bemisia tabaci e Lygus lineolaris (George et al., 

2024; Gurulingappa et al., 2010b; Sánchez-Rodríguez et al., 2018; Wei et al., 

2020b). No presente estudo, a colonização de B. amorpha foi confirmada por 

meio de análises moleculares e pelo reisolamento do fungo a partir de tecidos 

vegetais superficialmente desinfestados, evidenciando sua presença nos tecidos 

internos da planta. Adicionalmente, estudos demonstram que conídios de fungos 

entomopatogênicos apresentam redução progressiva da viabilidade quando 

expostos à radiação ultravioleta, à radiação solar e a temperaturas 

elevadas(Inglis; Johnson; Goettel, 1995; Kaiser et al., 2019; Oliveira et al., 2016). 

Considerando que o experimento foi conduzido durante o mês de novembro em 

Jaboticabal-SP, período caracterizado por temperaturas elevadas e intensa 

incidência de radiação solar e em uma casa de vegetação sem controle de 

temperatura, e que os insetos foram introduzidos apenas sete dias após a 

inoculação, as condições ambientais durante esse intervalo foram desfavoráveis 

à manutenção da viabilidade de conídios expostos na superfície foliar. Nesse 

contexto, a confirmação da colonização endofítica por métodos independentes, 

associada à detecção exclusiva de B. amorpha nas plantas inoculadas e nos 

insetos provenientes dessas plantas, reforça a interpretação de que os tecidos 

vegetais colonizados constituíram a principal fonte de exposição dos percevejos 

ao fungo e sustentam a ocorrência de um processo de transferência planta–

inseto associado à alimentação em tecidos colonizados. 

Do ponto de vista biológico, os resultados ampliam o entendimento das 

interações tritróficas entre plantas, fungos entomopatogênicos e insetos 

sugadores. Fungos endofíticos são tradicionalmente associados à modulação 

indireta das defesas vegetais, seja por alterações no perfil de metabólitos 

secundários ou pela indução de respostas sistêmicas da planta (Aravinthraju et 

al., 2024; Bhunjun et al., 2024; Liao et al., 2025). Em insetos sugadores, os 

efeitos reportados para fungos entomopatogênicos endofíticos têm sido 

predominantemente associados a alterações comportamentais, redução da 

fecundidade ou outros efeitos subletais (González-Mas et al., 2019). Isso ocorre 

porque a via alimentar tem sido historicamente considerada uma rota pouco 
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eficiente para a ação desses microrganismos nesse grupo de insetos (Gange et 

al., 2019). Os resultados obtidos neste estudo demonstram que B. 

amorpha endofítica foi capaz de comprometer significativamente a sobrevivência 

de Euschistus heros, uma espécie altamente móvel e de difícil controle. Até onde 

sabemos, este é o primeiro relato associando mortalidade em um percevejo 

sugador à aquisição de Beauveria a partir de tecidos vegetais colonizados 

endofiticamente, sustentado por evidências simultâneas de colonização vegetal, 

detecção molecular do fungo nos insetos expostos e elevada mortalidade após 

a alimentação. 

Outro avanço relevante diz respeito à espécie fúngica investigada. A 

maior parte dos estudos envolvendo fungos entomopatogênicos endofíticos 

concentra-se em bassiana(González-Mas et al., 2021; Wei et al., 2020a, 2020b), 

González-Mas et al., 2021; Wei et al., 2020a, 2020b), enquanto B. 

amorpha permanece pouco explorada sob a perspectiva ecológica e aplicada 

(Aravinthraju et al., 2024) Os resultados aqui obtidos demonstram, pela primeira 

vez, o potencial de B. amorpha para atuar como endófito funcional em plantas 

de soja e participar de um processo de transferência planta–inseto associado à 

mortalidade de um inseto-praga de elevada importância econômica, ampliando 

o espectro funcional atualmente conhecido para espécies do gênero Beauveria. 

A correta delimitação taxonômica do isolado foi fundamental para a interpretação 

ecológica desses resultados. Com base na análise filogenética utilizando genes 

concatenados, foi possível confirmar o enquadramento do isolado 

como Beauveria amorpha. A utilização de múltiplos marcadores moleculares, 

incluindo genes conservados além da região ITS, proporcionou maior robustez 

à identificação taxonômica, conforme recomendado para espécies do 

gênero Beauveria (Manfrino et al., 2024; Wang et al., 2022).Tal abordagem é 

particularmente importante diante das limitações associadas ao uso de loci 

únicos e da existência de sequências incorretamente identificadas em bancos de 

dados públicos, fatores que podem comprometer interpretações ecológicas e 

aplicações futuras envolvendo esses microrganismos. 

Do ponto de vista aplicado, os resultados são particularmente relevantes 

para o manejo de E. heros, uma praga notoriamente difícil de controlar e com 
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histórico crescente de redução de suscetibilidade a inseticidas químicos ((Bueno 

et al., 2013; de F. Bueno et al., 2024; Guedes, 2017; Tuelher et al., 2018). A 

elevada mortalidade observada após a alimentação em plantas colonizadas 

por B. amorpha evidencia o potencial dessa interação para contribuir com 

estratégias sustentáveis de manejo, alinhadas aos princípios do manejo 

integrado de pragas. Além da possibilidade de reduzir a dependência exclusiva 

de inseticidas químicos, abordagens baseadas na colonização endofítica de 

plantas por fungos entomopatogênicos podem favorecer programas de manejo 

da resistência, reduzir o número de aplicações fitossanitárias e minimizar o uso 

de recursos associados às pulverizações convencionais. Em conjunto, os 

resultados demonstram que B. amorpha é capaz de colonizar sistemicamente 

plantas de soja e participar de um processo de transferência planta–inseto 

associado à mortalidade de E. heros. Dessa forma, este estudo reúne evidências 

inéditas envolvendo a espécie fúngica, o inseto-alvo e o mecanismo ecológico 

proposto, ampliando as perspectivas de utilização de fungos entomopatogênicos 

endofíticos no manejo de percevejos sugadores em sistemas de produção de 

soja. 

Conclusão 

Este estudo demonstra que Beauveria amorpha é capaz de colonizar 

endofiticamente plantas de soja e que essa colonização está associada à 

elevada mortalidade de Euschistus heros alimentados em tecidos vegetais 

colonizados. A colonização da planta foi confirmada por análises moleculares e 

pelo reisolamento do fungo, enquanto a detecção exclusiva de B. amorpha nos 

insetos provenientes das plantas inoculadas fornece evidências consistentes de 

um processo de transferência planta–inseto associado à alimentação. Em 

conjunto, os resultados ampliam o entendimento das interações entre plantas, 

fungos entomopatogênicos e insetos sugadores, fornecendo evidências inéditas 

para B. amorpha como endófito funcional em soja e para sua associação com a 

mortalidade de E. heros. Além de contribuir para o conhecimento ecológico 

dessas interações, os achados revelam o potencial de fungos 

entomopatogênicos endofíticos como ferramenta promissora para estratégias 

sustentáveis de manejo de percevejos na cultura da soja. 
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CAPÍTULO 3- EFEITOS MULTIDIMENSIONAIS DE Beauveria 

amorpha ENDOFÍTICA EM SOJA: PARÂMETROS FISIOLÓGICOS, 

FITORMÔNIOS, PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO E TOLERÂNCIA À 

HERBIVORIA DE Euschitus heros 

 

IMAGEM RESUMO: 

 

 

 

RESUMO: A soja é uma das principais culturas mundiais e constitui um modelo 

agronômico relevante para o estudo de respostas fisiológicas e metabólicas a 

estresses bióticos, como a herbivoria por insetos sugadores, 

incluindo Euschistus heros. Fungos entomopatogênicos endofíticos do 

gênero Beauveria têm emergido como componentes promissores em sistemas 

agrícolas sustentáveis. Neste estudo, avaliou-se o potencial endofítico 

de Beauveria amorpha na modulação das respostas fisiológicas, hormonais e de 

crescimento da soja sob herbivoria de E. heros. Inicialmente, o isolado de B. 

amorpha foi caracterizado quanto às suas capacidades de promoção de 

crescimento vegetal. Posteriormente, plantas de soja foram inoculadas com B. 

amorpha (1 × 10⁷ conídios mL⁻¹) por tratamento de sementes e aplicação foliar 

e, após sete dias, submetidas ou não à infestação com E. heros em casa de 

vegetação. Nas plantas, foram realizadas análises de trocas gasosas (IRGA), 

parâmetros hormonais, atributos morfométricos e confirmação da colonização 

endofítica. A colonização fúngica foi confirmada exclusivamente em plantas 

inoculadas. Plantas associadas a B. amorpha mantiveram maior estabilidade 

das trocas gasosas após a herbivoria, com taxas elevadas de assimilação de 

CO₂, condutância estomática e transpiração, além de maior acúmulo de 

biomassa aérea, maior altura da parte aérea e estabilidade dos teores de 

clorofila. A análise hormonal revelou uma reorganização do balanço hormonal, 
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caracterizada por redução de auxina, ácido abscísico, ácido jasmônico e ácido 

salicílico, associada a ajustes finos na sinalização por citocininas. A análise de 

correlação e redes hormonais indicou preservação da arquitetura básica da 

sinalização, porém com menor conectividade entre hormônios em plantas 

inoculadas com B. amorpha, sugerindo menor custo metabólico das respostas 

ao estresse. Esses resultados reforçam o potencial de fungos 

entomopatogênicos endofíticos como ferramentas multifuncionais para o manejo 

sustentável de pragas, integrando promoção de crescimento, tolerância ao 

estresse biótico e eficiência fisiológica em sistemas agrícolas. 

 

Palavras-chave: hormônio vegetal, fisiologia vegetai, tolerância vegetal, 

herbivoria, inseto-sugador, fungo entomopatogenico, proteção de plantas 

 

1. Introdução 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais culturas agrícolas 

mundiais, com produção global estimada em mais de 420 milhões de toneladas 

na safra de 2025/2026, tendo papel central na segurança alimentar, na produção 

de proteína vegetal e animal, e no fornecimento de matérias-primas para os 

setores energético e industrial (Food and Agriculture Organization (FAO), 2025; 

Messina, 2022; United States Department of Agriculture – Foreign Agricultural 

Service, 2026; Vargas-Almendra et al., 2024). Os EUA, Brasil e Argentina são 

responsáveis por 80% da produção mundial, sendo o Brasil o maior produtor e 

exportador da cultura (United States Department of Agriculture – Foreign 

Agricultural Service, 2026). Devido a sua importância, a soja constitui um modelo 

agronômico relevante para o estudo de respostas fisiológicas e metabólicas a 

estresses bióticos que prejudicam drasticamente sua produção, como o ataque 

de insetos sugadores (C. Li et al., 2024; Timbó et al., 2014). Entre esses, o 

percevejo-marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae), umas das 

principais pragas da soja na região Neotropical, provoca alterações profundas 

no metabolismo vegetal ao se alimentar diretamente da seiva, interferindo na 

assimilação de carbono, no balanço hídrico e no crescimento da planta(Bueno 

et al., 2013; de F. Bueno et al., 2024; Timbó et al., 2014; Villas Boas & Panizzi, 

1980). Diferentemente de insetos mastigadores, os sugadores desencadeiam 

respostas fisiológicas mais sutis, porém prolongadas, frequentemente 
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associadas a ajustes hormonais complexos e a custos metabólicos elevados(H. 

Li et al., 2023; Walling, 2000; Zvereva et al., 2010). 

A resposta das plantas à herbivoria desses insetos pragas é regulada por 

uma rede hormonal altamente integrada, na qual fitohormônios associados à 

defesa, como ácido jasmônico (JA), ácido salicílico (SA) e ácido abscísico (ABA), 

interagem de forma antagonista ou sinérgica com hormônios clássicos de 

crescimento, incluindo auxinas, giberelinas e citocininas (Pieterse et al., 2012; Y. 

Wang et al., 2021). Embora a ativação dessas vias seja essencial para a 

sobrevivência da planta sob ataque, sua indução frequentemente resulta em um 

trade-off fisiológico entre crescimento e defesa, caracterizado por redução da 

fotossíntese, fechamento estomático, limitação da expansão celular e 

redirecionamento de recursos metabólicos para processos defensivos (He et al., 

2022; V. Verma et al., 2016; Zrimec et al., 2025).Nesse contexto, a capacidade 

da planta em modular finamente o balanço hormonal diante de estresses bióticos 

emerge como um fator determinante para a manutenção da homeostase 

fisiológica(Aerts et al., 2021). 

 Evidências recentes indicam que microrganismos associados às plantas, 

particularmente fungos endofíticos, desempenham papel central na modulação 

do balanço hormonal diante de estresses bióticos, influenciando tanto a 

sinalização hormonal quanto processos fisiológicos fundamentais, como trocas 

gasosas, eficiência do uso da água e crescimento vegetativo (Baron & Rigobelo, 

2022; Poudel et al., 2021). Esses microrganismos podem atuar como 

reguladores metabólicos, ajustando a intensidade e a duração das respostas de 

defesa, ao mesmo tempo em que preservam funções essenciais relacionadas 

ao crescimento (Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021). Entre os fungos associados 

às plantas, Beauveria spp. são tradicionalmente reconhecidas por sua atuação 

como entomopatogênicas (Cheong et al., 2020; Clifton et al., 2023; Ortiz-Urquiza 

et al., 2010; Zimmermann, 2007). No entanto, estudos recentes têm ampliado 

essa visão, demonstrando que algumas espécies são capazes de estabelecer 

colonização endofítica funcional em diferentes hospedeiros vegetais (Altaf et al., 

2023; Russo et al., 2019; Wei et al., 2020b). Essa associação pode resultar em 

alterações profundas no metabolismo da planta, incluindo mudanças no perfil 

hormonal e na eficiência fisiológica, com consequências diretas para o 
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crescimento e a tolerância ao estresse biótico(Ahsan et al., 2024; Campos et al., 

2005; Lu et al., 2021). Apesar desses avanços, os mecanismos fisiológicos e 

hormonais envolvidos na interação planta–Beauveria–inseto ainda permanecem 

pouco explorados, especialmente em culturas de grande relevância como a soja.  

Dentro desse cenário, Beauveria amorpha destaca-se como uma espécie 

ainda pouco investigada sob a perspectiva hormonal e fisiológica vegetal. 

Embora historicamente agrupada dentro do complexo Beauveria bassiana, 

evidências moleculares recentes têm permitido sua delimitação taxonômica 

precisa, abrindo novas possibilidades para a compreensão de suas funções 

ecológicas (Aravinthraju et al., 2024; Campos et al., 2005; D. A. de Souza et al., 

2020). Contudo, permanece desconhecida capacidade de  se B. amorpha  atuar 

como endófito funcional em soja e de que maneira essa associação influencia o 

balanço hormonal, a fisiologia fotossintética e o crescimento da planta, 

particularmente sob pressão de herbivoria por insetos sugadores. Diante disso, 

o presente estudo teve como objetivo investigar, de forma integrada, os efeitos 

da colonização endofítica por B. amorpha sobre a fisiologia e o metabolismo 

hormonal de plantas de soja submetidas ou não à infestação por E. heros. Ao 

integrar esses diferentes níveis de organização biológica, este trabalho busca 

elucidar como a presença de um fungo endofítico entomopatogênico pode 

reprogramar o balanço hormonal da planta, atenuando os custos fisiológicos da 

herbivoria e redefinindo o trade-off entre crescimento e defesa. 

 

2. Material e métodos  

 

2.1. Criação de insetos 

 

Os Euschitus heros utilizados neste estudo foram provenientes da 

criação mantida no Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes-Praga 

(LCMAP), Universidade Estadual Paulista (UNESP/FCAV), Jaboticabal, SP, 

Brasil. A criação iniciou em maio de 2022 e reforçada por novas introduções em 

2023 e 2024. Os insetos foram mantidos em caixas plásticas com tampa de 
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tecido voil, que permitia ventilação adequada e evitava a fuga. A dieta para 

alimentação foi composta por vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.) e grãos 

de amendoim (Arachis hypogaea L.), complementada por chumaços de 

algodão embebidos em água deionizada. Papel toalha foi colocado no fundo da 

gaiola para absorver os excrementos dos insetos e tecidos de algodão cru 

foram dispostos nas laterais das gaiolas para oviposição. A manutenção da 

criação foi realizada duas vezes por semana. Os insetos foram mantidos sob 

condições controladas de temperatura (26 ± 1 °C), umidade relativa (70 ± 10%) 

e fotoperíodo (14h luz :10h escuro), conforme metodologia descrita por 

(Cavalcante Silva et al., 2008). 

