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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O trabalho em questdo buscou contribuir no cenario do mercado de bioinsumos, com a
avaliagdo de um novo método de aplicacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae, um dos agentes microbiologicos mais utilizados na formulagdo de bioinseticidas
atualmente. A estratégia de aplicacdo proposta busca a superacdo de intercorréncias na etapa
de aplicacdo no campo, como o entupimento de bicos aspersores e a baixa eficiéncia no
controle de artrépodes-praga associados ao solo. Adicionalmente, a pesquisa refor¢ca o
potencial da utiliza¢do de residuos agroindustriais como substrato para o cultivo em estado
solido do fungo M. anisopliae, o que contribui para a diminui¢do do custo de produgdo e a
valorizagdo de materiais que seriam descartados. Ademais, os dados obtidos evidenciam
novos aspectos a serem considerados e avaliados em pesquisas futuras para a melhoria de

aspectos que ainda sdo considerados fatores limitantes para a maior adogao dos bioinsumos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study evaluates a new application method for the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae to contribute to the bio-input market. As one of the most widely used
microbiological agents in current bioinsecticide formulations, the proposed strategy aims to
overcome field-level issues, such as nozzle clogging and low efficiency in controlling
soil-dwelling arthropod pests. Additionally, the research reinforces the potential of using
agro-industrial residues as a substrate for the solid-state cultivation of M. anisopliae, reducing
production costs and adding value to materials otherwise destined for disposal. Furthermore,
the data highlight new aspects for future research to address factors that still limit the wider

adoption of bio-inputs.
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RESUMO

Atualmente, a produgdo em massa de conidios de fungos entomopatogénicos utiliza graos de
arroz, substrato eficiente porém de alto custo. Como alternativa, os residuos agroindustriais
sdo considerados como meios de cultivo alternativos, pois sdo produzidos em grandes
quantidades e frequentemente descartados inadequadamente. Contudo, as particulas de
diferentes tamanhos que compdem estes residuos podem ocasionar a obstru¢ao dos
equipamentos utilizados na aplicacdo no campo, restringindo sua utilizagdo em escala
comercial. Diante desse contexto, o presente estudo avaliou o uso de farelo de trigo associado
ao bagaco de cana (farelo:BC 7:3) para a producdo em estado solido de Metarhizium
anisopliae IBCB 425, bem como a viabilidade da aplicacao direta do microrganismo ao solo
sem a etapa de extracdo de esporos e posterior aplicagdo por aspersdo. Para tanto, foram
realizados cultivos em embalagens de polipropileno, bem como ensaios de vigor e
patogenicidade dos esporos produzidos em diferentes concentragdes (107, 10° e 10°
conidios/gss), as quais foram obtidas por meio de diluicdes solidas em farelo de trigo
autoclavado. Apos 15 dias de cultivo, constatou-se que a concentracdo média de esporos
produzidos no farelo de trigo:BC (4,47x10° conidios/gss) foi maior quando comparada ao
rendimento em arroz:BC (3,14x10° conidios/gss). Entretanto, o vigor dos esporos produzidos
no meio alternativo foi significativamente inferior (66,38%) ao observado no arroz (93,83%).
Nos ensaios de patogenicidade, observou-se que a concentragdo de conidios constituiram
fatores determinantes para a mortalidade das larvas, enquanto o tipo de substrato empregado
no cultivo do fungo ndo exerceu efeito estatisticamente significativo. A concentracdo de
conidios obtidos no substrato alternativo, combinada a letalidade equivalente a observada em
esporos produzidos no substrato controle, reafirma seu potencial como meio de cultivo viavel
para a producdo em estado sélido de Metarhizium anisopliae. Contudo, a consolidagdo da
estratégia de aplicacdo proposta requer estudos adicionais conduzidos em condi¢des ndo
estéreis, considerando a complexidade fisico-quimica e microbioldgica dos ambientes
edaficos e seus impactos sobre a colonizagdo, persisténcia e eficacia do agente

entomopatogénico.

Palavras—chave: controle biologico; bioinseticida; fungo entomopatogénico; cultivo em

estado solido.



ABSTRACT

Mass production of conidia from entomopathogenic fungi commonly employs rice grains as a
substrate due to their favorable nutritional composition and physical structure. However, rice
is widely used as a staple food and presents a high cost, which increases the final product
price. Agro-industrial residues have been proposed as an alternative, given their large-scale
availability and frequent inadequate disposal. Nevertheless, the heterogeneous particle size of
these materials can cause equipment clogging during field application, limiting their
commercial scalability. In this context, the present study aimed to evaluate the use of wheat
bran combined with sugarcane bagasse (7:3) for the solid-state fermentation of Metarhizium
anisopliae IBCB 425, as well as the feasibility of directly applying the colonized substrate to
the soil, eliminating the need for conidial extraction and subsequent spray application.
Solid-state cultures were performed in polypropylene bags, followed by conidial vigor tests
and pathogenicity assays using conidia at different concentrations (107, 10°, and 10° conidia
per gram of dry substrate), which were obtained through solid dilutions prepared with
autoclaved wheat bran. After 15 days of cultivation, the mean conidial concentration obtained
in wheat bran:BC (4.47x10° conidia/gss) was higher than that produced in rice:BC (3.14x10°
conidia/gds). Nevertheless, conidia produced on the alternative substrate exhibited
significantly lower vigor (66.38%) compared with those from the rice substrate (93.83%).
Pathogenicity assays revealed that conidial concentration were key determinants of larval
mortality, whereas the cultivation substrate had no statistically significant effect. The high
conidial yield obtained in the alternative substrate, combined with mortality rates comparable
to those produced on the control substrate, reinforces its potential as a viable medium for the
solid-state cultivation of Metarhizium anisopliae. However, the practical implementation of
the proposed application method requires further studies under non-sterile conditions,
considering the physicochemical and microbiological complexity of soil environments and

their influence on fungal colonization, persistence, and entomopathogenic efficacy.

Keywords: biological control; bioinsecticide; entomopathogenic fungi; solid-state cultivation.
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1 INTRODUCAO

O uso exacerbado de agroquimicos como estratégia para controle de pragas nos
sistemas de cultivo intensivos tem gerado uma série de impactos negativos, incluindo riscos a
saide humana (Ashrafi et al., 2024), perda de biodiversidade (Steiner et al., 2024),
contaminac¢do do solo e dos recursos hidricos (Yadav ef al., 2015), além do ressurgimento de
doengas e do aumento de populacdes de pragas resistentes (Orgiazzi et al., 2016).

O proprio nicho ecologico dos organismos-praga, contudo, pode restringir a agao dos
defensivos quimicos. Muitas espécies possuem modos de vida ou fases do desenvolvimento
essencialmente subterraneos, o que limita a exposi¢cdo aos agroquimicos aplicados na
superficie, levando a aplicagdes ineficientes e economicamente desfavoraveis (Sales et al.,
2021). Nesse cendrio, a agricultura contemporanea enfrenta o desafio de conciliar o aumento
da produtividade com a sustentabilidade ambiental, exigindo o desenvolvimento de
alternativas eficazes e menos impactantes ao uso intensivo de agrotdxicos.

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiu como uma alternativa que propde o uso
combinado e racional de diferentes estratégias de controle, priorizando métodos que reduzam
a interferéncia nos ecossistemas e promovam mecanismos naturais de regulagdo populacional
(Deguine et al., 2021). Dentre as abordagens que compdem o MIP, o Controle Biologico (CB)
destaca-se, baseada na utilizagdo de inimigos naturais, como parasitoides, predadores,
patogenos ou antagonistas, para reduzir populacdes de pragas (Van Driesche e Bellows Jr.,
2012). Essa abordagem apresenta vantagens significativas, como a especificidade de acdo ¢ a
preservacao de organismos nao alvo, além de contribuir para a manutenc¢ao da biodiversidade
(Lacey et al., 2015).

A adogdo de bioinsumos para controle de pragas vem crescendo globalmente, com um
mercado que apresenta uma taxa de expansdo anual estimada entre 15% e 20%,
movimentando mais de US$1 bilhdo ao ano (MAPA, 2024; Andreata ef al., 2025). No Brasil,
o numero de registros de produtos bioldgicos para controle de pragas ja supera o de
agroquimicos, consolidando o pais como lider mundial no uso desses insumos (Alisson, 2024;
Vermelho et al., 2025).

Dentre os agentes biologicos empregados, os fungos entomopatogénicos,
especialmente Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, destacam-se pelo amplo
espectro de hospedeiros, pela viabilidade de producdo em larga escala, menor custo em
comparagdo aos inseticidas quimicos e a capacidade de persisténcia no solo, o que os torna
capazes de estabelecerem ciclos sucessivos de infeccdo (Alves e Faria, 2010; Sharma e

Sharma, 2021; Faria et al., 2022).



14

Entretanto, a eficiéncia de produtos a base de microrganismos ainda enfrenta desafios
praticos, como a sensibilidade a fatores abidticos, a acdo mais lenta em comparacdo a
inseticidas quimicos (Shah et al., 2022) e dificuldades associadas ao tipo de formulagdo e a
aplicagdo, devido a obstru¢ao de filtros e bicos de pulverizagdo, causada pela presenca de
biofilmes, particulas e formagdo de sobrenadantes nos produtos (Sharma e Sharma, 2021;
Schaffer e Dionello, 2023). Desta forma, o desenvolvimento de formulagdes deve contemplar
ndo apenas a viabilidade biologica do agente de controle, mas também aspectos como o
desempenho sob condigdes reais de aplicacao (Mawcha et al., 2025).

Para a producdo em larga escala de fungos entomopatogénicos, o cultivo em estado
solido (CES) ¢ o mais utilizado, geralmente tendo o arroz como principal substrato (Alves e
Faria, 2010). Contudo, o alto custo do grao e uso na alimentagdo humana incentivam a busca
por substratos alternativos. Os residuos agroindustriais surgem como alternativa promissora,
por conterem nutrientes e agUcares fermentdveis, podem de agregar valor a um passivo
ambiental expressivo no setor agroindustrial (Fernandes, 2007; Silva, 2009; Vicente, 2021).

Shah e colaboradores (2022) propuseram a aplicagdao de granulos formulados a partir
de conidios de Metarhizium anisopliae (cepa QS155) incorporados em uma matriz de alginato
de sodio, associada a aditivos nutritivos. Esses granulos foram aplicados ao solo visando o
controle de larvas de tenébrio (Tenebrio molitor), apresentando resultados promissores quanto
a viabilidade fingica e a eficacia entomopatogénica.

Os aditivos nutritivos incorporados a matriz granular podem reduzir o periodo em que
o fungo permanece latente (fase /ag) em seu ciclo de crescimento (Madigan et al., 2016), uma
vez que estes fornecem base nutricional para a germinagdo dos propagulos ap6s aplicagdo no
ambiente sem que estes dependam exclusivamente dos nutrientes naturalmente disponiveis no
ambiente edafico para germinar (Shah et al., 2022). Desta forma, formulacdes que oferecam
um suporte nutricional apds aplicacdo do bioinsumo em campo podem representar uma
abordagem promissora para estudos futuros.

Diante das limitagdes enfrentadas no desenvolvimento de formulagdes e aplicacdes de
bioinsumos e dos resultados apresentados pelo estudo conduzido por Shah e colaboradores
(2022), o presente trabalho teve como proposito avaliar a viabilidade da aplicagdo direta do
farelo de trigo colonizado por Metarhizium anisopliae cepa IBCB 425 ao substrato e sua
eficicia como método de controle de pragas agricolas associadas ao substrato. Tal
metodologia elimina as etapas de extracdo de esporos apds o periodo de incubagdo, que
costumam reduzir o poder germinativo dos esporos e aumentar o custo do produto (Faria et

al., 2022), e pode oferecer uma alternativa a aplicagao convencional por aspersao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Produzir Metarhizium anisopliae por cultivo em estado sélido (CES) em substrato de
farelo de trigo e bagaco de cana (7:3) e avaliar a eficiéncia da aplicacdo direta do meio

cultivado para o controle de pragas.

2.2 Objetivos especificos
e Cultivar M. anisopliae em estado solido composto por farelo de trigo e bagago de
cana, na proporg¢ao de 7:3;
e Avaliar o vigor dos esporos cultivados em substrato alternativo;
e Avaliar a patogenicidade do fungo em larvas de Tenebrio molitor;
e Avaliar a viabilidade da aplicagdo do meio cultivado diretamente ao substrato;
e Comparar a qualidade e vigor dos esporos cultivados em arroz e em substrato

alternativo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fungos entomopatogénicos
Fungos entomopatogénicos (EPF), como Beauveria bassiana, Lecanicillium spp.,
Purpureocillium lilacinum e Metarhizium spp., sdo constituintes naturais da microbiota do solo
(Scheepmaker e Butt, 2010; Mantzoukas e Eliopoulos, 2020; Steiner et al., 2024) e
desempenham um importante papel no equilibrio da biodiversidade ao controlar as populagdes de
artrépodes e estabelecerem interagdes benéficas com plantas, podendo atuar como colonizadores
da rizosfera, endofitos, antagonistas de microrganismos fitopatogénicos e promotores do
crescimento vegetal (Butt ef al., 2016; Brunner-Mendoza et al., 2019; Sharma e Sharma, 2021).
O ciclo de infec¢do generalizado dos fungos entomopatogénicos (EPF) (Figura 1)
inicia-se pela dispersao dos conidios aéreos no ambiente, transportados principalmente pelo
vento. Ao entrarem em contato com um artropode suscetivel, esses conidios aderem ao

exoesqueleto em razdo de forgas eletrostaticas (Butt et al., 2016).