 

2.2. Isolado fúngico utilizado  

 

O fungo Beauveria utilizado neste experimento foi selecionado de um 

projeto de prospecção para o controle de E. heros e inicialmente identificado 

como Beauveria bassiana, isolado UFM01, depositado na coleção de 

microrganismo da Universidade Federal de Santa Maria, SC, Brasil (Dalla Nora 

et al., 2021). No entanto, ele foi submetido à uma nova identificação molecular e 

reclassificado como Beauveria amorpha (processo de publicação no NCBI 

(GenBank)). A cepa foi reativada em E. heros e replicada em meio batata-

dextrose-ágar (BDA) suplementado com pentabiótico. As placas com o fungo 

foram mantidas em câmara climatizada (B.O.D.) a 26 °C por 10 dias, até a 

completa esporulação. Em seguida, discos de micélio (4 mm de diâmetro) foram 

transferidos para criotubos contendo 1 mL de glicerol a 10% e armazenados a –

80 °C. Sempre que necessário, o isolado foi reativado em BDA para uso 

experimental. 

 

2.3. Atividades de promoção do crescimento de do isolado fúngico de 

Beauveria amorpha 

 

Antes dos experimentos de inoculação em plantas de soja, o isolado 

fúngico de Beauveria amorpha foi avaliado quanto ao seu potencial de produção 
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de compostos que podem induzir o crescimento vegetal. Para isso, foram 

analisadas a capacidade de solubilização de fosfato, a produção e quantificação 

de ácido indolacético (AIA), a produção de sideróforos e a atividade da enzima 

1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase (ACC deaminase). 

 

2.3.1. Avaliação qualitativa da solubilização de fosfato 

 

A capacidade de solubilização de fosfato pelo fungo Beauveria 

amorpha foi avaliada em meio sólido, conforme descrito por (Goldstein, 1986; S. 

C. Verma et al., 2001) com base na formulação proposta por (Goldstein, 1986) 

com adaptações. O meio de cultura continha (g L⁻¹): glicose, 10.0; NH₄Cl, 5.0; 

NaCl, 1.0; MgSO₄·7H₂O, 1.0; Ca₃(PO₄)₂, 0.8; e ágar, 15.0. O pH foi ajustado 

para 7.2 antes da esterilização, utilizando KOH ou H₂SO₄ conforme necessário. 

Após o preparo, o meio foi vertido em placas de Petri estéreis. Foram preparadas 

dez placas, sendo cinco suplementadas com pentabiótico (0,5 g L⁻¹) e cinco sem 

o antibiótico, para evitar erro metodológico. No centro de cada placa foi 

depositado um disco sólido (raio de 4 mm) de meio de cultura contendo conídios 

de B. amorpha. As placas foram incubadas a 26 ± 1 °C e 80 ± 5 % de umidade 

relativa, e observadas periodicamente durante sete dias. A atividade de 

solubilização de fosfato foi avaliada qualitativamente pela formação de halos 

claros ao redor das colônias, indicativos da solubilização do fosfato de cálcio 

presente no meio. 

 

2.3.2. Quantificação da solubilização de fosfato por Beauveria amorpha 

 

A quantificação do fósforo solubilizado por Beauveria amorpha foi 

realizada conforme metodologia descrita por Nahas (1996) com adaptações. O 

meio de cultura utilizado para o ensaio continha (g L⁻¹): NaCl, 0,1; NH₄Cl, 1,0; 

KCl, 0,2; CaCl₂·2H₂O, 0,5; MgSO₄·7H₂O, 1,2; glicose, 10,0; extrato de levedura, 

0,5; e Ca₃(PO₄)₂, 5,0, dissolvidos em 1000 mL de água destilada, com pH 

ajustado para 7,0 antes da esterilização. Para o ensaio, 25 mL do meio foram 
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distribuídos em erlenmeyers de 125 mL, os quais foram inoculados com um disco 

de B. amorpha cada (raio de 4 mm). As culturas foram incubadas a 28 °C sob 

agitação constante de 120 rpm durante 48 horas. Após o período de incubação, 

5 mL da cultura foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos, e 1 mL do 

sobrenadante foi utilizado para a determinação do fósforo solubilizado. A 

quantificação foi realizada pela adição de 4 mL de água destilada e 2 mL da 

solução de molibdato-vanadato ao sobrenadante. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 420 nm. A concentração de fósforo solubilizado foi 

determinada com base em curva padrão obtida a partir de soluções com 

concentrações conhecidas de fósforo. Como controle (branco), foi utilizado o 

meio de cultura sem inoculação, submetido ao mesmo procedimento descrito 

para as amostras.  

 

2.3.3. Produção e quantificação de ácido indolacético (AIA) 

 

A capacidade de produção de ácido indolacético (AIA) pelo 

fungo Beauveria amorpha foi avaliada em meio líquido contendo L-triptofano, 

conforme metodologia modificada de (Nahas, 1996; Pains et al., 2007). O meio 

de cultura foi composto por (g L⁻¹): glicose, 6.0; peptona, 1.5; extrato de levedura, 

2.0; fosfato de potássio bibásico, 0.5; L-triptofano, 1.02 (5 mM); sulfato de 

magnésio heptahidratado, 0.5; e ácido glutâmico, 1.5, ajustando-se o pH para 

6.0 antes da esterilização. Alíquotas de 25 mL do meio foram transferidas para 

frascos Erlenmeyer de 125 mL e inoculadas com um disco de B. amorpha cada 

(raio de 4 mm). As culturas foram incubadas a 28 °C, sob agitação constante 

(120 rpm) durante 48 h. Após o período de incubação, 5 mL da cultura foram 

centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, e o sobrenadante utilizado para 

quantificação do AIA. Para a determinação, 2 mL do sobrenadante foram 

misturados a 2 mL do reagente de Salkowski (solução de FeCl₃ em ácido 

perclórico), e as amostras foram mantidas por 30 min em temperatura ambiente 

e ausência de luz. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 530 nm. A 

quantificação foi feita com base em curva padrão de AIA preparada com 

concentrações conhecidas do hormônio. 
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2.3.4. Produção de sideráforos 

A produção de sideróforos por Beauveria amorpha foi avaliada utilizando o 

meio Chrome Azurol S (CAS-agar), preparado de acordo com o protocolo 

modificado de (Ikram et al., 2023a; Neilands, 1987) com adaptações para análise 

qualitativa. Inicialmente, preparou-se o reagente CAS dissolvendo-se 60,5 mg 

de chrome azurol S em 50 mL de água destilada, seguido da adição de 10 mL 

de solução férrica (1 mM FeCl₃·6H₂O em 10 mM HCl). Sob agitação constante, 

essa solução foi adicionada lentamente à solução contendo 72,9 mg de HDTMA 

(hexadecyltrimetilamônio brometo) previamente dissolvida em 40 mL de água 

destilada. O conjunto foi autoclavado a 121 °C por 15 min. 

O meio basal foi preparado com 0,5% de ácido succínico, 0,4% de fosfato 

dipotássico (K₂HPO₄), sulfato de amônio ((NH₄)₂SO₄·7H₂O) e 2% de ágar, 

ajustado para pH 5,3. Após autoclavagem, o reagente CAS parcialmente 

resfriado foi incorporado ao meio basal até obtenção de coloração azul 

homogênea, que então foi distribuído nas placas de Petri. Para o ensaio, um 

disco de micélio ativo de B. amorpha cada (raio de 4 mm) foi depositado no 

centro de cada placa (10 placas no total). As placas foram incubadas a 28 ± 2 °C 

por sete dias. A produção de sideróforos foi avaliada qualitativamente, 

registrando-se a alteração de coloração no meio CAS ao redor do ponto de 

inoculação. A mudança da coloração azul para tons de laranja ou rosa foi 

considerada indicativa de produção de sideróforos 

 

2.3.5. Avaliação da atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato 

deaminase (ACC deaminase) 

 

A atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase 

(ACC deaminase) foi avaliada conforme metodologia descrita por (De et al., n.d.; 

Ikram et al., 2023b; Penrose & Glick, 2003) com adaptações. O isolado 

fúngico Beauveria amorpha foi cultivado em meio mineral líquido Dworkin e 

Foster (DF), suplementado com 3,0 mM de 1-aminociclopropano-1-carboxílico 
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(ACC) como única fonte de nitrogênio. O cultivo foi incubado a 30 °C, 

sob agitação constante (200 rpm), por 48 h para indução da produção 

enzimática. Após o período de incubação, o meio foi centrifugado a 10.000 rpm 

por 10 min, e o sobrenadante foi coletado para a determinação da atividade 

enzimática. A reação foi realizada em tubos contendo 200 µL do 

sobrenadante e 300 µL de solução de ACC (30 mM), incubados a 30 °C por 30 

min. Em seguida, adicionaram-se 1 mL da solução de ácido 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH, 0,1%) e os tubos foram mantidos a temperatura 

ambiente por 30 min. A reação foi interrompida pela adição de 2 mL de NaOH (2 

N), e a absorbância foi lida em 540 nm em espectrofotômetro. A concentração 

de α-cetobutirato produzida foi determinada com base em uma curva padrão 

de α-cetobutirato (Sigma-Aldrich, EUA), variando de 0,1 a 1,0 µM. A atividade da 

ACC deaminase foi expressa como a quantidade de α-cetobutirato (µmol) 

produzida por miligrama de proteína por hora. A quantificação foi feita com base 

em curva padrão de ACC deaminase preparada com concentrações conhecidas. 

 

2.4. Implementação do experimento casa de vegetação 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Universidade 

Estadual de São Paulo UNESP/FCAV Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, com 

sementes de soja não transgênica (Glycine max L. Merr.), cultivar BRS-544 RR, 

fornecidas pela Embrapa Soja (Londrina, PR, Brasil). 

As sementes foram esterilizadas com etanol 70% por 1 min, e imersas em 

hipoclorito de sódio a 6% por 30 segundos e enxágue triplo com água destilada 

estéril. Após a limpeza, as sementes foram secas em papel filtro dentro de uma 

câmara de fluxo laminar. O delineamento experimental consistiu em quatro 

parcelas, cada uma com quatro repetições correspondentes aos tratamentos: (1) 

controle (sem fungo e sem inseto); (2) plantas inoculadas com Beauveria 

amorpha; (3) plantas infestadas com Euschistus heros; e (4) plantas inoculadas 

e posteriormente infestadas. Cada parcela consistiu de três plantas por 

tratamento. A média dessas três plantas foi utilizada como unidade experimental 

nas análises (n = 4 repetições por tratamento). 
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A inoculação fúngica foi realizada por meio de tratamento de sementes 

com uma suspensão de 1 × 10⁷ conídios mL⁻¹ (concentração definida em pré-

testes), seguida de aplicação foliar na mesma concentração. As sementes foram 

submersas por duas horas na suspensão de conídios com 0,005% de Tween 80. 

Sementes do tratamento controle e planta com fungo e inseto foram imersas em 

água deionizada estéril contendo 0,005% de Tween 80. Após a imersão, as 

sementes foram semeadas em bandejas contendo substrato autoclavado 

(BIOMIX®), previamente esterilizado três vezes a 120 °C por 20 min, garantindo 

um ambiente asséptico e desenvolvimento uniforme das plântulas.  

No estádio V1, as plântulas foram transplantadas para vasos de 5 L 

contendo mistura esterilizada de areia, esterco bovino e latossolo vermelho-

escuro (1:1:2). A fertilidade desse solo utilizado foi analisada e corrigida 

conforme as recomendações do Boletim 100 do Instituto Agronômico de 

Campinas (Instituto Agronômico de Campinas, 2022). Quando a planta atingiu o 

estágio V3 (três trifólios totalmente expandidos) foi realizado a inoculação foliar 

de B. amorpha com o auxílio de um pincel macio com cerdas volumosas, 

aplicando a suspensão fúngica em toda superfície abaxial das folhas, usando a 

usando metodologia adaptada de Marassatto et al, (2025). As folhas do 

tratamento ‘controle’ e tratamento ‘planta com fungo e inseto’ foram pinceladas 

na parte abaxial da folha com água deionizada estéril contendo 0,005% de 

Tween 80. 

Sete dias após a aplicação foliar de Beauveria amorpha, foi realizado o 

Bioensaio com Euschitus heros em plantas de soja. Para isso, 10 fêmeas e cinco 

machos recém-emergidos de E. heros foram transferidos para cada planta dos 

tratamentos 3 e 4 (plantas infestadas com Euschistus heros e plantas inoculadas 

e posteriormente infestadas). Todas as plantas dos quatros tratamentos foram 

isoladas em gaiolas metálicas (80cm × 100 cm) revestidas com tecido voil, 

permitindo ventilação adequada e evitando a fuga dos insetos e a proteção das 

plantas. Os insetos permaneceram nas plantas por sete dias. Ao término do 

período de exposição as plantas foram utilizadas para as análises de 

confirmação de inoculação, de atributos de crescimento da planta e hormonais. 
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2.5. Análises de confirmação de inoculação de Beauveria amorpha em tecidos 

das plantas de sojas 

 

Para confirmar a inoculação e a ausência de colonização fúngica, foi 

empregado o método destrutivo em plantas de soja dos quatro tratamentos. 

Foram utilizadas duas plantas por tratamento. De cada planta, uma folha de cada 

trifólio foi coletada e agrupada (pool) para a análise. As amostras foliares foram 

esterilizadas superficialmente em álcool 70% por 2 minutos, seguidas de imersão 

em hipoclorito de sódio a 6% por 1 minuto, e posteriormente enxaguadas três 

vezes com água destilada estéril. O procedimento seguiu o método descrito por 

(Russo et al., 2019), com adaptações. Em câmara de fluxo laminar, as folhas de 

cada tratamento foram cortadas com tesoura previamente esterilizada em 

fragmentos de aproximadamente 1 cm². Cinco fragmentos foliares foram 

depositados em placas de Petri contendo meio CTC (composto por extrato de 

levedura, batata, dextrose, ágar, cloranfenicol, cicloheximida e tetraciclina), com 

duas réplicas/placas por tratamento. As placas foram mantidas a 26 °C em 

câmara de crescimento tipo B.O.D. O crescimento fúngico foi avaliado entre 10 

e 15 dias após a incubação. 

As colônias emergentes foram examinadas microscopicamente para 

confirmação morfológica de B. amorpha. A colonização endofítica foi expressa 

como frequência de colonização (FC), calculada pela fórmula: FC = (número de 

pedaços de plantas colonizados / número total de pedaços de plantas 

examinados) × 100   (Petrini & Fisher, 1986). 

 

2.6. Análises fisiológicas das plantas de soja 

 

Os parâmetros fisiológicos foram avaliados em plantas de soja (Glycine 

max (L.) Merrill) citadas no tópico ‘Implementação do experimento casa de 

vegetação’. O experimento foi conduzido em delineamento em blocos, com 

quatro tratamentos: planta controle (C), planta com inseto (I), planta com fungo 

(F) e planta com fungo + inseto (FI), totalizando 16 plantas. A distribuição nos 
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blocos foi realizada da seguinte forma: Bloco 1: 1(C), 5(I), 9(F), 13(FI); Bloco 2: 

2(C), 6(I), 10(F), 14(FI); Bloco 3: 3(C), 7(I), 11(F), 15(FI); e Bloco 4: 4(C), 8(I), 

12(F), 16(FI). 

As avaliações fisiológicas foram realizadas em dois momentos/estádios 

fenológicos distintos: A primeira avaliação (Dia 1) foi realizada imediatamente 

após essa remoção dos E. heros das plantas no estádio, quando a soja estava 

no estádio R1. A segunda avaliação (Dia 2) ocorreu 8 dias depois, já na fase de 

floração plena (início da emissão dos estiletes) no estádio R2/R3 da soja, e sem 

a presença de insetos desde a primeira medição. Assim, o Dia 1 representa o 

efeito fisiológico imediato da herbivoria sobre plantas com ou sem inoculação 

fúngica, enquanto o Dia 2 reflete a resposta fisiológica tardia, já na fase 

reprodutiva, após um período de recuperação sem pressão herbívora. 