Figura 1- Visao geral do ciclo basico de infeccio de fungos entomopatogénicos.

Dispersao Conidios

"1 @
e o

o @ ©
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Crescimento vegetativo e
produgdo de toxinas

Fonte: Elaborado pela autora com dados de Mascarin e Jaronski (2016) e Butt et al. (2016)

Apos estimulos quimicos por substincias epicuticulares (Jaronski, 2010), os esporos
iniciam o processo de germinagdo e formam uma estrutura especializada, denominado apressorio
ou peg de penetragdo (Figura 2). Esta estrutura auxilia na penetragdo das camadas do
exoesqueleto do hospedeiro por meio da combinagdo entre pressdo mecanica e secrecao de
enzimas. Enzimas lipoliticas atuam inicialmente sobre a epicuticula, seguidas pela acdo de

proteases e quitinases, que degradam os polimeros presentes nas demais camadas cuticulares
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(Beys-da-Silva et al., 2020). Além de facilitar a penetragdo, as enzimas secretadas também
liberam nutrientes assimilaveis, fornecendo energia ao fungo durante o processo infeccioso

(Brunner-Mendoza et al., 2019; Mantzoukas e Eliopoulos, 2020).

Figura 2- Conidios germinados de Entomophaga maimaiga que produziram tubos
germinativos, na extremidade dos quais formaram-se apressorios (setas) proximos a base de
uma cerda secundaria na cuticula de Lymantria dispar. (Barra: 10 mm.).

Uma vez na hemolinfa, o fungo passa a produzir blastosporos, coloniza os tecidos
internos e secreta metabdlitos secundarios, como as destruxinas, acidos citrico e oxalico, que
inibem a atividade de hemocitos, causam a disfun¢do muscular e dos tubulos de Malpighi, além
da supressdo dos mecanismos de defesa imunoldgica do inseto (Beys-da-Silva et al., 2020;
Mantzoukas e Eliopoulos, 2020; Sheng et al., 2022).

Entre os sintomas caracteristicos da infec¢ao fungica em artropodes destacam-se a
reducdo da taxa reprodutiva (Angelo et al., 2012), movimentos descoordenados e paralisia,
culminando na morte do artropode hospedeiro. Apos o dbito, as hifas completam a invasdo dos
tecidos internos e, ao esgotar os nutrientes disponiveis, emergem através do tegumento
(Beys-da-Silva et al., 2020). Em condi¢des ambientais favoraveis, ocorre a esporulacdo na
superficie do cadaver (Figura 3), com a formagdo de conidios que sdo posteriormente dispersos
pelo vento, promovendo a infeccdo de novos hospedeiros suscetiveis (Mascarin e Jaronski,

2016).
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Figura 3 - Hemiptero infectado por fungo entomopatogénico.

Fonte: Hesemans (2025).

3.2 Métodos de cultivo de fungos entomopatogénicos

Atualmente, a produ¢do de fungos ¢ realizada principalmente por dois métodos: o
cultivo em estado sélido (CES) e o cultivo submerso (CSm) (Oliveira et al., 2012). Esses
métodos sdo frequentemente abordados na literatura de forma equivocada como fermentagao
em estado solido (FES) e fermentacao submersa (FSm), respectivamente (Tabela 1).

O cultivo em estado s6lido (CES) caracteriza-se pelo crescimento microbiano sobre
um material solido, geralmente graos com capacidade de reten¢ao de umidade, onde ha pouca
ou nenhuma presenga de agua livre, podendo esse material fornecer, ou nao, nutrientes
soliveis ao microrganismo (Fernandes, 2007; Silva, 2009). O principal propagulo fungico
obtido ao final do cultivo em estado sélido sdo os conidios aéreos, que representam a
principal forma infectiva dos fungos entomopatogénicos em condi¢des naturais (Jaronski,
2023). No contexto industrial, o cultivo em estado sélido tem como substrato preferencial o
arroz, cuja composicao nutricional e estrutura fisica favorecem tanto o desenvolvimento do
micélio quanto a esporulacao (Alves e Faria, 2010).

Ja no cultivo submerso (CSm), o crescimento microbiano ocorre em um meio liquido
contendo nutrientes soluveis, podendo ser conduzido em condig¢des estaticas ou com aeracao,
além do controle de variaveis como temperatura ¢ pH (Mascarin ef al., 2024). Esse método
permite maior controle sobre os fatores nutricionais e ambientais, resultando em tempos de
cultivo mais curtos, menor consumo de energia e mao de obra reduzida, além da produgdo de

propagulos fungicos como conidios submersos, blastosporos, micélio e suas estruturas
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derivadas (microesclerddios e clamidosporos) (Jaronski, 2023). Além disso, sob condic¢des
particulares de fermentacdo liquida, espécies de Metarhizium e Beauveria sdo capazes de
formar conidios de microciclo, estruturas geradas na extremidade de hifas e consideradas uma
modalidade distinta dos conidios verdadeiros (Zhang et al., 2009 apud Jaronski, 2023).

Outro método empregado € o cultivo bifasico, que combina de forma sequencial as
etapas de cultivo liquido e solido. Nesse sistema, a primeira fase envolve a obtengdo de
micélio e blastosporos em meio liquido, geralmente realizada em frascos agitados ou
biorreatores, gerando propagulos que servirdo de inoculo para a etapa seguinte. Na segunda
fase, o indculo ¢ adicionado a um meio so6lido, onde ocorre a esporulacdo. A fermentacdo
bifasica tem sido utilizada como alternativa para aprimorar processos produtivos, uma vez que
reduz o tempo de incubagdo e permite maior rendimento de conidios (Fargus et al., 2001 apud

Roshandel et al., 2016).

Tabela 1 - Comparacao entre os principais métodos de cultivo de fungos entomopatogénicos

Cultivo Propagulos obtidos Principais vantagens Principais desvantagens
Cultivo em Alta produtividade de Controle mais dificil de
estado solido Conidios aéreos conidios, estabilidade variaveis, maior tempo de

(CES) durante armazenamento cultivo
. 1 . Propéagulos geralmente
Cultivo Blastosporos, conidios Controle preciso de ..
1 A . menos estavels a
submerso submersos, micélio e  parametros, produgdo rapida N .
} , . dessecagdo, menor vida
(CSm) estruturas derivadas e facil escalonamento )
de prateleira
. Biomassa micelial Producgdo rapida de . .
Cultivo . . Operacionalmente mais
pr (CSm) seguida de biomassa ¢ alta taxa de
bifasico complexo

conidiagdo (CES)

esporulagdo

Fonte: Elaborado pela autora com dados de Jaronski e Jackson (2012), Roshandel ef al. (2016),

Jaronski (2023) e Mascarin et al. (2024).

Apds o cultivo, os propagulos fingicos obtidos sdo incorporados a diferentes
formulagdes a depender do objetivo final. Desta forma, os bioinsumos podem ser aplicadas
como pulverizagdes foliares, tratamento do material de plantio (tratamento de sementes,
tratamento de raizes de mudas), tratamentos pos-poda, irrigagdo do solo por aspersdo ou

gotejamento, tratamento em sulcos, entre outros. (Oancea et al., 2017; Mawcha et al., 2025).
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3.3 Substrato para cultivo de fungos

Como organismos heterotroficos, os fungos dependem da assimilagdo de compostos
organicos presentes no substrato para a obtengdo de energia e sintese de biomoléculas (Nelson
e Cox, 2014; Madigan et al., 2016). Para sustentar o crescimento micelial, esporulacdo e
sintese de metabolitos, o substrato de cultivo deve assegurar o suprimento de fontes de
carbono assimildveis, nitrogénio organico ou inorganico, minerais e condi¢des adequadas de
umidade, pH, temperatura e oxigenagdo (Abiy e Tesfaye, 2019; Mascarin et al., 2024). As
exigéncias nutricionais variam de acordo com as espécies € até mesmo entre diferentes cepas
(Wu et al., 2010). Desta forma, a escolha do substrato exige ajustes finos na composicao
nutricional para o cultivo a depender do microrganismo empregado do produto final desejado

(Pandey et al., 2018).

3.3.1 Residuos agroindustriais como substrato para cultivo em estado solido

Os residuos agroindustriais sdo subprodutos gerados durante diferentes etapas do
processamento de matérias-primas de origem vegetal, como por exemplo cascas, polpas e
bagacos de frutas e hortalicas, fragdes externas de cereais (como farelos e gérmens), além de
vagens, talos e tortas resultantes de processos de extragdo de 6leos (Abiy e Tesfaye, 2019;
Selo et al., 2021). A composi¢io quimica desses materiais ¢ variada (Tabela 2), englobando
polissacarideos estruturais e de reserva, proteinas, fibras, acidos graxos, lipidios, compostos
fendlicos, entre outros (Kumar et al., 2017).

Os polissacarideos sdao biopolimeros constituidos por monossacarideos ligados
covalentemente por ligagdes glicosidicas e representam a fracdo mais abundante de carbono
presente na biomassa vegetal. Eles podem ser classificados em polissacarideos estruturais da
parede celular, como a celulose e as hemiceluloses, e polissacarideos de reserva energética,
como o amido (Wang et al., 2020). A lignina, embora frequentemente mencionada em
conjunto, trata-se de um polimero fenolico (Ren et al., 2024).

Mitchell e colaboradores (2002) classificam os residuos agroindustriais em trés
categorias principais: os amilaceos, nos quais o amido ¢ o polissacarideo que constitui a
principal fonte de carbono; os lignoceluldsicos, caracterizados pela predominancia de celulose
e lignina; e os substratos formados majoritariamente por agucares soluveis. A maior parte dos
residuos agroindustriais se enquadra no grupo das biomassas lignocelulésicas (Selo et al.,

2021).



Tabela 2 - Composi¢ao nutricional de residuos agroindustriais comuns

Material Lignina Celulose Hemicelulose Proteina Cinzas
(% bs) (% bs) (% bs) (% bs) (% bs)
Residuo de 4-278  13,14-168  28,4-39  23.4-274 3-5
cervejaria
Bagago de uva 11,6 -41,3 9,2-14,5 4-10,3 7-23,5 4,7-9,5
Residuosda 155 156 248-338 13-163 6,7-7,2 2,5-8,9
extragdo de azeite
Farelo de arroz ~24,8 ~34 ~282 5,8-83 ND
Bagaco de
, 18,9 - 26,1 369-457 25,60 -29,58 ~2,18 ~ 2,84
cana-de-agucar
Farelo de trigo 3-5 9-12 ~ 389 9,6 -18,7 0,04 - 8,1
Palha de cevada 9,6 - 13,8 33,8-46,8 21,9 -30 ~4a 4,1-23,6
Casca de soja 7,8 -10,1b 30,1 - 37" ~34,65¢ 9,74¢ - 12,60 ~ 4,06¢
Palha de aveia 4,1-23,6 31,7-394 23,3-282 ~ 4a ~19,8
Palha de arroz 8,3-9,9 19,6 - 36,2 19 -50,4 4,8-5,6 ~ 14,8
Palha de centeio 19 -30,8 37,4 -37,6 ~30,5 ~4a ~294
Colmos de soja ~19,8 ~ 34,5 ~24.8 ND 13,4-17,5
Palha de trigo 8,9-22.1 329-49.8 23,7-25 ~0a 8,9-221

% bs — porcentagem na base seca; ND — nao determinado;
2 Valor obtido em Da Silva et al. (2021).

b Valor obtido em Franca (2019).

¢ Valor obtido em Martins et al. (2015).

Fonte: Adaptado de Selo et al., 2021.
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Embora estes subprodutos tenham composi¢des nutricionais que ainda podem ser
aproveitadas, grande parte deles ¢ tradicionalmente tratada como residuo de baixo valor
econdmico. Em setores como a vinificagdo e o processamento de graos, a biomassa residual
pode corresponder a cerca de 30% da matéria-prima utilizada (Teixeira et al., 2014; Calinoiu,
et al., 2019), o que evidencia a expressiva quantidade de residuos gerada. Quando descartados
sem critério, esses residuos podem implicar em riscos ambientais, o que ressalta a necessidade
de estratégias de valorizagdo e reaproveitamento destes materiais.

Diante de sua rica composi¢ao nutricional, a utilizagdo desses residuos provenientes
das industrias alimenticia e agricola constitui uma alternativa amplamente estudada e aplicada
em biotecnologia (Aita et al., 2019, Selo et al., 2021; Mattedi et al., 2023), sobretudo por seu
baixo custo, facil disponibilidade e potencial para substituir substratos convencionais em
diferentes processos microbioldgicos (Vicente, 2021; Chilakamarry et al., 2022).

Nesse contexto, o cultivo em estado solido (CES) tem sido apontada como uma das
abordagens mais promissoras para a conversdo e valorizacdo desses materiais. Diversos
estudos demonstram a viabilidade da utilizagdo desses subprodutos como substrato desde a
producao de bioenergia até o desenvolvimento de insumos para as industrias quimica,
agricola, alimenticia e farmacéutica (Selo et al., 2021; Chilakamarry et al., 2022).