As medições foram efetuadas às 9h, na folha central do trifólio totalmente 

expandido, evitando-se a nervura central(Bacha et al., 2024). As avaliações 

fisiológicas foram verificadas por meio de trocas gasosas determinadas com o 

auxílio de um analisador de gás por infravermelho (IRGA, modelo LCpro-SD, 

ADC BioScientific®, Reino Unido). Foram mensurados os seguintes parâmetros: 

taxa fotossintética líquida (A, µmol CO₂ m⁻² s⁻¹), taxa de transpiração (E, mmol 

H₂O m⁻² s⁻¹), condutância estomática (gs, mol H₂O m⁻² s⁻¹) e concentração 

intercelular de CO₂ (Ci, µmol mol⁻¹) e temperatura foliar (Leaf Temperature, °C), 

registrada diretamente pelo sensor térmico acoplado à câmara foliar do 

equipamento. As medições foram realizadas sob condições controladas de fluxo 

de ar (400 µmol s⁻¹), concentração de CO₂ (400 µmol mol⁻¹), densidade de fluxo 

de fótons fotossinteticamente ativo (PPFD) de 1100 µmol m⁻² s⁻¹ e pressão 

atmosférica aproximada de 1000 kPa. A partir desses dados, foram calculadas a 

eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci) e a eficiência no uso da água (WUE 

= A/E). 

 

2.7. Análise dos atributos de crescimento das plantas de soja 
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As mesmas 16 plantas utilizadas nas análises fisiológicas, distribuídas 

nos quatro tratamentos (planta controle, planta com Euschitus heros, planta 

com Beauveria amorpha e planta com E. heros e B. amorpha), foram avaliadas 

quanto ao crescimento e desenvolvimento. As medições foram efetuadas no 

mesmo dia de avaliação das ‘Análises fisiológicas’, sendo também realizadas em 

dois períodos: início da floração R1 (quando os insetos foram retirados) e plena 

floração e início da formação das vagens R2/R3 (sem a presença de insetos 

desde a primeira medição). Foram mensurados a altura da parte aérea (até o 

último trifólio totalmente expandido), o diâmetro do caule (média de duas 

medidas opostas com paquímetro). Na mesma folha utilizada para as medições 

de trocas gasosas (análises fisiológicas), foi determinado o índice de clorofila 

total (SPAD) com auxílio de um clorofilômetro (ClorofiLog CFL 1030, Falker®, 

Brasil). Três leituras foram realizadas por folha, evitando-se a nervura central, e 

os valores médios foram expressos em unidades SPAD.  

 Uma avaliação adicional foi conduzida quando a planta estava no estágio 

R4. Foram mensurados a altura da parte aérea (até o último trifólio totalmente 

expandido) comprimento da raiz (da primeira raiz da planta até a de maior 

comprimento), massa seca da parte aérea e massa seca da raiz. Para mensurar 

massa seca, as amostras de parte aérea e raízes foram lavadas, acondicionadas 

em individualmente em sacos de papel e secas em estufa de circulação forçada 

de ar a 65 °C até peso constante (aproximadamente 72 h). 

 

2.8. Análises hormonais das plantas de soja 

 

Em plantas sem insetos e após a segunda medição dos parâmetros 

fotossintéticos, um grupo de plantas foi destinado para a realização das análises 

hormonais.  Nestas plantas, as amostras foram coletadas consistiu em um trifólio 

da parte média da planta de soja (Glycine max (L.) Merrill), correspondente à 

terceira folha totalmente expandida de cima para baixo. Para cada tratamento, 

foi realizado um pool constituído por tecido foliar de três plantas individuais, 

representando uma réplica biológica. Foram obtidos três pools por tratamento, 

totalizando 12 réplicas biológicas (4 tratamentos × 3 réplicas). As amostras de 
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cada pool foram acondicionadas em envelopes de papel laminado com furos 

cilíndricos, imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, seguidamente 

homogeneizadas em cadinhos de porcelana com nitrogênio líquido, liofilizadas e 

pesadas (aproximadamente 30 mg), sendo posteriormente enviadas para 

quantificação hormonal. 

A extração dos hormônios foi conduzida conforme metodologia adaptada 

de (Bacha et al., 2024; Seo et al., 2011). Os tubos contendo o tecido vegetal 

foram adicionados 2,0 mL da solução extratora composta por 80% de metanol, 

1% de ácido acético e 19% de água destilada. Em seguida, adicionaram-se os 

padrões internos marcados com deutério (OlChemim® Ltd, Olomouc, República 

Tcheca), em uma mistura de 80 µL contendo os seguintes hormônios deuterados: 

10 ppb de giberelinas (d2-GA1 e d2-GA4) e citocininas (d3-DHZ, d6-iP e d5-tZ), 

e 1000 ppb de ácido abscísico (d6-ABA), ácido indolacético (d5-IAA) e ácido 

salicílico (d4-SA). 

As amostras permaneceram sob agitação (Ika® VXR Basic Vibrax®) a 

1000 vibrações min⁻¹ por 60 min a 4 °C, sendo posteriormente centrifugadas 

(Eppendorf® mod. 5415R) a 10.000 g por 4 min a 4 °C. O sobrenadante foi 

transferido para novos tubos de 2 mL e mantido a −20 °C por 24 h para 

precipitação de proteínas. Após nova centrifugação (10.000 g, 4 min, 4 °C), o 

sobrenadante foi transferido para tubos de vidro de 5 mL e concentrado em 

evaporador a vácuo (Thermo Scientific® Savant SPD1010 SpeedVac 

Concentrator) por 3 h à temperatura ambiente. 

Os extratos concentrados foram ressuspendidos em 1 mL de solução de 1% de 

ácido acético, homogeneizados em vórtex e purificados por cromatografia em 

colunas Oasis HLB® (fase reversa). A eluição dos hormônios foi realizada com 1 

mL de metanol a 95%. As amostras foram novamente secas e o resíduo 

dissolvido em 1% de ácido acético, sendo o extrato passado através de colunas 

Oasis MCX® (troca catiônica). 

Para quantificação dos hormônios ácidos (GAs, IAA, ABA, SA e JA), as 

frações foram eluídas com 100% de metanol contendo 1% de ácido acético. As 

citocininas foram recuperadas pela eluição com 60% de metanol e 5% de 

NH₄OH, obtendo-se a fração básica. As análises foram realizadas por 
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cromatografia líquida de ultra-alto desempenho (UHPLC, Accela 1250 Pump, 

Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA) acoplada à espectrometria de massas 

de alta resolução (Q-Exactive Orbitrap, Thermo Fisher Scientific®, San Diego, 

CA, EUA). 

 

2.9. Análise de dados  

Os dados foram analisados conforme o delineamento experimental e a 

natureza das variáveis. A normalidade e a homogeneidade de variâncias foram 

verificadas previamente. As análises de variância (ANOVA) foram utilizadas para 

avaliar os efeitos da inoculação com Beauveria amorpha, da herbivoria 

por Euschistus heros e de sua interação. 

Os ensaios de caracterização funcional do isolado de B. amorpha foram 

analisados de forma descritiva, sendo os resultados expressos como média ± 

desvio-padrão. As avaliações qualitativas foram interpretadas com base na 

presença ou ausência de halos e mudanças de coloração no meio de cultura. Os 

parâmetros fisiológicos obtidos por trocas gasosas, assim como as variáveis de 

crescimento vegetal, foram analisados em esquema fatorial considerando os 

fatores fungo e inseto, com análises conduzidas separadamente para cada 

tempo de avaliação. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

A colonização endofítica foi expressa como frequência (%) e comparada 

entre tratamentos. Os dados hormonais foram padronizados (z-score) e 

analisados por correlação de Pearson (p ≤ 0,05), sendo utilizadas redes 

hormonais para representar as correlações significativas entre os hormônios em 

cada tratamento. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

estatístico R (R Core Team 2024). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Indicadores de promoção de crescimento de Beauveria amorpha 
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Tabela 1. Perfil funcional de Beauveria amorpha relacionado à promoção de 

crescimento vegetal.  

 

Indicador Quantitativo Qualitativo Conclusão 

Fósforo (P) 6.24 ± 1.11 µg mL⁻¹ 

Halo: 10/10 

placas (+) 

Solubilização 

confirmada 

AIA 1.08 ± 1.17 µg mL⁻¹ — 

Produção 

detectável 

ACC-desaminase 

1135 ± 45 µmol 

mL⁻¹ 

Crescimento 

positivo Atividade elevada 

Sideróforos (CAS) — 

Pigmento: 

10/10 (+) 

Produção 

consistente 

 

 

Figura 1. (A) Halo de solubilização formado ao redor do disco de colônia fúngica, 

evidenciando a capacidade de solubilização de fosfato em ensaio qualitativo. (B) 

Vista inferior da placa de Petri, destacando a produção de pigmentos 

rosados/amarelados indicativos da síntese de sideróforos pelo fungo. (C) Vista 

superior da mesma placa apresentada em (B), mostrando o crescimento fúngico 

associado à produção de pigmentos. 
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Os testes com o isolado de Beauveria amorpha indicaram que o isolado 

apresenta múltiplas funcionalidades associadas à promoção de crescimento 

vegetal e adaptação ao estresse. O isolado apresentou capacidade consistente 

de solubilização de fósforo, com média de 6.24 ± 1.11 µg mL⁻¹ de P liberado em 

meio líquido (Tabela 1). Além disso, o ensaio qualitativo confirmou halos de 

solubilização em 10/10 placas (figura 1A), evidenciando atividade solubilizadora 

robusta e estável.  

A produção detectável de AIA (1.08 ± 1.17 µg mL⁻¹) indica que o isolado 

sintetiza hormônios vegetais associados ao alongamento celular e 

desenvolvimento radicular (Tabela 1). A atividade de 1135 ± 45 µmol 

mL⁻¹ representa um nível elevado da enzima ACC-desaminase (tabela 1), 

responsável pela degradação do ACC, precursor do hormônio estresse-etileno. 

O crescimento positivo no teste qualitativo reforça essa característica 

metabólica. O ensaio com meio CAS indicou produção consistente de 

sideróforos, com mudança de cor observada em 100% das placas (10/10) (figura 

1B,1C). A produção de pigmentos amarelos ou alaranjados é típica da expressão 

de sideróforos.  

Espostas morfofisiológicas de mudas de coqueiro submetidas ao ataque de 

insetos praga 

3.2. Confirmação de inoculação de Beauveria amorpha em plantas de soja 

 

 

Figura 2. Colonização endofítica de Beauveria amorpha em plantas de soja. (A) 

Recuperação e confirmação do fungo a partir de folhas inoculadas, cultivadas 
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em placas de Petri. (B) Recuperação e confirmação do fungo a partir de raízes 

inoculadas, cultivadas em placas de Petri. As médias foram comparadas pelo 

teste F, seguido pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Figura 2. Colonização endofítica de Beauveria amorpha em plantas de soja (%). 

Recuperação e confirmação do fungo a partir de folhas e raízes inoculadas, 

cultivadas em placas de Petri. As médias foram comparadas pelo teste F, seguido 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Não houve confirmação de colonização endofítica de Beauveria amorpha 

nas folhas e raízes dos tratamentos que não foram inoculados com B. amorpha 

(dados não exibidos). Por outro lado, a colonização endofítica por B. amorpha foi 

confirmada em tecidos vegetais das folhas e raízes de plantas que foram 

anteriormente inoculadas com o fungo (figura 2), evidenciando que o fungo se 

estabeleceu de forma eficiente nas folhas independentemente da presença do 

inseto. Apesar da colonização nos diferentes tecidos, foi observado diferença 

estatística entre os tecidos foliares e raízes. As folhas tiveram confirmação média 

de 90% independente da presença do fungo e as raízes tiveram valores de 35% 

no tratamento somente com fungo e aproximadamente 50%, mas sem diferença 

estatística entre eles. Logo, esses resultados demonstram que o fungo coloniza 

raízes em menor intensidade que folhas, mas ainda assim de forma consistente. 
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3.3. Análise dos atributos de crescimento das plantas de soja 

 

Tabela 2. Análises biométricas de altura da planta (cm), diâmetro do colmo (mm) 

e teor de clorofila (unidades relativas) obtidas em duas avaliações: Dia 1 (início 

da floração) e Dia 2 (floração plena/início de emissão do estilete). As médias 

foram comparadas por meio de teste F, seguido pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade.  

 

Tratamentos 

Altura dia 1 (cm) Altura dia 2 (cm) 

Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F 

Sem Fungo 42,7 Aa 34,5 Ab 11,7** 66,5 Aa 51,2 Ab 7,89* 

Com Fungo 47,1 Aa 37,7 Ab 14,8** 70,7 Aa 61,7 Aa 2,75ns 

F 3,13ns 1,83ns --- 0,61ns 3,74ns --- 
       

Tratamento 

Diâmetro dia 1 (mm) Diâmetro dia 2 (mm) 

Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F 

Sem Fungo 1,48 Aa 1,34 Ba 1,64ns 3,01 Aa 2,96 Aa 0,03ns 

Com Fungo 1,44 Aa 1,67 Aa 4,53ns 3,29 Aa 3,41 Aa 0,19ns 

F 0,10ns 9,55* --- 1,43ns 3,21ns --- 
       

Tratamento Clorofila dia 1 (U.R.) Clorofila dia 2 C 

Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F 

Sem Fungo 33,5 Bb 39,5 Aa 7,14* 28,9 Aa 23,7 Ba 2,76ns 

Com Fungo 40,7 Aa 40,6 Aa 0,00ns 34,3 Aa 32,5 Aa 0,32ns 

F 10,6** 0,30ns --- 3,01ns 8,02* --- 

Letras minúsculas comparam as médias na linha e letras maiúsculas comparam as médias na 

coluna. 

 

No Dia 1, a presença de insetos reduziu significativamente a altura das 

plantas tanto no tratamento sem fungo quanto no tratamento com fungo (tabela 

2). Em plantas sem fungo, a altura caiu de 42,7 cm para 34,5 cm, enquanto em 

plantas inoculadas com fungo, a redução foi de 47,1 cm para 37,7 cm. Esses 

efeitos foram confirmados pelos valores significativos do teste F. Entretanto, não 

houve diferença significativa entre tratamentos fúngicos (fungo vs. sem fungo) 
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dentro de cada condição de inseto, sugerindo que o fungo não influenciou a 

altura inicial das plantas na ausência ou presença de herbivoria. Na segunda 

avalição, o padrão permaneceu semelhante para plantas sem fungo, onde os 

insetos reduziram a altura (66,5 para 51,2 cm). No entanto, quando o fungo 

estava presente, essa redução não ocorreu (70,7 vs. 61,7 cm; F não 

significativo), indicando que o fungo pode ter atenuado parcialmente o efeito 

negativo dos insetos na fase de floração plena. 

O diâmetro no primeiro dia de avalição, apresentou interação parcial entre 

os fatores1 (tabela 2). Em plantas sem fungo, insetos reduziram o diâmetro, 

enquanto em plantas inoculadas houve leve aumento, embora não significativo. 

O efeito isolado dos insetos foi significativo (F = 9,55), sugerindo que a herbivoria 

afeta o espessamento inicial do colmo, independentemente da presença de 

fungo. No Dia 2, não houve diferenças significativas entre tratamentos, indicando 

que o diâmetro tende a estabilizar durante o desenvolvimento vegetativo, mesmo 

sob estresse biótico. 

O fungo aumentou o teor de clorofila significativamente no primeiro dia de 

avalição (de 33,5 para 40,7 U.R.), enquanto insetos reduziram a clorofila apenas 

nas plantas sem fungo. Na segunda avaliação, o efeito dos insetos voltou a ser 

evidente apenas em plantas sem fungo, enquanto plantas inoculadas 

mantiveram teores de clorofila estáveis.  