Dentre os principais produtos obtidos de fermentagdes em estado so6lido utilizando
subprodutos agroindustriais como substrato estdo os proprios microrganismos (bactérias,
fungos filamentosos e leveduras) que podem ser utilizados, por exemplo como agentes de
biocontrole e biorremediagdo, e os metabélitos produzidos por eles (Selo et al., 2021). Esses
metabolitos podem incluir enzimas (como amilases, celulases, lipases e proteases),

antibioticos e acidos organicos (Chilakamarry et al., 2022).

3.4 Formulagdes de micopesticidas

A eficacia de um agente de controle microbioldgico estd intrinsecamente ligada a sua
formulacdo (Mishra e Arora, 2016; Jaronski e Mascarin, 2023). Esta ¢ definida como o
processo de incorporagdao do ingrediente ativo (propagulos flingicos, como conidios,
blastosporos ou microesclerédios) em uma matriz de carreadores e adjuvantes, visando sua
preservacdo, manipulagdo, aplicagdo e performance bioldgica do produto final (Bejarano e
Puopolo, 2021; Khan et al., 2023, Jaronski e Mascarin, 2023).

Segundo Mishra e Arora (2016), o panorama atual do mercado divide essas
formulagdes em duas categorias principais: solidas e liquidas. No ambito das formulagdes

solidas, destacam-se os granulos, o pd molhével (WP: wettable powder), os microgranulos e



23

os pos secos (DP: dustable powders). No grupo das formulagdes liquidas, encontram-se as
suspensdes concentradas em agua, as dispersdes em Oleos e as emulsdes, que consistem em
combinagdes de fases aquosas e oleosas.

Jaronski e Mascarin (2023) afirmam que o desenvolvimento de formulacdes para
micopesticidas devem atender a uma série de requisitos criticos para assegurar sua eficacia e
viabilidade pratica. Um imperativo fundamental ¢ a manutencdo da viabilidade dos
propagulos em estado de dorméncia metabolica durante o periodo de armazenamento,
idealmente em temperaturas ambientes, dispensando a necessidade de cadeias de refrigeragao,
0 que representa um grande avango logistico e comercial. Tradicionalmente, as formulagdes
de bioprodutos consistem em 3 elementos: ingrediente ativo, adjuvantes e carreadores (Khan
et al, 2023). Os adjuvantes e carreadores escolhidos para compor a formulacdo devem
potencializar ou ao menos nao afetar negativamente o desempenho do fungo nos processos de
germinagdo e infec¢do (Bejarano e Puopolo, 2021; Jaronski, 2023).

Para aplicacdo via pulverizagdo, ¢ essencial que os propagulos possam ser facilmente
suspensos no veiculo de aplicagcdo, seja aquoso ou oleoso, prevenindo a sedimentagdo e
obstru¢do dos bicos de pulverizagao. Adicionalmente, a formulacao deve conferir protecao
aos propagulos contra estresses abidticos pos-aplicacdo, assegurando sua persisténcia e
infectividade na area tratada, como o solo e partes da planta, especialmente frente a exposi¢ao
a radiacdo ultravioleta (UV-A e UV-B), a dessecacgdo, chuvas e ventos (Mishra e Arora, 2016;
Jaronski e Mascarin, 2023). A elaboracao de formulagdes para aplicagao no solo apresenta
uma dificuldade consideravel, devido a heterogeneidade dos solos e dos ambientes
resultantes, que sdo imprevisiveis e, frequentemente, hostis para os organismos introduzidos
(Paau, 1998 apud Legget et al., 2011).

A escolha da formulagdo ndo segue um protocolo universal, mas deve ser orientada
por uma analise criteriosa das condi¢des especificas de cada cendrio de aplicacdo (Leggett, et
al., 2011; Mishra e Arora, 2016; Deguine et al., 2021; Jaronski e Mascarin, 2023). Fatores
como a morfologia e fenologia da cultura-alvo, a parte da planta onde a praga se aloja, as
condi¢des edafoclimaticas predominantes e, crucialmente, a biologia € o comportamento do
inseto-alvo sdo parametros decisivos para a escolha da formulagdo mais adequada.
Felizmente, o arcabougo tecnologico atual oferece um portfélio diversificado de formulagdes,
permitindo aos pesquisadores e técnicos selecionar a que melhor se alinha com as
necessidades particulares de cada sistema praga-cultura-ambiente, visando maximizar a

eficiéncia do controle microbiano.
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3.5 Metarhizium anisopliae

O género Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) tem como espécies
representantes fungos mesofilicos com distribuicao cosmopolita, isolados de diferentes solos
e insetos contaminados em todos os continentes, com excecdo da antartica (Kepler et al.,
2014). A primeira espécie do género foi isolada por volta de 1870 por Metschnikoff na
Ucrania (Roberts e St. Leger, 2004). As espécies sdo encontradas em temperaturas entre 10°C
e 40°C, com temperatura de crescimento 6tima entre 25°C a 30°C (St. Leger e Wang, 2020).

Os representantes do género sdo conhecidos por habitarem a rizosfera, e exibem
modos de vida saprofitos, endofiticos, antagonistas de fungos fitopatogénicos e patogenos de
artropodes-praga (Figura 4). Desta forma, o transcriptoma ¢ modulado para atender as
necessidades imediatas do fungo diante da disponibilidade de diferentes fontes de nutrientes

em cada cenario (Rohlfs e Churchill, 2011; Stone e Bidochka, 2020; St. Leger e Wang, 2020).

Figura 4 - Espécies sequenciadas do género Metarhizium e fungos relacionados
(linhas sélidas). Em linhas vermelhas tracejadas, estio duas espécies nio sequenciadas
(Metarhizium marquandii e Metarhizium viride) que foram posicionadas na arvore com

base em uma filogenia multigénica. Os nomes das espécies sio codificados por cores

para indicar os modos nutricionais.

« Endéfito de raiz M. anisopliae
M. robertsii
o EndOfltO de fO|haS M. bl'[!f”lé’l!”l
Patégeno de M. guizhouense
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A Lagartos
W Cogumelos el M. frigidum
@ Nematodeos M. album
@ M. rileyi
]
T A M viride

Liaie s e s e v M. marquandii

€ P chlamydosporia

@ L. festucae
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Milhdes de anos (Ma)

Fonte: Adaptado de St. Leger ¢ Wang (2020)
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O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin ¢ um deuteromiceto filamentoso
pertencente a familia Clavicipitaceae e foi o primeiro agente fungico conhecido produzido em
larga escala e introduzido com sucesso para controlar pragas de insetos (Krassilstschik, 1888;
Steinhaus, 1975 apud Roberts e St. Leger, 2004), sendo descrito como patégeno de insetos na
literatura ja em 1879 e originalmente nomeado Entomophthora anisopliae (Metschnikoff
1879 apud St. Leger e Wang, 2020). Até os dias atuais, o fungo ¢ amplamente utilizado como
agente entomopatogénico de insetos-praga e infecgdes por M. anisopliae ja foram relatadas
em uma ampla diversidade de hospedeiros, incluindo aracnideos e insetos, dentre eles pragas
agricolas e vetores de doengas de importancia para a saude humana (Peng et al., 2022).

No ambito da satde publica, destaca-se sua eficidcia contra vetores como o
carrapato-estrela (Amblyomma cajennense) (Reis et al., 2001) e mosquitos dos géneros Aedes,
Anopheles e Culex (Santos et al., 2007; Gomes et al., 2023). No setor agricola, o uso de
Metarhizium anisopliae no Brasil para o controle das cigarrinhas da cana-de-agucar
(Mahanarva fimbriolata) constitui um dos maiores programas de controle biologico do
mundo e ¢ considerado um dos mais bem sucedidos, com uma adocdao consolidada que
abrange anualmente entre 2 e 3 milhdes de hectares tratados (Iwanicki ef al., 2019; Parra e
Coelho, 2019).

Em mar¢o de 2024, haviam registros de 295 bioinseticidas, sendo 96 deles a base de
Metarhizium anisopliae. Em 2025, impulsionado por um recorde de 162 novos registros de
bioinsumos em um Unico ano, o pais ultrapassou a marca de 111 produtos comerciais a base
de M. anisopliae, consolidando-o como o segundo microrganismo mais utilizado da categoria,

superado apenas pelo fungo Beauveria bassiana (MAPA, 2026).
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos (DETA) do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Sao José do Rio Preto.

4.1 Microrganismo

Para os testes laboratoriais, utilizou-se o fungo Metarhizium anisopliae, cepa IBCB
425, cedida gentilmente pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo. Os esporos da cultura original
foram criopreservados em tubos eppendorf a -80°C, utilizando glicerol como agente
crioprotetor. Para a utilizagdo, a cultura original foi descongelada e repicada a partir de um
unico tubo para a multiplicagdo do fungo e realizagdo de experimentos.

O indculo primario foi estabelecido por meio da transferéncia dos conidios
criopreservados para frascos Erlenmeyer de 50 ml inclinados contendo o meio de cultivo dgar
batata dextrose (BDA) e posteriormente colocados em camaras BOD a 27°C por 15 dias
(Vicente, 2021). Decorrido esse periodo, a suspensdo conidial foi preparada adicionando
polissorbato 80 (Tween 80) diluido a 0,1% (v/v) em &gua deionizada aos frascos, € a
concentragdo ajustada para 10" conidios por grama de substrato seco (gss), por meio de
dilui¢do seriada e quantificados em cdmara de Neubauer sob microscopia Optica (40x).

Apobs sucessivas repicagens do isolado, se faz necessario realizar o processo de
reativagao (Figura 5), uma vez que fungos filamentosos tendem a ter sua viabilidade e
viruléncia reduzida quando cultivados em meios de cultura artificiais por muitas geracoes
seguidas (Alves e Faria, 2010; Faria et al., 2022). O processo de reativacdo foi realizado a
cada 3 geragoes, transferindo o fungo em meio de cultura BDA contendo larvas de tenébrio

aderidas a superficie e incubado por 15 dias em camaras BOD a 27°C.

Figura 5 - Método de reativacao do fungo Metarhizium anisopliae

utilizando larva de ZTenebrio molitor

e TR

Fonte: Autoria Propria (2025)
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4.2 Cultivo em embalagens de polipropileno

Para os cultivos em estado sélido (CES), foram utilizadas embalagens plésticas de
polipropileno nas dimensdes de 20x15cm, nas quais foram fixados bocais de PVC nas
aberturas com o auxilio de fita crepe, garantindo a vedacao adequada e certificando-se de que
os tubos estivessem firmemente presos, sem escape de ar nas jungdes. Esses bocais
possibilitam o encaixe de tampdes de algoddo recobertos por gaze, que funcionam como
filtros que favorecem a aeracdo do sistema e mantém a integridade do material cultivado ao

evitar a entrada de contaminantes microbioldgicos (Figura 6).

Figura 6 - Cultivos em estado solido em embalagens de polipropileno

e

M# IBCB425 MA IBCBY25 MA IBCBY25
o lone b by e o b

A

Fonte: Autoria propria (2024)

Conforme anteriormente mencionado, o cultivo foi realizado em dois tipos de
substrato: o controle, composto de arroz e bagaco de cana (BC) na proporcao de 9:1 (p/p), e o
substrato alternativo, constituido de farelo de trigo (FT) e BC na propor¢ao de 7:3. Cada
cultivo foi realizado em triplicata na quantidade de 50g (ativo:suporte) em cada uma das
embalagens.

Neste experimento, o farelo de trigo foi designado como substrato alternativo,
enquanto o arroz foi utilizado como parametro de controle. O bagaco de cana-de-agucar, por
sua vez, foi empregado como um material suporte para evitar a aglomeragdo do meio

cultivado e promover a troca gasosa, assim como descrito por Cunha e colaboradores (2020).
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Figura 7 - Substratos utilizados no cultivo em estado solido

Fonte: Autoria propria (2024)

O arroz e o farelo de trigo foram adquiridos em estabelecimentos comerciais locais e
utilizados sem qualquer tratamento prévio. Ja o bagaco de cana-de-actcar, um residuo
geralmente proveniente de atividade sucro-alcooleira, foi obtido na Usina Vale, localizada em
Onda Verde-SP. O bagago foi inicialmente submetido a secagem em estufa de convecgdo
forcada a 60°C até que atingisse peso constante. Posteriormente, o material seco foi
processado por tamizagao sequencial, utilizando peneiras com aberturas de 3 mm, 2 mm e 1
mm, respectivamente. Para garantir uma maior uniformidade do substrato, foi selecionada
apenas a fracdo retida entre as peneiras de 2 mm e 1 mm. A fim de preservar a integridade
fisica e biologica dos materiais at¢ o0 momento da utilizagdo, todos foram acondicionados em
sacos plasticos de alta densidade fechados e mantidos sob congelamento a -16 °C.

A umidade inicial de cada substrato foi medida separadamente por meio de uma
balanga de determinagdo de umidade por infravermelho (modelo MB 45, Ohaus, Estados
Unidos), permitindo o ajuste posterior & umidade desejada. Conforme os métodos definidos
por Cunha (2020), Vicente (2021) e Messias (2024), a umidade inicial foi ajustada para 48%
(base umida) no substrato controle (arroz e BC) e 70% (b.u.) no substrato alternativo (farelo
de trigo e bagaco de cana) utilizando 4gua destilada .