 

Tabela 3. Avaliações biométricas finais realizadas antes e após a colheita 

destrutiva das plantas. Foram mensurados: altura final da parte aérea (cm), 

comprimento da raiz (cm), massa seca da parte aérea (g) e massa seca das 

raízes (g). As médias foram comparadas pelo teste F, seguido pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade 

Tratamentos 

Altura PA final (cm) Comprimento da raiz (cm) 

Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F Sem Inseto Com 
Inseto 

F 

Sem Fungo 70,5 Aa 54,7 Ab 9,52* 36,7 Aa 33,1 Aa 1,39ns 

Com Fungo 72,3 Aa 64,7 Aa 2,16ns 37,5 Aa 34,5 Aa 0,89ns 
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PA: Parte aérea das plantas. MS: Massa seca. Letras minúsculas comparam as médias na 

linha e letras maiúsculas comparam as médias na coluna. 

 

A altura final (tabela 3) da parte aérea foi reduzida em plantas que tiveram 

a presença de insetos e sem inoculação do fungo (de 70,5 para 54,7 cm), 

confirmando o efeito acumulado da herbivoria ao longo do ciclo. Entretanto, em 

plantas inoculadas com B. amorpha, essa redução não foi significativa (72,3 vs. 

64,7 cm), sugerindo que o fungo pode aliviar parcialmente o impacto do dano 

causado pelos percevejos ao longo do desenvolvimento. O comprimento de raiz 

não apresentou diferenças significativas entre tratamentos (tabela 3), variando 

entre 33 e 37,5 cm, e não sendo afetado por insetos nem pelo fungo. 

A massa seca (MS) aérea foi um dos parâmetros mais sensíveis ao efeito 

dos insetos. Em plantas sem fungo, insetos reduziram a MS de 12,6 g para 9,92 

g. Em plantas inoculadas, embora a massa seca fosse maior no geral (16,7 g), 

os insetos também provocaram redução significativa (13,8 g). Além disso, o 

efeito do fungo foi marcante: plantas com B. amorpha apresentaram maior 

acúmulo de biomassa tanto sem insetos quanto com inseto. A massa seca da 

raiz não apresentou alterações significativas em função da herbívora ou do 

fungo. No entanto, o teste F apontou efeito significativo entre tratamentos dentro 

de colunas (presença de inseto), sugerindo alguma tendência de maior 

estabilidade radicular em plantas inoculadas. 

 

3.4. Análises fisiológicas em plantas de soja 

 

F 0,12ns 3,84ns --- 0,06ns 0,22ns --- 
       

Tratamentos 

MS Parte aérea (g) MS Raiz (g) 

Sem 
Inseto 

Com 
Inseto 

F Sem Inseto Com 
Inseto 

F 

Sem Fungo 12,6 Ba 9,92 Bb 12,4** 13,7 Aa 13,3 Ba 0,68ns 

Com Fungo 16,7 Aa 13,8 Ab 14,3** 14,5 Aa 14,5 Aa 0,00ns 

F 27,8** 25,2** --- 3,48ns 7,21* --- 
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As respostas fisiológicas das plantas de soja foram avaliadas por meio de 

trocas gasosas em dois momentos distintos: imediatamente após a remoção 

de Euschistus heros (Dia 1-primeira avaliação) e alguns dias após o término da 

herbivoria, durante a floração plena (Dia 2-segunda avaliação). Esses dois 

pontos temporais permitiram distinguir respostas imediatas ao estresse 

herbívoro daquelas associadas a processos de recuperação e modulação tardia, 

especialmente em plantas inoculadas com Beauveria amorpha. 

 

 

 

 

 

Figura 3. Respostas fisiológicas de plantas de soja avaliadas por trocas gasosas 

no Dia 1 (primeira avaliação), após o período experimental, em 

plantas inoculadas (+ Fungo) ou não (– Fungo com Beauveria 

amorpha e submetidas (+ Insect) ou não (– Insect) à herbivoria por Euschistus 

heros. São apresentados os parâmetros: Taxa líquida de assimilação de CO₂ 

(A), taxa de transpiração (E), condutância estomática (gs), concentração 

intercelular de CO₂ (Ci), eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci), 

temperatura foliar e eficiência no uso da água (WUE). As barras representam 

médias ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 
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tratamentos (Tukey, p ≤ 0,05). O asterisco (*) indica diferença significativa entre 

plantas inoculadas e não inoculadas dentro do mesmo nível de herbivoria. 

 

Na primeira avaliação (Dia 1), observaram-se diferenças marcantes nos 

parâmetros fisiológicos em função da interação entre herbivoria e inoculação 

fúngica (figura 3).  A taxa líquida de assimilação de CO₂ (A) foi significativamente 

reduzida pela herbivoria em plantas não inoculadas, enquanto plantas 

inoculadas com B. amorpha mantiveram valores elevados de fotossíntese, 

independentemente da presença prévia de insetos.  Esse padrão indica que o 

fungo endofítico mitigou o impacto imediato da herbivoria sobre a atividade 

fotossintética e que há uma sensibilidade da fotossíntese à presença recente do 

inseto. 

A taxa de transpiração (E) seguiu padrão semelhante. Em plantas sem 

fungo, a presença prévia do inseto resultou em redução da transpiração, 

enquanto plantas inoculadas mantiveram taxas elevadas e estáveis, mesmo 

após a herbivoria. A condutância estomática (gs) reforçou esse padrão 

fisiológico, onde plantas não inoculadas exibiram fechamento estomático após o 

ataque, enquanto plantas inoculadas apresentaram aumento ou manutenção da 

abertura estomática, sugerindo maior capacidade de ajuste estomático sob 

estresse. 

A concentração intercelular de CO₂ (Ci) foi reduzida em plantas não 

inoculadas submetidas à herbivoria, evidenciando limitação estomática da 

fotossíntese. Em contraste, plantas inoculadas mantiveram valores estáveis de 

Ci, indicando que a assimilação de carbono foi preservada. A eficiência 

instantânea de carboxilação (A/Ci) seguiu o mesmo padrão, com redução 

apenas em plantas não inoculadas, enquanto plantas com fungo mantiveram 

elevada eficiência bioquímica da fixação de carbono. 

A temperatura foliar revelou respostas opostas entre os tratamentos. Em 

plantas não inoculadas, a herbivoria resultou em aumento da temperatura foliar, 

consistente com a redução da transpiração e do resfriamento evaporativo. Já em 

plantas inoculadas, a presença prévia do inseto esteve associada à redução da 

temperatura foliar, refletindo maior controle estomático e manutenção do fluxo 
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transpiratório. A eficiência no uso da água (WUE) não apresentou variações 

consistentes entre os tratamentos, indicando que, no curto prazo, os ajustes 

fisiológicos priorizaram a manutenção da fotossíntese em detrimento da 

economia hídrica, no entanto, foi observado que plantas com fungo mantiveram 

valores elevados e estáveis, sem queda de eficiência. 

 

 

 

 

Figura 4. Respostas fisiológicas de plantas de soja avaliadas por trocas gasosas 

no Dia 2 (segunda avaliação), após o período experimental, em 

plantas inoculadas (+ Fungus) ou não (– Fungus) com Beauveria 

amorpha e submetidas (+ Insect) ou não (– Insect) à herbivoria por Euschistus 

heros. São apresentados os parâmetros: Taxa líquida de assimilação de CO₂ 

(A), taxa de transpiração (E), condutância estomática (gs), concentração 

intercelular de CO₂ (Ci), eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci), 

temperatura foliar e eficiência no uso da água (WUE). As barras representam 

médias ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

tratamentos (Tukey, p ≤ 0,05). O asterisco (*) indica efeito significativo do 

histórico de herbivoria dentro de cada condição fúngica. 
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Na segunda avaliação (Dia 2), realizado alguns dias após o fim da 

herbivoria e já na fase de floração plena, os parâmetros fisiológicos indicaram 

um padrão distinto daquele observado no Dia 1, sugerindo processos de 

recuperação e modulação tardia pelo fungo nas respostas da planta (figura 4). 

Para a taxa fotossintética (A), plantas sem fungo não apresentaram diferenças 

entre presença ou ausência prévia de insetos. Já plantas com fungo exibiram 

tendência de maior fotossíntese quando previamente atacadas, embora sem 

significância dentro do tratamento, mas com efeito significativo da herbivoria no 

modelo. 

A transpiração (E) também refletiu essa resposta tardia, onde plantas com 

fungo e herbivoria apresentaram aumento significativo, indicando maior 

demanda evaporativa associada ao ganho fotossintético. A condutância 

estomática (gs) apresentou comportamento semelhante, onde plantas com 

fungo e com histórico herbivoria mostraram aumento significativo, enquanto 

plantas sem fungo permaneceram estáveis. Esse padrão sugere maior 

capacidade de regulação estomática e maior fluxo de CO₂ em plantas 

associadas ao fungo. Para Ci, não houve diferenças significativas entre 

tratamentos, embora plantas com fungo e inseto tenham mostrado tendência de 

valores mais altos.  

A eficiência de carboxilação (A/Ci) aumentou em plantas com fungo e com 

histórico de herbivoria, e o efeito isolado do inseto foi significativo, indicando 

melhora do desempenho carboxilativo na presença do endófito. A temperatura 

foliar apresentou pequenas variações, com plantas inoculadas exibindo valores 

ligeiramente mais elevados, possivelmente associados ao aumento da atividade 

metabólica. A eficiência no uso da água (WUE) foi reduzida em plantas 

inoculadas com histórico de herbivoria, refletindo o aumento proporcional da 

transpiração em relação à assimilação de carbono, o que é consistente com um 

estado fisiológico ativo e de crescimento. 

 

3.5. Análises hormonais 
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As análises de quantificação dos fitormônios mostrou que os diferentes 

tratamentos promoveram alterações expressivas no balanço hormonal das 

plantas de soja, tanto em relação às concentrações relativas dos hormônios 

individuais quanto à organização do perfil hormonal como um todo. As respostas 

variaram de acordo com cada tratamentos, sendo afetado pela presença 

de Beauveria amorpha, da herbivoria por Euschistus heros e/ou da interação 

entre ambos, mostrando uma modulação hormonal dependente do tratamento. 

Na análise baseada em escores padronizados (Z-score), foi evidenciado 

diferenças claras no perfil hormonal relativo entre os tratamentos (figura 5). As 

plantas do controle apresentaram escores positivos para a maioria dos 

hormônios avaliados, incluindo giberelinas (GA1 e GA4), ácido abscísico (ABA), 

ácido indolacético (IAA), ácido jasmônico (JA), isopenteniladenina (iP) e trans-

zeatina (tZ), indicando concentrações acima da média geral dos tratamentos. Por 

outro lado, plantas inoculadas apenas com B. amorpha apresentaram escores 

predominantemente negativos para praticamente todos os hormônios 

analisados, refletindo concentrações abaixo da média global. As plantas 

infestadas por E. heros exibiram um padrão distinto, caracterizado por escores 

positivos principalmente para ácido salicílico (SA) e dihidrozeatina (DHZ), 

enquanto os demais hormônios apresentaram valores próximos ou abaixo da 

média. No tratamento combinado (B. amorpha + inseto), observou-se um perfil 

intermediário, com redução relativa de giberelinas, ABA e IAA, manutenção 

moderada de JA e aumento relativo de tZ, indicando uma reorganização do perfil 

hormonal em resposta à interação fungo–inseto. 
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Figura 6. Associação entre tratamentos e hormônios vegetais expressa por 

escores padronizados (Z-score). Valores positivos indicam concentrações acima 

da média geral dos tratamentos para cada hormônio, enquanto valores negativos 

indicam concentrações abaixo da média. Giberelinas (GA1 e GA4), Ácido 

abscísico (ABA), Ácido indolacético (AIA), Ácido jasmônico (JA), Ácido salicílico 

(SA), dihidrozeatina (DHZ), Isopenteniladenina (iP) e Trans-zeatina (tZ). 

 

A comparação geral dos perfis hormonais entre os tratamentos, por meio 

da correlação de Pearson, revelou coeficientes elevados entre todas as 

combinações (r variando de 0,95 a 1,00; p < 0,01), indicando alta similaridade na 

arquitetura geral do perfil hormonal entre os tratamentos analisados (figura 6). O 

tratamento controle apresentou alta correlação com os tratamentos contendo 

fungo, inseto ou ambos, assim como os tratamentos entre si, demonstrando que, 

apesar das diferenças na intensidade relativa das concentrações hormonais, o 
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conjunto de hormônios envolvidos permaneceu amplamente conservado entre 

as condições experimentais. 

 

 

Figura 7. Correlação de Pearson entre os perfis hormonais médios dos 

tratamentos (controle, inseto, fungo e fungo + inseto). Os valores representam 

os coeficientes de correlação (r), com significância indicada por ** (p < 0,01). 

 

A análise das correlações entre hormônios dentro de cada tratamento 

(controle, inseto, fungo e inseto+fungo) revelou diferenças marcantes na 

organização interna das redes hormonais (figura 7). No tratamento controle, foi 

observado uma rede altamente integrada, com numerosas correlações fortes, 

tanto positivas quanto negativas, envolvendo hormônios associados ao 

crescimento, à defesa e ao estresse. Em plantas infestadas por E. heros, a rede 

hormonal demostrou ainda maior densidade de correlações fortes, com destaque 
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para associações entre SA, JA, ABA, IAA e citocininas. Por outro lado, plantas 

inoculadas apenas com B. amorpha exibiram uma rede hormonal menos 

integrada, caracterizada por redução no número e na intensidade das 

correlações entre os hormônios. No tratamento combinado (B. amorpha + 

inseto), a rede apresentou um padrão intermediário, com manutenção de 

algumas correlações associadas à defesa, porém com menor integração geral 

quando comparada ao tratamento com inseto isolado. 

 

 

Figura 7. Matrizes de correlação de Pearson entre hormônios vegetais dentro de 

cada tratamento (controle, inseto, fungo e fungo + inseto). As cores indicam a 

direção e a intensidade das correlações, variando de correlações negativas 

(azul) a positivas (laranja).  
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De forma conjunta, os resultados indicam que os tratamentos não 

alteraram a identidade do conjunto hormonal envolvido, mas promoveram 

mudanças consistentes na intensidade relativa das concentrações hormonais e, 

principalmente, na estrutura das correlações hormonais dentro de cada condição 

experimental 

 

4. Discussão  

 

Os resultados demonstram que a colonização endofítica de soja pelo 

isolado de Beauveria amorpha promove uma reprogramação fisiológica 

sistêmica que aumenta a tolerância da planta à herbivoria por Euschistus heros 

(Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Poudel et al., 2021). Essa resposta não se 

manifesta por intensificação de mecanismos clássicos de defesa, mas por um 

ajuste coordenado entre metabolismo primário, fisiologia fotossintética, 

crescimento vegetal e sinalização hormonal(Aerts et al., 2021; Poorter et al., 

2012), resultando na manutenção da assimilação de carbono e do 

desenvolvimento mesmo sob estresse biótico. Logo, os efeitos observados 

refletem um estado fisiológico mais eficiente e metabolicamente estável, e não 

uma simples ativação exacerbada de respostas defensivas (V. Verma et al., 

2016)   

A interpretação desses efeitos nas plantas é apoiada pela confirmação da 

colonização endofítica de B. amorpha exclusivamente em plantas inoculadas 

(Russo et al., 2015a, 2019; Wei et al., 2020b). O reisolamento do fungo a partir 

de tecidos da soja confirmou a presença do fungo apenas nos tratamentos 

inoculados, enquanto não foi detectada colonização fúngica em plantas controle 

ou infestadas apenas por insetos. Esse resultado é fundamental para 

estabelecer a relação entre a presença do fungo nos tecidos vegetais e as 

respostas fisiológicas, hormonais e de crescimento observadas, descartando 

efeitos indiretos ou ambientais como explicação alternativa. 
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O ensaio unicamente com o fungo mostrou que a base funcional dessa 

resposta está associada às capacidades metabólicas do isolado de B. amorpha, 

que apresentou características típicas de microrganismos promotores de 

crescimento vegetal (Baron & Rigobelo, 2022; Taheri, 2025). A solubilização de 

fósforo, confirmada qualitativa e quantitativamente, pode ter contribuído para 

melhorar o status nutricional das plantas, favorecendo processos centrais da 

fotossíntese, como a síntese de ATP, a regeneração de RuBP e o transporte 

eletrônico (Khan et al., 2023; Pang et al., 2024). Esses processos são altamente 

dependentes da disponibilidade de fósforo, e sua limitação está diretamente 

associada à redução da eficiência fotossintética e do crescimento vegetal. Assim, 

a maior estabilidade da assimilação de carbono observada em plantas 

inoculadas com B. amorpha encontra respaldo direto nessa funcionalidade 

fúngica. 