Apbs terem suas respectivas umidades ajustadas, os bocais das embalagens foram
envoltos em papel aluminio, autoclavados (1 atm; 15 minutos a 121°C). Ap6s o resfriamento
das embalagens, estas foram inoculadas com 5 mL de suspensdo de Tween 80 a 0,1% (v/v)
contendo esporos de Metarhizium anisopliae na concentracdo de 10° esporos/mL,
quantificados previamente em camara de Neubauer. O fungo foi entdo cultivado por 15 dias
em camara de incubagdo tipo DBO, a 27°C com umidade relativa do ar de aproximadamente

50% aferida por termo-higrometro digital MTH-1362W (Minipa, 2010).
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4.3 Ensaios de vigor dos conidios

Para avaliar o vigor dos esporos produzidos no substrato alternativo (mistura de farelo
de trigo e bagago de cana), adotou-se o protocolo estabelecido por Faria e colaboradores
(2022). Como controle, utilizaram-se esporos cultivados em arroz, com todos os cultivos
realizados em triplicata. Apds 15 dias de incubagdo, a biomassa foi retirada das embalagens
de polipropileno e transferida para assadeiras de aluminio e submetida a secagem em
incubadora DBO a 27°C por 5 dias a uma umidade relativa do ar de aproximadamente 50%.

Posteriormente a secagem, trés amostras de 1 g de cada meio de cultivo foram
acondicionadas em recipientes previamente higienizados e identificados, adicionando-se 10
mL de solucdo de Tween 80 a 0,1% (v/v). As suspensdes foram submetidas a agitacio
reciprocante a 120 b.p.m por 40 minutos em banho metabdlico tipo Dubnoff (Marconi,
Piracicaba, Brasil), visando a homogeneizacdo da suspensdo conidial. Aliquotas foram
coletadas para contagem em camara de Neubauer sob microscopio Optico e apds a
quantifica¢@o, as suspensdes foram ajustadas para a concentragdo de 10° conidios/mL por
microdilui¢do seriada utilizando Tween 80 a 0,1% (v/v) como diluente (Faria et al., 2022).

Em continuidade ao protocolo experimental, foram realizadas inoculagdes em placas
de Petri (60x15mm) contendo uma fina camada de meio de cultura BDA. Cada placa recebeu
trés aliquotas de 200uL da suspensdo conidial, distribuidas de maneira equidistante sobre a
superficie do meio de cultura. As amostras foram incubadas em camara BOD a 27°C, sob
auséncia de luz, por um periodo de 18 horas.

Decorrido o periodo de incubagdo, as placas foram coradas com lactofenol azul de
algoddo e analisadas em microscopio Optico com aumento de 40x. Para cada placa, trés
laminulas foram dispostas aleatoriamente, sendo contabilizados 100 conidios por laminula,
totalizando 300 conidios avaliados por unidade experimental. A determinagdo do vigor
conidial se baseou na presenca de tubos germinativos com comprimento superior ao didmetro
do conidio original. Conidios que apresentaram auséncia de germinagdo ou tubos
germinativos de dimensdo inferior ao didmetro do conidio foram considerados niao vigorosos

(Dantigny, 2006; Faria et al., 2022).

4.4 Ensaios de patogenicidade em diferentes concentracgoes

A patogenicidade dos esporos cultivados foi avaliada em trés concentracdes distintas,
com o objetivo de determinar a influéncia da concentragdo empregada e do substrato de
cultivo sobre a mortalidade larval. Apds 15 dias do cultivo em embalagens de polipropileno e

esporulacdo do fungo (item 4.2), as embalagens foram abertas e dispostas em assadeiras. Em
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seguida, a biomassa foi submetida a secagem por aproximadamente cinco dias em BOD, a 27
°C e 50% de umidade relativa, até atingir cerca de 7% de umidade

Para estabelecer a relagdo dose-resposta, foram testadas trés concentragdes (107, 10° e
10° conidios/gss) para cada substrato cultivado. As concentragdes inferiores a 10° conidios/gss
foram obtidas através de diluigdes solidas seriadas em farelo de trigo autoclavado, partindo da
quantificagdo inicial de esporos do meio micotizado em camara de Neubauer seguindo o
protocolo de contagem descrito no item 4.3. O protocolo de dilui¢do consistiu na adi¢do de 1g
da biomassa micotizada em 9g de farelo de trigo autoclavado, seguido de homogeneizacao
manual vigorosa com o auxilio de uma espatula autoclavada até se obter uma distribui¢ao
visualmente uniforme do substrato, repetindo-se o processo de maneira sequencial até a
obtenc¢do das demais concentragdes desejadas.

Larvas de besouros da espécie Tenebrio Molitor (Tenebrionidae), foram utilizadas
como inseto modelo nos bioensaios de patogenicidade, devido a sua susceptibilidade ao fungo
estudado e a facilidade de obtencdo de grandes quantidades de individuos em comércio local.
No periodo entre o dia da compra até a utilizagdo das larvas para os ensaios, os tenébrios
foram mantidos em escuriddo constante sob dieta artificial constituida por farelo de trigo
autoclavado. As larvas utilizadas nos experimentos foram triadas, sendo selecionadas aquelas
com tamanho corporal compreendido entre 1,0 e 1,5 cm.

Para cada tratamento, 20 larvas foram submetidas em contato direto com o substrato
micotizado, sendo todos os ensaios, incluindo o controle, conduzidos em triplicata. As
unidades experimentais foram mantidas a 27 °C em incubadora BOD com 50% de umidade
relativa, e a sobrevivéncia larval foi monitorada diariamente por um periodo de 15 dias,

iniciando-se a contagem no quinto dia pos-inoculagao.

4.5 Observaciao em microscopia de luz

Afim de identificar possiveis diferencas morfologicas entre os esporos produzidos nos
diferentes meios de cultura, os conidios foram visualizados em microscopio Optico de luz
Olympus BX50 (Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA), com a utilizacao do
software Olympus cellSens Standard 1.18 (Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA).
para a captura das imagens. Laminas de esporos retirados de cadaveres de larvas de tenébrio e
produzidos por cultivo em estado solido por 15 dias nos dois meios descritos no item 5.1,
foram preparadas utilizando 200uL de suspensdo de esporos diluidas em tween 80 (0,1%) e

coradas com o corante lactofenol (azul de algodao).
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5 RESULTADOS
5.1 Concentrac¢ao de conidios obtidos

Para avaliar o potencial do meio alternativo composto por farelo de trigo e bagaco de
cana (7:3, p/p) a 70% de umidade inicial na produgdo de conidios de Metarhizium anisopliae
IBCB 425, comparou-se a concentragdo de conidios produzidos com aquela obtida no meio
constituido por arroz e bagaco de cana (9:1, p/p) a 48% de umidade.