A produção detectável de ácido indolacético IAA pelo isolado, embora em 

níveis moderados, é consistente e esperado do comportamento de fungos 

endofíticos funcionais, quando comparada a bactérias rizosféricas clássicas 

(Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Taheri, 2025). Nisso, há um equilíbrio onde 

os fungos endofíticos atuam modulando a sensibilidade hormonal dos tecidos 

vegetais, e não elevando sistemicamente os níveis de auxina (Baron & Rigobelo, 

2022; R. Liu et al., 2023; Morales-Vargas et al., 2024). Além disso, é verificado 

que em sistemas endofíticos, pequenas quantidades de auxina microbiana são 

suficientes para favorecer crescimento radicular, absorção de água e nutrientes, 

desde que o metabolismo primário esteja funcionalmente ativo(Jing et al., 2023; 

Suebrasri et al., 2020; Zhang et al., 2022). Esse padrão é coerente com os 

resultados observados, nos quais plantas inoculadas apresentaram maior 

crescimento e acúmulo de biomassa mesmo sob baixos níveis endógenos de 

IAA(Jing et al., 2023; Peleg & Blumwald, 2011; Zhang et al., 2022).  

A elevada atividade de ACC-desaminase observada pelo isolado de B. 

amorpha representa um mecanismo particularmente relevante para interpretar a 

estabilidade das respostas fisiológicas e hormonais observadas.  (Gamalero et 

al., 2023; Orozco-Mosqueda et al., 2020). Ao degradar o ACC, precursor 

imediato do etileno, o fungo reduz a síntese desse hormônio associado ao 

estresse, prevenindo respostas como senescência precoce, inibição do 
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crescimento e fechamento estomático excessivo, o que causa um custo 

energético elevado para a planta (Rehner & Buckley, 2005; Taheri, 2025). Esse 

mecanismo fornece uma explicação fisiológica consistente para a manutenção 

da condutância estomática, da transpiração e da assimilação de CO₂ em plantas 

inoculadas, mesmo após a herbivoria. Adicionalmente, a produção de 

sideróforos sugere uma contribuição funcional para a aquisição de ferro(Dellagi 

et al., 2009; Gu et al., 2025), micronutriente essencial para a síntese de clorofila 

e para o funcionamento do aparato fotossintético, o que se reflete na estabilidade 

dos teores de clorofila e no desempenho fotossintético das plantas associadas 

ao fungo (Bar-Ness et al., 1992; Tavallali & Darvishzadeh, 2025). 

Os dados de trocas gasosas avaliadas em plantas de soja e realizada em 

momentos diferentes, geram um eixo integrado que conecta essas capacidades 

funcionais do fungo às respostas hormonais e aos atributos de crescimento da 

planta. Em plantas sem fungo, a infestação por E. heros resultou em reduções 

significativas na taxa fotossintética, na condutância estomática e na 

transpiração, acompanhadas por alterações na concentração intercelular de CO₂ 

e aumento da temperatura foliar (Bharath et al., 2021; Peng et al., 2022; Singh & 

Roychoudhury, 2023). Esse conjunto de respostas caracteriza um estado 

fisiológico típico de estresse biótico, associado à limitação difusiva e bioquímica 

da fotossíntese e à redução do resfriamento evaporativo. Por outro lado, plantas 

inoculadas com B. amorpha mantiveram valores elevados e estáveis desses 

parâmetros fisiológicos imediatamente após a herbivoria semelhantes às plantas 

não estressadas, indicando que a colonização endofítica atenuou a percepção e 

a intensidade da resposta ao estresse (Du et al., 2024; H. Li et al., 2023).  

Na segunda avaliação de trocas gasosas, realizada quando a planta já 

estava há dias sem o ataque do inseto e no estado de floração plena, esse 

padrão no perfil fisiológico tornou-se ainda mais evidente. Plantas que foram 

inoculadas com o fungo e anteriormente infestadas com E. heros apresentaram 

aumento da assimilação de CO₂, da condutância estomática e da transpiração, 

refletindo um estado fisiológico ativo e funcionalmente eficiente (Molina-

Montenegro et al., 2016). Embora esse aumento tenha sido acompanhado por 

redução da eficiência no uso da água, tal resposta é consistente com uma 
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estratégia metabólica voltada ao crescimento e à assimilação de carbono, e não 

com estresse hídrico. Esse desempenho fisiológico explica o maior acúmulo de 

biomassa observado em plantas inoculadas, evidenciando que o crescimento 

superior resultou de maior eficiência metabólica, e não de estímulo hormonal 

excessivo(Blum, 2005; Flexas et al., 2004).  

As respostas fisiológicas observadas refletiram-se diretamente nos 

atributos de crescimento das plantas. A presença de B. amorpha atenuou os 

efeitos negativos da herbivoria sobre a altura da parte aérea, especialmente nas 

avaliações dias após a retiradas dos insetos, nas quais plantas inoculadas 

mantiveram crescimento comparável ao controle não foram infestadas por E. 

heros (Poorter et al., 2012). Além do mais, plantas inoculadas com fungo 

apresentaram maiores teores de clorofila, particularmente nos estágios iniciais 

após a herbivoria, indicando maior integridade do aparato 

fotossintético(Cortleven et al., 2019; Zwack & Rashotte, 2015). Esse padrão é 

consistente com a manutenção da assimilação de carbono observada pelos 

dados de trocas gasosas e sugere menor degradação de pigmentos 

fotossintéticos sob estresse biótico. 

O acúmulo de matéria seca (MS) reforça essa interpretação integrada dos 

resultados. As plantas inoculadas com B. amorpha apresentaram maior MS da 

parte aérea(Morales-Vargas et al., 2024; Poorter et al., 2012), tanto na ausência 

quanto na presença de E. heros, comprovando que a manutenção da 

fotossíntese e da condutância estomática se traduziu em maior incorporação de 

carbono estrutural ao longo do ciclo. Embora a herbivoria por E. heros tenha 

reduzido a MS em todos os tratamentos, esse efeito foi significativamente 

atenuado em plantas inoculadas com fungo, indicando que o fungo contribuiu 

para sustentar o crescimento mesmo sob estresse x. A ausência de alterações 

marcantes na MS radicular sugere que os principais benefícios da associação 

endofítica se manifestam predominantemente na parte aérea, onde ocorrem as 

trocas gasosas e a assimilação de carbono. 

Esses padrões de crescimento e acúmulo de biomassa observados nos 

tratamentos analisados amparam o contexto fisiológico necessário para a 

interpretação dos dados hormonais, indicando que variações nas concentrações 
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e na organização das redes hormonais refletem estados de eficiência metabólica 

distintos, e não limitações ao desenvolvimento da planta (Peleg & Blumwald, 

2011; Taheri, 2025). Em plantas controle, os elevados níveis de IAA, ABA, JA e 

SA refletem um cenário de sinalização compensatória, típico de plantas que 

enfrentam restrições fisiológicas e tentam sustentar crescimento e defesa por 

meio da intensificação hormonal (Jing et al., 2023; Pieterse et al., 2012; V. Verma 

et al., 2016; Zhang et al., 2022). Por outro lado, plantas inoculadas com B. 

amorpha apresentaram níveis reduzidos desses hormônios, mesmo quando 

expostas à herbivoria de E. heros, indicando que a manutenção do crescimento 

e da fotossíntese não depend(Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Patkar & Naqvi, 

2017)2(Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Patkar & Naqvi, 2017). 

Os altos teores de ácido indolacético (AIA) em plantas controle, embora 

geralmente associados ao crescimento, refletem um cenário de sinalização 

hormonal compensatória, ativada quando a eficiência metabólica e a assimilação 

de carbono são limitadas(Jing et al., 2023; Peleg & Blumwald, 2011; Zhang et al., 

2022).Nessas condições, o aumento de AIA atua como tentativa de sustentar a 

expansão celular sob restrições fisiológicas(Jing et al., 2023; Taheri, 2025; Zhang 

et al., 2022). Em contraste, plantas inoculadas com fungo apresentaram maior 

crescimento apesar de menores concentrações endógenas de AIA, apoiando 

que a expansão celular foi sustentada principalmente por maior eficiência 

fotossintética, maior disponibilidade de carbono e melhor balanço 

energético(Bastías et al., 2022; Liu et al., 2023; Lu et al., 2021; Morales-Vargas 

et al., 2024). Esse padrão é coerente com a produção apenas detectável de AIA 

pelo isolado fúngico de B. amorpha, indicando que a atuação do endófito ocorre 

de forma localizada e regulatória, modulando a sensibilidade ao AIA endógeno, 

e não por elevação sistêmica do hormônio na planta. Logo, a promoção de 

crescimento pelo isolado fúngico de  B. amorpha está associada à otimização 

metabólica e ao ajuste fino do balanço hormonal, e não à indução compensatória 

de auxina(Baron & Rigobelo, 2022; Taheri, 2025). 

Os níveis mais elevados de ácido abscísico (ABA) observados em plantas 

controle e, plantas infestadas por E. heros sem inoculação fúngica, indicam uma 

resposta fisiológica clássica ao estresse, associada ao fechamento estomático e 
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à limitação da assimilação de CO₂, em acordo com os padrões de trocas gasosas 

registrados neste estudo (Bharath et al., 2021; Singh & Roychoudhury, 2023). 

Por outro lado, a redução do ABA em plantas inoculadas com B. amorpha, 

mesmo sob herbivoria do inseto sugador E. heros, indica que a colonização 

endofítica modulou a resposta hormonal da planta de soja, atenuando a ativação 

excessiva de mecanismos de estresse(Taheri, 2025). Evidências mostram que 

fungos entomopatogênicos endofíticos, como Beauveria e Metarhizium, podem 

interferir na sinalização do ABA, promovendo maior estabilidade fisiológica e 

menor custo metabólico associado à defesada planta (Hu and Bidochka, 2021). 

As citocininas apresentaram respostas diferenciais que refletem ajustes 

finos no balanço entre crescimento e estresse em plantas de soja (Osugi & 

Sakakibara, 2015; Vinciarelli et al., 2025). A elevação da dihidrozeatina (DHZ) 

em plantas infestadas por E. heros indica uma resposta adaptativa típica ao 

estresse biótico, uma vez que essa citocinina, por ser metabolicamente mais 

estável, está frequentemente associada à manutenção mínima das funções 

celulares sob condições adversas do meio(Taheri, 2025; Vinciarelli et al., 2025). 

Em contraste, a redução concomitante de isopenteniladenina (iP) e trans-zeatina 

(tZ) nesses tratamentos sugere comprometimento de vias hormonais 

diretamente ligadas à promoção do crescimento, à atividade fotossintética e ao 

atraso da senescência, em concordância com o menor desempenho fisiológico 

observado pelos dados de trocas gasosas e com a redução no acúmulo de 

biomassa(Cortleven et al., 2019; Osugi & Sakakibara, 2015; Vinciarelli et al., 

2025; Zwack & Rashotte, 2015). Por outro lado, a manutenção relativa de iP e tZ 

em plantas inoculadas com B. amorpha, mesmo sob herbivoria, indica que a 

colonização endofítica contribuiu para a preservação da sinalização citocinínica 

associada ao crescimento e à estabilidade do aparato fotossintético(R. Liu et al., 

2023; Taheri, 2025). Evidências demonstram que citocininas, especialmente tZ, 

desempenham papel central na manutenção da atividade fotossintética, na 

integridade dos cloroplastos e no atraso da senescência foliar, efeitos 

compatíveis com os maiores valores de assimilação de carbono, condutância 

estomática e crescimento observados em plantas inoculadas com 

fungo(Cortleven et al., 2019; Osugi & Sakakibara, 2015; Vinciarelli et al., 2025; 

Zwack & Rashotte, 2015). 
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Os hormônios de defesa em plantas ácido jasmônico (JA) e ácido salicílico 

(AS) também apresentaram modulação compatível com um estado fisiológico 

mais eficiente. Em plantas infestadas por E. heros sem inoculação fúngica, os 

níveis elevados desses hormônios caracterizam respostas defensivas intensas, 

frequentemente associadas à supressão da fotossíntese e ao redirecionamento 

de recursos metabólicos para a defesa, configurando um trade-off entre 

crescimento e defesa (Fang et al., 2025; Nabity et al., 2013; X. Wang et al., 2024). 

Em contraste, plantas de soja inoculadas com B. amorpha apresentaram 

concentrações mais moderadas de JA e SA, indicando que a resposta defensiva 

foi modulada e não exacerbada, reduzindo as penalidades metabólicas 

associadas à defesa intensa (Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Thaler et al., 

2012).A modulação fina entre os caminhos de JA e SA também é conhecida por 

resultar em interações crosstalk que equilibram as respostas defensivas e 

preservam processos fisiológicos essenciais, como a atividade fotossintética e o 

crescimento vegetativo(Fang et al., 2025; Nabity et al., 2013; Thaler et al., 2012; 

L. Wang & Wu, 2013). 

A análise das correlações e das redes hormonais fornece um nível 

adicional de compreensão desses processos (Aerts et al., 2021). Embora os 

perfis hormonais apresentem correlações elevadas entre tratamentos, indicando 

a preservação da arquitetura básica da sinalização hormonal, a organização das 

redes revelou diferenças marcantes na conectividade entre hormônios. Plantas 

controle e infestadas sem B. amorpha apresentaram redes altamente integradas, 

típicas de estados fisiológicos sensíveis e metabolicamente custosos, nos quais 

múltiplas vias são ativadas simultaneamente (Conrath et al., 2015; Mauch-Mani 

et al., 2025). Em contraste, plantas inoculadas exibiram redes menos integradas, 

com menor número de correlações fortes, indicando maior autonomia entre vias 

hormonais e controle mais fino das respostas. O tratamento combinado fungo + 

inseto apresentou uma rede intermediária, sugerindo equilíbrio entre ativação 

defensiva e manutenção do metabolismo primário. 

Em conjunto, os resultados indicam que a colonização endofítica por B. 

amorpha não promove resistência baseada em defesas químicas intensas, mas 

sim uma forma de tolerância fisiológica ao ataque de E. heros. Essa tolerância é 

sustentada pela manutenção da eficiência fotossintética, pela reorganização do 
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balanço hormonal e pela redução do custo metabólico associado às respostas 

ao estresse (Bastías et al., 2022; Lu et al., 2021; Taheri, 2025). Ao atuar como 

modulador sistêmico da fisiologia vegetal, B. amorpha amplia o espectro 

funcional conhecido do gênero Beauveria, tradicionalmente reconhecida como 

fungo entomopatogênico (Cheong et al., 2020; Clifton et al., 2023; Ortiz-Urquiza 

et al., 2010; Zimmermann, 2007), reposiosionado como um componente 

promissor em estratégias biológicas multifuncionais para o manejo sustentável 

da cultura da soja. 

 

5. Conclusão 

Foi verificado que fungo entomopatogênico Beauveria amorpha atua 

como endófito funcional em soja, promovendo uma forma de tolerância 

fisiológica ao ataque do inseto sugador Euschistus heros, baseada na 

manutenção da eficiência fotossintética, do crescimento vegetal e da 

estabilidade metabólica. A colonização endofítica foi confirmada exclusivamente 

em plantas inoculadas com B. amorpha e esteve associada à preservação da 

assimilação de carbono, maior acúmulo de biomassa aérea e estabilidade dos 

teores de clorofila, mesmo sob herbivoria de E. heros. Esses efeitos não 

resultaram da intensificação de defesas hormonais clássicas, mas de uma 

reorganização fina do balanço hormonal e da conectividade entre vias de 

sinalização, reduzindo custos metabólicos associados ao estresse. A modulação 

das trocas gasosas e das redes hormonais indica que fungo B. amorpha atua 

como regulador sistêmico da fisiologia vegetal, ampliando o espectro funcional 

conhecido do gênero Beauveria. Os resultados demonstram que B. 

amorpha promove tolerância fisiológica à herbivoria por meio da manutenção da 

eficiência fotossintética e do crescimento vegetal, e não pela intensificação de 

defesas clássicas, destacando seu potencial como agente multifuncional no 

manejo sustentável da soja 
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Imagens complementares 

Figura complementar 1. (A) planta inoculada com Beauveria amorpha e 

infestada com Euschistus heros. (B) planta inoculada com B. amorpha. (C) 

Planta infestada com E. heros. (D) Planta controle (sem fungo e sem inseto). 

   

Figura complementar 2. Plantas de soja infestadas com Euschistus heros 
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ABSTRACT: 

 

Beauveria spp. are entomopathogenic and endophytic fungi used in pest management 

because of their efficacy and environmental advantages over chemical pesticides. 

While Beauveria bassiana dominates the market, Beauveria amorpha remains 

unexplored despite its potential as a bioinsecticide. This study demonstrated, for the first 

time, the endophytic colonization of soybean by B. amorpha and its effects on the 

attractiveness of Euschistus heros, the most important soybean pest. To evaluate 

endophytic colonization, three fungal concentrations (10⁷, 10⁸, and 10⁹ conidia/mL) were 

inoculated into seeds (immersion), roots (soil drench), leaves (spraying), and seeds + 

leaves (immersion + spraying). Olfactory responses were assessed using a Y-tube 

olfactometer, and plant colonization was confirmed using a selective culture medium. 

Both analyses were performed at 7, 14, and 21 days after fungal inoculation. Endophytic 

colonization by B. amorpha was confirmed by re-isolation from different plant tissues 

and was associated with changes in plant attractiveness. Seed inoculation produced the 

strongest repellency effect against E. heros, and increased fungal concentration did not 

result in greater repellency. High fungal concentrations and double inoculation (leaf + 

seed) reduced the repellency effect and, in some cases, increased plant attractiveness. 

Moreover, attractiveness varied according to time, inoculated tissue, and fungal 

concentration, with stronger behavioral responses and colonization occurring during the 

first days after inoculation. Endophytic colonization by B. amorpha altered soybean 

attractiveness to E. heros, with seed inoculation producing the most consistent repellency 

responses. 

 

Keywords: Neotropical brown stink bug, entomopathogenic fungus, endophytism, 

Plant volatiles, biological control. 
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Introduction  

 

The genus Beauveria (Hypocreales: Ascomycota) comprises filamentous 

entomopathogenic fungi with a cosmopolitan distribution, widely found in soil, and 

associated with various insects (Clifton et al., 2023; Zimmermann, 2007). Traditionally, 

species from this genus have been used in agricultural pest control through spraying, 

where conidia adhere to the insect integument, penetrate the cuticle and hemocoel, 

colonize internal tissues and organs, and ultimately cause host death [3].Owing to these 

characteristics, the use of fungi from the Beauveria genus in agriculture represents an 

alternative to face the challenges of achieving more sustainable production from both 

economic and environmental perspectives.  

Currently, the global consumption of chemical pesticides is estimated to be 2.7 

million tons annually (Daraban et al., 2023; Sharma et al., 2020). This model leads to 

problems such as environmental contamination, impacts on natural enemies, risks to 

human health, and the selection of resistant populations (Lucini et al., 2021; E. S. Souza 

et al., 2017). One example is the Neotropical brown stink bug Euschistus heros (Fabricius, 

1798), the main pest of soybeans in the Neotropical region [9], whose management still 

relies mostly on chemical insecticides (Bueno et al., 2013). Reports of resistance 

evolution and consequent reduction in the efficacy of products have become increasingly 

frequent (Guedes, 2017; Tuelher et al., 2018). Furthermore, the development of a new 

chemically active ingredient can cost between US$ 250 and 300 million, take up to 16 

years to reach the market, and have an average lifespan of only 3 to 5 years (McDougall, 

2016; OECD, 2021). In contrast, biological products based on entomopathogenic 

microorganisms require significantly lower investments, approximately US$ 3 to 10 

million (IBMA -INTERNATIONAL BIOCONTROL MANUFACTURERS., 2024), and 

offer additional advantages, such as greater selectivity, specificity, and slower evolution 

of resistance (Lacey et al., 2015). 

One of the most important constraints of bioinsecticides adoption is the low 

persistence under adverse environmental conditions, which are quite common in 

Brazilian agriculture, such as high temperatures and low relative humidity (Dannon et al., 

2020). In addition to infecting insects, Beauveria species can establish endophytic 

associations (Mantzoukas & Eliopoulos, 2020b). By colonizing plant tissues, the fungus 

gains protection from environmental effects and can also induce resistance mechanisms, 

providing protection to the host plant and promoting growth (Hu & Bidochka, 2021b; 

Vega et al., 2008). In this context, the use of Beauveria an endophytic emerges as a 

promising alternative for the management of insect pests(Aravinthraju et al., 2024; L. Liu 

et al., 2025; Mwamburi, 2021). 

Within the Beauveria genus, the most widely used species in biological control is 

Beauveria bassiana (Mascarin et al., 2019). However, species as Beauveria amorpha, 

remains poorly explored, although there are records of their occurrence associated with 

soils, plants, and pest arthropods, highlighting their potential for pest management 

(Campos et al., 2005; D. A. de Souza et al., 2020). All commercial products registered 

based on Beauveria in Brazil use B. bassiana as an active ingredient (MAPA. Ministry 

of Agriculture and Livestock. AGROFIT –, 2025; Mascarin et al., 2019). It must be 

considered that reliance on a single species reduces the ecological resilience of 

agricultural systems and may compromise the long-term effectiveness of biocontrol. This 

scenario underscores the ecological and technological need to expand the investigation 

and use of other Beauveria species, such as B. amorpha, which may represent promising 
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alternatives as biocontrol agents, either through direct application by spraying or 

endophytic use in the future. Endophytic Beauveria species may provide additional 

benefits, such as altering plant physiology and volatile profiles emitted by plants 

(Aravinthraju et al., 2024; González-Mas et al., 2021). These volatile organic compounds 

(VOCs) play a central role in insect management, as they affect the feeding behavior, 

oviposition, and attractiveness of different species (Farrokhzadeh et al., 2025; González-

Mas et al., 2019). This is the reason that many phytophagous insects use VOCs as 

olfactory cues to locate host and non-host plants (Bruce & Pickett, 2011; Ramírez-

Ordorica et al., 2022, 2024). 

The effectiveness of endophytic colonization by Beauveria species depends on 

multiple factors, including the inoculation method, plant part colonized, and 

concentration of the inoculum (Farrokhzadeh et al., 2025; Qin et al., 2021; X. Wang et 

al., 2024). Furthermore, colonization can be temporary and may vary between plant 

tissues and species (Gurulingappa et al., 2010a; X. Wang et al., 2024). Despite these 

advances, studies that comprehensively evaluate how these factors influence the 

behavioral responses of piercing-sucking insects to plants colonized by 

entomopathogenic fungi are scarce. There is a gap in the exploration of B. amorpha, both 

in terms of its colonization capacity and potential impact on pest management. Thus, this 

study aimed to investigate the effects of inoculating soybean tissues with different 

concentrations of B. amorpha, assessing the attractiveness of adult E. heros females and 

the efficiency of fungal colonization in different tissues. It is important to highlight that 

this study is innovative, as there are no previous records in the literature specifically 

proving that this fungus is endophytic or that it directly influences insect behavior. 

Therefore, by addressing a neglected Beauveria species from the perspective of 

multitrophic ecology, this study advances our understanding of the mechanisms by which 

endophytic fungi modulate plant-insect interactions. 

 

Results 

 

Identification of the Beauveria amorpha fungal isolate 

 

According to the Bayesian phylogenetic analysis of the concatenated sequences of 

the ITS region and RPB1 gene, isolate UFSM-01 was identified as belonging to the 

species Beauveria amorpha (Fig. 1). A comparison of the isolate sequences with those 

available in the database revealed a 99.63% identity for the ITS region (558 bp) and 

99.43% identity for the RPB1 gene (750 bp), supporting the proposed molecular 

identification. 

 

Olfactory responses of Euschistus heros to plants inoculated with Beauveria amorpha 

 

The olfactory responses of E. heros in Y-tube olfactometer bioassays showed that 

inoculation method, fungal concentration, and time after inoculation influenced insect 



 

 

101 

behavior. Non-inoculated plants (control) were preferred in most treatments, particularly 

in assessments at 7 and 14 days after inoculation with 10⁷ and 10⁸ conidia/mL (Fig. 1). 

Inoculation of seeds (S) with B. amorpha (Fig. 2a) significantly influenced the 

olfactory response of E. heros at different concentrations and evaluation times. In eight 

treatments (89%), a significant preference (p < 0.01) was observed for the control plants, 

indicating that seed inoculation was the most effective method. The concentrations of 10⁷ 

and 10⁸ conidia/mL showed the most consistent responses, with a preference for control 

plants exceeding 80% across all evaluation times. Only one treatment (10⁹ conidia/mL at 

21 days) did not differ from the other treatments. 

E. heros also showed a preference for control plants at most concentrations 

evaluated with root inoculation (R) via soil drench (Fig. 2b). Five treatments (55%) 

showed strong differences (p < 0.01), whereas two (22%) showed moderate differences 

(p < 0.05). concentrations of 10⁷ and 10⁸ conidia/mL resulted in consistent responses 

across all evaluation times. In contrast, the concentration of 10⁹ conidia/mL did not result 

in differences at 7 and 21 d after inoculation. 

Foliar inoculation (L) of B. amorpha (Fig. 2c) had no effect on the attractiveness 

of E. heros, with most treatments showing similar responses between the treated and 

control plants. No clear differences (p > 0.05) were observed in five of the nine treatments 

(56 %). Although differences were detected mainly at lower concentrations and earlier 

evaluation times, these responses were less consistent than those of seed and root 

inoculation methods. 

The combined treatment involving seed inoculation followed by foliar application 

(SL) of B. amorpha showed variable responses (Fig. 2d). Five treatments (56%) showed 

strong evidence of differences (p < 0.01), whereas four (44%) showed no clear 

differences. At a concentration of 10⁷ conidia/mL, a consistent preference for control 

plants (>80%) was observed across all evaluation times. At 10⁸ conidia/mL, only the 7-

day evaluation showed a difference between the treatments. At 10⁹ conidia/mL, most 

treatments did not differ, except at 7 days, where insects showed a preference for the 

treated plants. 

The heatmap (Fig. 3) summarizes the behavioral responses of E. heros across all 

treatments, integrating the effects of the inoculation method, fungal concentration, and 

time after inoculation. Seed inoculation (S) showed the highest frequency of contrasting 

responses, with a predominance of stronger color intensity, indicating the repellence of 

inoculated plants. Root inoculation (R) also resulted in consistent responses, although 

they were less frequent and less intense than those observed for S. In contrast, foliar 

inoculation (L) showed the weakest effects, with a predominance of responses without 

any clear differences. 

 

Evaluation of Beauveria amorpha Inoculation in Soybean Plants 

 

All inoculation techniques were effective in colonizing soybean plants with B. 

amorpha. No fungal growth was observed in the control group (data not shown). The 

results of the ANOVA comparing inoculation techniques, plant organs, and time are 

presented in Tables 1–4. 

Fungal inoculation via seeds (Table 1) resulted in endophytic colonization with 

low efficiency and persistence, which varied according to the concentration applied and 

the plant tissue. Concentrations of 10⁸ and 10⁹ conidia/mL yielded the highest 

colonization rates, particularly 7 days after inoculation. The stem showed the highest 
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colonization, reaching up to 40%, followed by the root (20%), indicating limited 

translocation of the fungus from the seed to the stem. Colonization of leaves remained 

low, not exceeding 10%, even at higher concentrations. In pods, colonization was 

observed mainly at higher concentrations, with values of approximately 20% maintained 

up to 21 days. Despite some persistence in the roots and pods, colonization decreased 

over time in all tissues. 

Root inoculation via soil drenching (Table 2) resulted in higher colonization 

levels, particularly in root tissues and at higher concentrations. The concentration of 10⁹ 

conidia/mL showed the highest root colonization, reaching 70% at 7 days after 

inoculation, followed by a decline to 25% at 14 days and 15% at 21 days. In the stem, 

colonization was observed mainly at concentrations of 10⁸ and 10⁹ conidia/mL, with 

values reaching 50% by 14 days. Colonization of leaves, stems, and pods also occurred, 

although less frequently and with greater variability, suggesting predominantly localized 

colonization. Despite the reduction over time, this method showed more stable 

colonization than the others. 

Foliar inoculation (Table 3) was also effective, resulting in colonization across all 

plant tissues, particularly in the leaves. The highest colonization levels were observed in 

leaves at 7 days after inoculation, with 60%, 70%, and 80% for concentrations of 10⁷, 10⁸, 

and 10⁹ conidia/mL, respectively. However, colonization has declined over time. At 14 

days, leaf colonization decreased to 20%, 35%, and 35%, and at 21 days, it decreased to 

10%, 15%, and 15% for the same concentrations. In other tissues (pod, stem, and root), 

colonization was lower, with maximum values ranging from 30 to 45%, depending on the 

concentration and time. 

Combined inoculation of seeds and leaves (Table 4) resulted in the highest levels 

of endophytic colonization among all the treatments. Leaves showed consistently high 

colonization at all concentrations tested (10⁷, 10⁸, and 10⁹ conidia/mL), particularly at 7 

days after inoculation. Colonization was also observed in the roots and pods. Among all 

treatments, a concentration of 10⁹ conidia/mL resulted in the highest colonization across 

plant tissues, with pod, stem, and root colonization frequently exceeding 50%. As 

observed with other methods, colonization decreased over time. 

 

Discussion 

 

We first demonstrated that the behavior of Euschistus heros is influenced by 

soybean plants endophytically colonized by Beauveria amorpha. Similar effects have 

been reported for B. bassiana, whose endophytic colonization alters plant volatile profiles 

and, consequently, herbivore attraction  (Geedi et al., 2023; George et al., 2024). This 

modulation is likely associated with the recognition of conserved fungal structures, such 

as chitin and β-glucans, by plant pattern recognition receptors (Eleftherianos et al., 2013; 

Ownley et al., 2008), triggering systemic defense responses. These responses can alter 

hormonal balance and volatile organic compound (VOC) emission, ultimately affecting 

insect behavior (González-Mas et al., 2021). 

Inoculation of soybean plants with B. amorpha via seeds (S) was the most 

effective method for inducing E. heros no preference when different concentrations and 

times were compared. This response may be associated with the early colonization of 

vascular tissues and early activation of induced systemic resistance (ISR) defenses 

[39,40]. Infection starting from the seeds may promote a plant “immune memory,” 
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keeping the plant metabolically prepared to respond to subsequent stresses (Yang et al., 

2022). This condition involves the coordinated activation of the jasmonate and ethylene 

hormone pathways (Rivera et al., 2017), which regulate the production of volatile 

secondary metabolites, such as terpenes and flavonoids (Luan et al., 2013; Martorana et 

al., 2017; Shepherd & Wagner, 2007), which are associated with insect repellency and 

interference with oviposition preferences (Su et al., 2018). This dynamic may explain the 

lower preference for reproductive-age female E. heros in seed-inoculated vs. non-

inoculated plants. 

The concentration of 10⁹ conidia/mL showed inconsistent performance in behavioral 

modulation, with no significant preference across all inoculation methods and a negative 

effect in the combined leaf + seed treatment, in which E. heros showed greater attraction 

to the treated plants. This pattern suggests that excessive inoculum doses may exceed the 

plant physiological threshold for tolerance to endophytic colonization by these fungi. In 

contrast to moderate concentrations, which induce resistance and promote defensive 

homeostasis, very high levels of Beauveria may be perceived as pathogenic, triggering 

stress responses, the production of reactive oxygen species (ROS), accumulation of 

phenolics, and tissue lignification  (Mageroy et al., 2020; Moisan et al., 2020; Patkar & 

Naqvi, 2017; Tao et al., 2016). These processes alter the balance among the jasmonate, 

ethylene, and salicylic acid pathways, resulting in oxidative stress and reduced metabolic 

efficiency (Moisan et al., 2020; Tao et al., 2016). Moreover, over-inoculation may 

destabilize the native endophytic microbiota and induce the emission of non-defensive 

volatiles, making the plants more attractive to herbivores, as observed in the leaf + seed 

treatment with 10⁹ conidia/mL. The negative effects associated with double inoculation 

(leaf + seed) reinforce this interpretation. Simultaneous fungal entry through different 

tissues may cause overlap or conflict in signaling between the jasmonic acid and salicylic 

acid pathways, which are known to exhibit functional antagonism (Patkar & Naqvi, 2017; 

Tao et al., 2016). This cross-signaling compromises the coordination of defenses and 

increases the energetic cost of metabolism, reducing the stability of fungal colonization 

and the efficiency of the systemic response. 

Data on the re-isolation of the fungus from different plant parts revealed that B. 

amorpha was detected in roots, stems, leaves, and pods. This is because fungi can infect 

different plant parts (George et al., 2024). However, the persistence of fungi decreased 

over time, consistent with previous observations (Russo et al., 2015a, 2019). This result 

is compatible with the natural dynamics of endophytic colonization, in which the presence 

of the microorganism is often transitory and is limited by factors such as competition with 

the native microbiota, the plant’s physical-chemical barriers, and plant autophagy 

mechanisms  (Russo et al., 2019; Wei et al., 2020a).Therefore, even with more frequent 

colonization confirmed seven days after B. amorpha inoculation, fungal activity may 

cease before the end of 21 days. 

No direct relationship was observed between the presence of B. amorpha and the 

behavioral response of E. heros, indicating that active colonization is not a necessary 

condition for repellency. Although the leaf and leaf + seed methods promoted the highest 

colonization rates, they were less effective in modulating behavior, whereas seed and root 

inoculations, which resulted in more moderate colonization, led to more consistent 

responses in the plants. This pattern reinforces the hypothesis that the observed effect 

arises from an initial systemic response to the fungus, consistent with the concept of 

immunological priming, in which initial contact with the microorganism induces a 

prolonged state of alertness, even after colonization has declined (Mauch-Mani et al., 

2025; Tiwari et al., 2022; Yang et al., 2022). 
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However, despite the positive laboratory results showing non-preference of female E. 

heros for soybean plants inoculated with B. amorpha, under field conditions insects may 

still accept suboptimal hosts despite initial aversion (Smaniotto & Panizzi, 2015). Given 

the polyphagous nature of E. heros, individuals may migrate to alternative hosts, such as 

cotton, common bean, sunflower, maize, or even weeds that serve as temporary resources. 

This may result in the redistribution of individuals across the agricultural landscape rather 

than the complete rejection of treated plants. 

Thus, endophytic entomopathogenic fungi may reduce the initial colonization 

pressure but may not completely prevent herbivory. From an applied perspective, spatial 

arrangements combining treated and untreated plants or alternative hosts could be 

explored to influence insect movement, analogous to push–pull strategies and other 

spatially structured approaches used in integrated pest management, including refuge-

based systems (Obermayr et al., 2015; Tabashnik et al., 2008) 

Accurate taxonomic identification of fungal isolates is essential for interpreting 

ecological results. Phylogenetic analysis based on concatenated gene sequences 

confirmed that the isolate belonged to Beauveria amorpha, increasing confidence in the 

biological interpretations. The use of multiple molecular markers is critical, as single-

locus identification may lead to misclassification, particularly in genera with high genetic 

similarity, such as Beauveria (Manfrino et al., 2024; Y. Wang et al., 2022). 

Finally, B. amorpha emerged as a relevant species in this study. Although there are 

few reports of this fungus being isolated from soil, plants, and pest arthropods (MAPA. 

Ministry of Agriculture and Livestock. AGROFIT –, 2025; Mascarin et al., 2019), its 

ecological role and endophytic potential remain largely unexplored. The results presented 

here indicate that B. amorpha can modulate plant–insect interactions in a manner 

comparable to B. bassiana, suggesting that functional endophytism is more widespread 

within the genus Beauveria than previously thought to be. Diversifying the species 

explored as biocontrol agents can reduce the dependence on B. bassiana in commercial 

products of the Beauveria genus and broaden both the functional spectrum and ecological 

resilience of agricultural systems. Furthermore, the use of entomopathogenic fungi with 

endophytic capacity in agriculture aligns with the United Nations Sustainable 

Development Goals (SDGs) and Environmental, Social, and Governance (ESG) 

guidelines, as it contributes to more sustainable agricultural practices, including reduced 

water consumption, an increasingly limited and finite resource.  

 

Methods 

 

Establishment and rearing of Euschistus heros in the laboratory 

The insects were obtained from the Microbial Control of Pest Arthropods 

Laboratory (LCMAP), FCAV/UNESP, Jaboticabal, São Paulo, Brazil. The colony was 

established in May 2022 with 100 adults, and additional individuals were introduced in 

2023 and 2024 to maintain the population vigor. 

The insects were maintained in plastic containers covered with voile fabric to prevent 

their escape and allow ventilation. The diet consisted of bean pods (Phaseolus vulgaris) 

and peanuts (Arachis hypogaea), and water was provided using cotton wads soaked in 

deionized water. Pieces of raw cotton fabric were placed on the inner sides of the 

containers to serve as oviposition substrates for the females. Insects were maintained and 
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handled twice per week under controlled environmental conditions: temperature of 26 ± 

1 °C, relative humidity of 70 ± 10%, and photoperiod of 14 h light:10 h dark. 

 

Selection and identification of the fungal isolate of Beauveria amorpha 

 

The Beauveria fungus used in this study was previously selected for the control 

of E. heros and was initially identified as Beauveria bassiana [38]. However, the isolate 

underwent molecular identification and was subsequently reclassified as Beauveria 

amorpha. For this purpose, the isolate was cultured in Potato Dextrose (PD) liquid 

medium and incubated for seven days in a B.O.D. incubator at 27 ± 1 °C. After the 

incubation period, the mycelial mass was sieved, washed with ultrapure water, and dried 

in an oven at 50 °C for 12 h. The mycelium was then ground in liquid nitrogen until a fine 

powder was obtained, from which 0.1 g was transferred to 2.0 mL microtubes. DNA 

extraction was performed according to the protocol described by (Eurya Kuramae-Izioka, 

1997). 

For sequencing, the ITS1-5.8S-ITS4 region and the RPB1 gene (RNA Polymerase 

II Largest Subunit) were amplified. Amplification of the ITS region was performed using 

the oligonucleotides ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) and ITS4 (5’-TCC 

TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (White et al., 1990) generating a fragment of 

approximately 650 bp. For the RPB1 gene, the oligonucleotides RPB1Af (5’-GAR TGY 

CCD GGD CAY TTY GG-3’) and RPB1Cr (5’-CCN GCD ATN TCR TTR TCC ATR TA-

3’) (Stiller & Hall, 1997), were used, generating a fragment of approximately 1000 bp. 

The amplification reactions consisted of 1X buffer (50 mM KCl, 200 mM TRIS-HCl, pH 

8.4), 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.5 U Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), 

2.5 pmol of each primer, 60 ng genomic DNA, and sterile pure water to a total volume of 

20 μL. Amplification was performed in a Nexus thermal cycler (Eppendorf) programmed 

for one cycle at 95°C for 2 min and 30 s, 35 cycles at 94°C for 30 s, 55°C for 30 s, and 

72°C for 40 s, followed by a final cycle at 72°C for 10 min. 

Sequencing reactions were performed using the BigDye Terminator v3.1 kit 

(Applied Biosystems) and capillary electrophoresis sequencing on an ABI3730 sequencer 

(Applied Biosystems). The generated electropherograms were processed using the 

Phred/Phrap/Consed software suite (Ewing & Green, 1998; Gordon et al., n.d.; Green, 

1996) to verify the base quality and trim the sequence with a Phred quality score equal to 

or greater than 20. The qualified sequences were compared to other sequences deposited 

in the NCBI (National Center for Biotechnology Information) database using the BLAST 

tool (Altschup et al., 1990). 

To obtain the phylogenetic tree, the sequences from each gene region, ITS and 

RPB1, of the study isolate and additional type species sequences from the NCBI database 

were aligned separately using the MUSCLE tool (Edgar, 2004) and then concatenated for 

phylogenetic analysis, which was carried out using the evolutionary model selected 
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according to the Akaike Information Criterion (AIC) with the ModelTest 3.7 tool [(Posada 

& Buckley, 2004; Posada & Crandall, 1998), using Bayesian analysis with the Markov 

Chain Monte Carlo (MCMC) algorithm implemented in the MrBayes 3.2.3 software 

(Ronquist & Huelsenbeck, 2003). The evolutionary model used corresponded to 

substitution type 6 and a gamma (γ) distribution. Analyses were performed in four chains 

with 2,000,000 generations, and trees were sampled every 100 generations. At the end of 

the analyses, once a standard deviation below 0.01 was obtained, 25% of the initially 

generated trees were removed. The resulting phylogram was graphically edited using 

Dendroscope 3 (Huson & Scornavacca, 2012).  

 

Implementation of the experiment at greenhouse 

 

The experiment was conducted in the greenhouse of LCMAP, São Paulo State 

University (UNESP/FCAV), Jaboticabal, SP, Brazil. Soybean seeds of the cultivar 

BRS 544 RR were provided by EMBRAPA Soja (Brazilian Agricultural Research 

Corporation, Londrina, PR, Brazil). Prior to the experiment, seeds were surface-

sterilized with 70% ethanol for 1 min, followed by 6% sodium hypochlorite for 30 s, 

rinsed three times with sterile distilled water, and dried on sterile filter paper inside a 

laminar flow cabinet. 

The experiment consisted of 12 treatments, comprising three concentrations of B. 

amorpha (10⁷, 10⁸, and 10⁹ conidia/mL) combined with four inoculation methods: seed 

(S), root (R), leaf (L), and seed followed by foliar reinoculation (SL), and a negative 

control (plants without fungal inoculation). Each treatment consisted of six plants per pot. 

Seed inoculation (S) and seed followed by foliar reinoculation (SL) were 

performed as described by Russo et al. (2015, 2019), with modifications. Soybean seeds 

were immersed for 2 h in conidial suspensions at the respective concentrations. For the 

remaining treatments and the control, seeds were immersed in sterile deionized water 

containing 0.005% Tween. After treatment, seeds were removed from the solutions and 

sown in germination trays containing autoclaved substrate (BIOMIX®), which was 

sterilized three times at 120 °C for 20 min to ensure aseptic conditions and uniform 

seedling development. 

When seedlings reached the V1 stage, they were transplanted into 5 L pots 

containing a mixture of sand, cattle manure, and red Latosol (1:1:2). The soil mixture was 

autoclaved at 120 °C for 40 min, and its fertility was adjusted according to the 

recommendations of Bulletin 100 (Agronomic Institute of Campinas, Brazil). 

The remaining treatments were applied when the plants reached the V4–V5 

growth stages. For root inoculation (R), 8 mL of fungal suspension was applied to the soil 

near the root system using a syringe (soil drench method). For leaf inoculation (L) and 

seed followed by foliar reinoculation (SL), 8 mL of the respective fungal suspensions 

were applied to the aerial parts of the plants using a manual sprayer to ensure complete 

coverage. 
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Olfactory responses of Euschistus heros to plants inoculated with Beauveria 

amorpha 

 

Olfactory analyses of E. heros using Y-tube olfactometer bioassays were 

conducted 7, 14, and 21 d after treatment application. The Y-tube used for the 

olfactometer had an internal diameter of 2.5 cm, stem length of 11 cm, and arms of 12 

cm, with a 45º angle between them. The Y-tube was placed horizontally on a bench 

covered with light brown kraft paper. The plants were placed in glass vessels with a 

height of 50 cm and an internal diameter of 15 cm, into which air filtered through 

activated charcoal was introduced. The vessels were connected to the olfactometer 

with Teflon (PTFE) tubes that transported the odor to the bioassay arena at a rate of 

300 µL/min/arm. The experiment and olfactometer regulations were performed as 

described in previous studies (DeVries et al., 2019; Roberts et al., 2023). 

The plants from the 12 treatments, consisting of three fungal concentrations 

(10⁷, 10⁸, and 10⁹ conidia/mL) and four inoculation methods (S, R, L, and SL), were 

evaluated in a Y-tube olfactometer for their attractiveness or repellency relative to non-

colonized control plants. For each treatment and evaluation period (7, 14, and 21 days 

after inoculation), two independent soybean plants were assessed, using 30 

reproductive-age female E. heros per plant, totaling 60 insects per treatment at each 

evaluation period. For the olfactometer experiment, the soil was carefully removed 

from the roots of the soybean plants, and the plants were washed with water to 

eliminate any soil residue. After completely removing the soil, the roots were placed 

on a tuft of cotton soaked in sterile distilled water to ensure the necessary moisture 

content. To prevent water from dripping, the roots and moist cotton were wrapped in 

aluminum foil to create a seal to maintain plant hydration. 

In the olfactometry bioassays, adult insects were kept without food for one hour 

and subjected to individual tests, being transferred to the olfactometer. The choice 

response of E. heros to plant odors was considered when the insect moved against the 

airflow and reached the end of one of the y-arms. In each evaluation, an inoculated 

and a control plant were placed in glass tubes connected to the double ends of a Y-

tube. Each insect was released at the individual entrance of the Y-tube, where it had 

the opportunity to choose between a colonized and non-colonized (control) plant. After 

every five insects were evaluated, the order of the plants was alternated within the 

chambers, and the olfactometer was cleaned with 96° GL ethyl alcohol. The visual 

assessments consisted of a one-minute period for each insect (a time determined by 

pre-tests). Insects that did not respond within this time interval were marked as non-

responsive and excluded from the analysis. Each insect was tested only once to avoid 

pseudoreplication. 
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Fungal inoculation assessment 

 

After olfactometer bioassays, a destructive sampling method was applied to 

soybean plants, both inoculated and non-inoculated with B. amorpha, to confirm fungal 

colonization. In this study, we evaluated the persistence of fungal colonization and its 

distribution across different plant tissues. The 12 treatments (three concentration-10⁷, 10⁸, 

and 10⁹ conidia/mL combined with four inoculation methods: seed (S), root (R), leaf (L), 

and seed followed by foliar reinoculation (SL), plus a control) were evaluated at 7, 14, 

and 21 days after inoculation. Four plant tissues were analyzed for each plant: roots, 

stems, leaves, and pods. Plant tissues were surface-sterilized by immersion in 70% 

ethanol for 2 min, followed by sodium hypochlorite for 1 min, and rinsed three times with 

sterile, distilled water. 

For this procedure, a previously described method (Russo et al. 2019) was used 

with some adaptations. Inside a laminar flow chamber, each plant organ was cut into 1 

cm² pieces using previously sterilized scissors. Five fragments from each plant organ 

were placed in duplicate on Petri dishes containing CTC medium (yeast extract, potato, 

dextrose, agar, chloramphenicol, cycloheximide, and tetracycline). 

To verify the effectiveness of surface sterilization, 100 µL of the final rinse water 

from each sample was plated on Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA). All 

plates were maintained at 26 °C in a climate-controlled growth chamber (B.O.D.). Fungal 

growth was evaluated after 10–15 d of incubation. Emerging colonies were examined 

microscopically to confirm the identity of the isolates. Data were expressed as 

colonization frequency (CF) = (number of colonized plant pieces / total number of plant 

pieces examined) × 100 (Petrini & Fisher, 1986). 

 

 

Statistical analysis 

 

The olfactory choices of Euschistus heros were analyzed using a chi-square (χ²) 

goodness-of-fit test (p < 0.05) to compare the observed frequencies of selection between 

the inoculated and control plants. Only responsive insects were included in this study.  

Analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s test (p < 0.05), was used to 

compare the mean colonization among tissues, concentrations, and days for each 

inoculation method. Data were processed using the R software (R Core Team, 2024), with 

the ExpDes package. 

Molecular identification of the fungal isolate was based on sequence data from the 

ITS and RPB1 regions. Sequences were quality-checked and compared with reference 

sequences available in the NCBI database for taxonomic confirmation of the species. 

Phylogenetic relationships were inferred using a Bayesian approach based on 

concatenated sequences, as recommended for Beauveria [71,77,78]. 
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Figure 

 

Figure 1. Bayesian phylogenetic tree obtained from the concatenated sequences of the 

ITS region and the RPB1 gene of Beauveria species, used for species-level identification 

of the UFSM-01 isolate. The numbers at the nodes represent the support values of these 

inferences. 

 

Figure 2. Olfactory response of Euschistus heros in Y-tube olfactometer assays to odors 

from soybean plants inoculated with Beauveria amorpha (dark gray) and non-inoculated 

plants (control, light gray), evaluated at different fungal concentrations and time points 

after inoculation. The inoculation methods were as follows: (a) seed inoculation, (b) root 

inoculation (soil drench), (c) foliar inoculation, and (d) combined seed and foliar 

inoculation. Statistical analyses were performed using the chi-square (χ²) test. 

Significance levels are indicated as follows: **p < 0.01, *p < 0.05, and ns (not 

significant). 
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Figure 3. Heatmap representing the olfactory responses of Euschistus heros to soybean 

plants inoculated with Beauveria amorpha at different conidial concentrations (10⁷, 10⁸, 

and 10⁹ conidia/mL), inoculation methods (S = seed; R = root; L = leaf; SL = seed + leaf), 

and times after inoculation (7, 14, and 21 d). Each cell represents the p-value obtained 

from the chi-square (χ²) test comparing the number of insects choosing control (non-

inoculated) versus inoculated plants. Color intensity represents the percentage of insects 

that chose the control plants, with darker tones indicating a greater preference for the 

control plants. Significance levels: p < 0.01 (**), p < 0.05 (*), and ns = not significant. 

 

Table 

 

Table 1. Average percentage colonization (±SEM) of Beauveria amorpha inoculated on 

soybean seeds and evaluated in different plant tissues (leaves, pods, stems, and roots) 21 

days after the fungal inoculation. Different letters within the same inoculation method 

indicate significant differences (Tukey’s test, p <0.05). 

 

B. amorpha concentration Days after inoculation 

Confirmation of B. amorpha in plant tissues 

Leaf Pod Stem Root 

10⁷ conidia/mL 

7 10 ± 5.8 abc 5 ± 5.0 bc 5 ± 5.0 bc 15 ± 9.6 abc 

14 0 ± 0.0c 0 ± 0.0 c 0 ± 0.0 c 0 ± 0.0 c 

21 5 ± 5.0 bc 0 ± 0.0 c 0 ± 0.0 c 0 ± 0.0 c 
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10⁸ conidia/mL 

7 10 ± 10.0 abc 20 ± 11.5 abc 35 ± 17.1 ab 15 ± 9.6 abc 

14 0 ± 0.0 c 10 ± 5.8 abc 10 ± 10.0 abc 5 ± 5.0 bc 

21 5 ± 5.0 bc 10 ± 5.8 abc 0 ± 0.0 c 5 ± 5.0 bc 

10⁹ conidia/mL 

7 10 ± 5.8 abc 20 ± 8.2 abc 40 ± 14.1 a 20 ± 8.2 abc 

14 0 ± 0.0 c 10 ± 10.0 abc 10   ± 5.8 abc 10 ± 5.8 abc 

21 10 ± 5.8 abc 10 ± 5.8 abc 5 ± 5.0 bc 5 ± 5.0 bc 

Mean ± standard error of the mean (SEM). Different letters within the same inoculation method 

indicate significant differences (Tukey’s test, p <0.05). 

 

 

Table 2. Mean percentage colonization (±SEM) of Beauveria amorpha inoculated via 

soil on soybean roots (drench) and evaluated in different plant tissues (leaves, pods, 

stems, and roots) at 7, 14, and 21 days after inoculation. 

 

B. amorpha concentration Days after inoculation 

Confirmation of B. amorpha in plant tissues 

Leaf Pod Stem Root 

10⁷ conidia/mL 

7 10 ± 10.0 d 10 ± 5.8 d 0 ± 0.0 d 35 ± 15.0 abcd 

14 10 ± 5.8 d 10 ± 10.0 d 0 ± 0.0 d 5 ± 5.0 d 

21 15 ± 9.6 cd 10 ± 5.8 d 0 ± 0.0 d 0 ± 0.0 d 

10⁸ conidia/mL 

7 15 ± 9.6 d 10 ± 5.8 d 50 ± 5.8 abc 55 ± 9.6 ab 

14 10 ±10.0 d 10 ± 5.8 d 15 ± 5.0 cd 25 ± 9.6 bcd 

21 25 ± 9.6 bcd 5 ± 5.0 d 0 ± 0.0 d 10 ± 5.8 d 

10⁹ conidia/mL 

7 20 ± 11.5 bcd 25 ± 15.0 bcd 50 ± 5.8 abc 70 ± 10.0 a 

14 15 ± 9.6 cd 15 ± 5.0 cd 10 ± 5.8 d 25 ± 9.6 bcd 

21 5 ± 5.0 d 10 ± 10.0 d 5 ± 5.0 d 15 ± 9.6 cd 

Mean ± standard error of the mean. Different letters within the same inoculation method indicate significant 

differences (Tukey’s test, p <0.05). 

 

Table 3. Mean percentage colonization (±SEM) of Beauveria amorpha inoculated via 

foliar spray and evaluated in different plant tissues (leaves, pods, stems, and roots) at 7, 

14, and 21 d after fungal inoculation. Different letters within the same inoculation method 

indicate significant differences (Tukey test, p <0.05). 

B. amorpha concentration Days after inoculation 

Confirmation of B. amorpha in plant tissues 

Leaf Pod Stem Root 
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10⁷ conidia/mL 7 60 ± 14.1abc 15 ± 15.0 de 25 ± 9.6 cde 15 ± 9.6 de 

 14 20 ± 8.2 cde 10 ± 5.8 de 10 ± 5.8 de 5 ± 5.0 de 

  21 10 ± 5.8 de 0 ± 0.0 e 10 ± 5.8 de 5 ± 5.0 de 

10⁸ conidia/mL 

7 70 ± 10.0 ab 20 ± 8.2 cde 30 ± 5.8 bcde 15 ± 9.6 de 

14 35 ± 9.6 bcde 15 ± 5.0 cde 25 ± 5.0 cde 5 ± 5.0 de 

21 10 ± 5.8 de 10 ± 5.8 de 5 ± 5.0 de 5 ± 5.0 de 

10⁹ conidia/mL 

7 80 ± 14.1 a 30 ± 17.3 bcde 45 ± 9.6 dcd 20 ± 8.2 cde 

14 35 ± 9.6 bcde 35 ± 9.6 bcde 35 ± 5.0 bcde 10 ± 5.8 de 

21 15 ± 5.0 de 0 ± 0.0 e 5 ± 5.0 de 10 ± 10.0 de 

Mean ± Standard error of the mean. Different letters within the same inoculation method indicate 

significant differences (Tukey’s test, p < 0.05). 

 

Table 4. Mean percentage colonization (±SEM) of Beauveria amorpha inoculated via 

seed inoculation + foliar spraying and evaluated in different plant tissues (leaves, pods, 

stems, and roots) at 7, 14, and 21 d after fungal inoculation. 

B. amorpha concentration Days after inoculation 

Confirmation of B amorpha in plant tissues 

Leaf Pod Stem Root 

10⁷ conidia/mL 

7 65 ± 12.6 ab 5 ± 5.0 d 30 ± 5.8 bcd 15 ± 9.6 cd 

14 30 ± 5.8 bcd 10 ± 5.8 cd 5 ± 5.0 d 5 ± 5.0 d 

21 5 ± 5.0 d 10 ± 5.8 cd 5 ± 5.0 d 5 ± 5.0 d 

10⁸ conidia/mL 

7 65 ± 17.1 ab 15 ± 9.6 cd 30 ± 17.3 bcd 30 ± 12.9 bcd 

14 40 ± 8.2 abcd 15 ± 15.0 cd 5 ± 5.0 d 5 ± 5.0 d 

21 15 ± 9.6 cd 10 ± 5.8 cd 0 ± 0.0 d 5 ± 5.0 d 

10⁹ conidia/mL 

7 80 ± 8.2 a 65 ± 20.6 ab 65± 17.1 ab 65 ± 12.6 ab 

14 55 ± 9.6 abc 20 ± 11.5 bcd 25 ± 12.6 bcd 20 ± 8.2 bcd 

21 25 ± 9.6 bcd 15 ±5.0 cd 5 ± 5.0 d 5 ± 5.0 d 

Mean ± standard error of the mean. Different letters within the same inoculation method indicate significant 

differences (Tukey’s test, p <0.05). 
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CAPÍTULO 5- CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O presente estudo foi desenvolvido a partir da alta necessidade de ampliar 

a compreensão e diferentes possibilidades do manejo de insetos sugadores na 

cultura da soja, em particular, o percevejo-marrom Euschistus heros, onde 

relevância agronômica e dificuldade de controle representam um dos principais 

desafios da Entomologia Agrícola atual. Tradicionalmente, o controle do E. heros 

é realizado com o uso intensivo de inseticidas com principio ativos químicos, 

estratégia que apresenta limitações crescentes em termos de eficiência, 

sustentabilidade e impacto ambiental, tendo falhas de controle e acarretando 

problemas socioambientais. Esses problemas são agravados quando sabemos 

que há uma demanda global relacionada a diminuição do uso de água na 

produção agrícola e a necessidade de uma agricultura mais sustentável. Nesse 

contexto, esta tese propôs e investigou uma abordagem alternativa e integrada, 

fundamentada no uso do fungo entomopatogênico endofítico Beauveria amorpha 

como componente ativo do agroecossistema, capaz de atuar de forma sistêmica 

nas interações planta–inseto. 

Ao longo dos três capítulos desta tese, demonstrou-se que a associação 

endofítica entre plantas de soja e o fungo entomopatogênico B. 

amorpha transcende o paradigma clássico do controle biológico baseado 

exclusivamente na patogenicidade direta. Os resultados obtidos evidenciam que 

a colonização endofítica por B. amorpha influencia múltiplos níveis da interação 

multitrofíca, afetando simultaneamente o comportamento do inseto-praga, sua 

sobrevivência e a fisiologia da planta hospedeira. 

O primeiro capítulo da tese demostrou evidências claras de que a planta 

pode funcionar como uma via ecológica para o controle sistêmico do inseto, ao 

permitir a aquisição do fungo por E. heros via alimentação. A confirmação 

molecular da presença de B. amorpha em tecidos vegetais e nos insetos 

expostos reforça a via alimentar como rota funcional de infecção, superando uma 

das principais limitações do uso clássico de fungos entomopatogênicos frente a 

hemípteros. Esse resultado amplia o mecanismo de ação do fungo, demostrando 
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que B. amorpha pode ser utilizado para diferentes fins e formas na agricultura. 

Logo, foi verificado que a atuação do fungo não se restringe à superfície do 

inseto, mas pode ocorrer de forma integrada ao metabolismo da planta. 

No segundo capítulo da tese, o foco foi entender o que acontece com 

plantas inoculadas com fungo quando está sob herbivoria do inseto sugador. 

Esses resultados revelaram um eixo central desta tese: o papel do fungo como 

modulador do trade-off crescimento–defesa. A associação com B. 

amorpha promoveu uma reprogramação fisiológica sistêmica na soja, 

caracterizada pela manutenção da eficiência fotossintética, do crescimento e do 

equilíbrio hormonal mesmo sob herbivoria por E. heros. Logo, percebeu-se que 

o fungo não atua por intensificação de defesas clássicas, mas por promover 

tolerância ao estresse biótico, reduzindo os custos metabólicos associados à 

herbivoria e preservando funções essenciais da planta. 

No terceiro e último capítulo, a interferência do fungo no comportamento 

de E. heros revelou que a planta colonizada endofiticamente deixa de ser um 

elemento passivo da interação, passando a atuar como mediadora ativa na 

comunicação química com o inseto. A modulação da atratividade da soja sugere 

que alterações na emissão de compostos orgânicos voláteis podem reduzir a 

colonização inicial e o estabelecimento populacional do percevejo, destacando 

a importância de mecanismos comportamentais como componentes estratégicos 

no manejo de insetos sugadores. Além disso, este capítulo mostrou que 

concentrações fúngicas baixas são mais eficientes que concentrações altas, 

mostrando que o equilíbrio entre microrganismo e planta auxiliam no manejo do 

inseto praga. 

Quando consideramos os três capítulos em conjunto, é verificável que B. 

amorpha atua como um componente multifuncional no sistema soja–percevejo, 

influenciando o comportamento do inseto, sua sobrevivência e o desempenho 

fisiológico e hormonal da planta. Essa abordagem integrada reforça a 

necessidade de repensar o papel dos fungos entomopatogênicos nos 

agroecossistemas, não apenas como agentes de mortalidade direta, mas como 

moduladores de interações ecológicas complexas. Além do mais, ao explorar a 

capacidade de uma espécie pouco estudada do gênero Beauveria, esta tese 
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contribui para ampliar a diversidade funcional considerada nos programas de 

controle biológico, reduzindo a dependência quase exclusiva de uma espécie, 

como a B. bassiana. 

Do ponto de vista conceitual, os resultados desta tese fortalecem a 

ideologia de que o manejo sustentável de insetos sugadores deve considerar 

mecanismos sistêmicos, comportamentais e fisiológicos, integrando planta, 

inseto e microrganismos associados. Essa perspectiva está alinhada aos 

princípios do manejo integrado de pragas e da ecologia de sistemas, oferecendo 

bases para o desenvolvimento de estratégias mais resilientes e ambientalmente 

responsáveis. Podendo ser explorada e, quando refinada, ser futuramente 

aplicada em sistemas de produção agrícola. 

Apesar dos avanços alcançados com resultados promissores, este 

também evidencia lacunas que abrem importantes perspectivas para pesquisas 

futuras. Pesquisas adicionais são necessários para avaliar a persistência e a 

estabilidade da colonização endofítica por B. amorpha em diferentes genótipos 

de soja e sob condições de campo, bem como, para compreender como fatores 

ambientais influenciam a eficiência dessa associação. Além disso, é importante 

realizar a caracterização detalhada dos compostos orgânicos voláteis 

modulados pela presença do fungo, permitindo identificar quais sinais químicos 

estão diretamente associados às alterações comportamentais observadas em E. 

heros. 

Adicionalmente, investigações futuras podem explorar a interação de B. 

amorpha com outros insetos sugadores de importância agrícola, avaliando o 

potencial de generalização dos mecanismos descritos nesta tese. A integração 

dessa abordagem com outros agentes de controle biológico, como parasitoides 

e predadores, também representa um passo importante para compreender os 

efeitos do endofitismo em redes ecológicas mais complexas. Entender como um 

sistema digestivo como o do E. heros, que se alimenta apenas de material líquido 

e tem câmera filtro consegue ser afetado pelo fungo entomopatogênico 

endofítico via alimentação. E, por fim, estudos voltados à formulação, métodos 

de inoculação e viabilidade operacional do uso de fungos entomopatogênicos 
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endofíticos em sistemas comerciais são fundamentais para a transposição dos 

conhecimentos aqui gerados para a prática agrícola. 

Em conclusão, esta tese demonstra que a associação endofítica entre B. 

amorpha e plantas de soja representa uma estratégia promissora para o manejo 

sistêmico de Euschistus heros e melhora da qualidade da planta, ampliando o 

entendimento sobre o papel dos fungos entomopatogênicos nos 

agroecossistemas. Ao integrar efeitos comportamentais, letais e fisiológicos em 

uma abordagem multitrofíca, este trabalho contribui para o avanço conceitual e 

aplicado da Entomologia Agrícola, oferecendo novas perspectivas para o 

desenvolvimento de sistemas da produção agrícola mais sustentáveis, eficientes 

e biologicamente integrados. 

Nota  

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de 

financiamento 001. 
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