Nos cultivos realizados no presente trabalho, foi observado que ambos os meios de
cultivo testados foram capazes de produzir conidios em concentra¢cdes da ordem de 10°
esporos por grama de substrato seco (gss). O meio controle a base de arroz e bagago de cana
(9:1, p/p) apresentou média de 3,14x10° esporos/gss, enquanto o meio alternativo de farelo de
trigo e bagago de cana (7:3, p/p) teve média de 4,47x10° esporos/gss (Tabela 3). A analise de
varidncia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os tratamentos (F=14,62; p<0,001),
resultado confirmado pelo teste de Tukey, que evidenciou maior produ¢do no meio alternativo

e os coeficientes de varia¢ao indicaram variabilidade moderada entre repetigdes.

Tabela 3 - Producio de conidios de Metarhizium anisopliae IBCB 425 em diferentes substratos

apos 15 dias de cultivo a 27°C.

Média Ce 10°
Cultivo DP 10° CV (%)
(conidios/gss)
Arroz:BC (9:1) 3,142 0,74 23,5
Farelo:BC (7:3) 4,470 1,08 24,1

Ce: concentragdes de conidios por grama de substrato seco (gss); BC = bagaco de cana; DP = desvio
padrdo; CV (%) = coeficiente de variagao (CV= DP/médiax100). Letras diferentes nas colunas
indicam que ha diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel de confianga de 95%.

5.2 Taxa de vigor dos conidios

O vigor dos conidios foi avaliado ap6s 18 horas de incubagdo a 27°C em auséncia de
luz. O substrato controle (arroz + bagago de cana) promoveu maior média de porcentagem de
germinagdo (93,83%), enquanto o substrato alternativo (farelo + bagacgo de cana) resultou em
vigor de 66,38% (Tabela 4). O teste ANOVA detectou efeito significativo do substrato sobre o

vigor dos esporos produzidos (F= 32,21; p<0,001), com diferenga confirmada pelo teste de
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Tukey a 5% de probabilidade. A maior variabilidade foi observada no substrato alternativo

(CV =17,29%) em comparagdo ao controle (CV = 3,12%).

Tabela 4 - Vigor de conidios de Metarhizium anisopliae produzidos em diferentes substratos.

Cultivo Meédia de vigor dos esporos (%) DP CV (%)
Arroz:BC (9:1) 93,832 2,93 3,12
Farelo:BC (7:3) 66,38 11,38 17,29

Médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.3 Ensaio de patogenicidade diferentes concentracoes

A andlise da mortalidade final média de larvas submetidas aos diferentes substratos e
concentragdes de conidios de Metarhizium anisopliae demonstrou um aumento progressivo da
taxa de mortalidade em funcdo da concentragdo de esporos (Figura 8). As médias variaram de
aproximadamente 32% a 65% para o substrato a base de arroz e de 31% a 52% para o

substrato composto por farelo de trigo.

Figura 8 -Taxa de mortalidade média em diferentes substratos e concentracoes

Taxa de mortalidade média + DP

Taxa de mortalidade (%)

le7 les 1e9
Concentracao de esporos/gss
Fonte: Autoria Propria (2025)
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Os dados das mortalidades finais médias nos ensaios realizados demonstraram uma
clara relacdo dose-resposta, independentemente do substrato utilizado para o cultivo do fungo

(Tabela 5).

Tabela 5- Comparacio por ANOVA Two-Way entre tratamentos na mortalidade final de larvas
expostas a conidios de Metarhizium anisopliae

Fonte de variacio F Valor de p
Substrato 3,77 0,073
Concentragdo 30,07 <0,001
Substrato:Concentragao 2,06 0,164

Fonte: Autoria Propria (2025)

5.4 Observacio em microscopia de luz

Para identificagdo de possiveis diferengas morfologicas nos conidios de Metarhizium
anisopliae cultivados em diferentes substratos, esporos obtidos de trés fontes de producgdo
distintas foram submetidos a observagdo em microscopia de luz: esporos retirados da
superficie de cadaveres de larvas de Tenebrio molitor infectadas, provenientes de cultivo em
meio composto por arroz € bagaco de cana (9:1), e cultivo em meio composto por farelo de
trigo e bagaco de cana (7:3).

Nas observag¢des microscopicas, foram identificadas diferengas na coloragdo dos
esporos produzidos nos distintos substratos. Os esporos obtidos a partir do arroz apresentaram
coloragdo mais fraca ao lactofenol azul de algodao, com aspecto mais hialino. Em contraste,
os esporos provenientes da infec¢do em larvas de Tenebrio molitor e do cultivo em farelo de
trigo associado a bagaco de cana exibiram forte afinidade pelo corante, apresentando intensa
coloragdo azul em toda a superficie da célula. Essas diferencas foram consistentes em todas as
amostras analisadas, permitindo distinguir visualmente os esporos produzidos em arroz

daqueles obtidos nos demais substratos (Figura 9).
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Figura 9 - Conidios de Metarhizium anisopliae obtidos em diferentes substratos corados
com lactofenol azul de algodao em aumento 100x e suas respectivas origens. (A) Esporos
recuperados de larvas de 7. molitor infectadas (D); (B) Esporos obtidos por CES em
farelo de trigo e bagaco de cana (E); (C) Esporos cultivados em arroz (F).

2 ‘- £ L;‘ W
Fonte: Autoria propria (2025)
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram que ambos os substratos testados, o meio
alternativo (farelo de trigo e bagaco de cana, 7:3 p/p) e o substrato controle (arroz e bagago de
cana, 9:1 p/p) apresentaram capacidade de produgdo de conidios na ordem de 10° esporos por
grama de substrato seco (gss). Contudo, observou-se que o substrato alternativo obteve
produtividade significativamente superior (4,47x10° esporos/gss) em comparagao ao controle
(3,14x10° esporos/gss). Tais resultados estdo alinhados com estudos prévios, como os de
Messias (2023) e Vicente (2021), que registraram concentragdes médias de 3,36x10°
esporos/gss ¢ 2,2x10° esporos/g de substrato ativo, respectivamente. Ambos os trabalhos
utilizaram farelo de trigo e bagaco de cana nas mesmas propor¢des ¢ condi¢cdes de umidade
empregadas no presente estudo, além de terem avaliado a mesma cepa de Metarhizium
anisopliae IBCB 425.

Em contraste, outros autores, como Ibrahim ez al. (2015) e Roshandel et al. (2023),
relataram produtividades consideravelmente menores quando utilizaram trigo ou farelo de
trigo como substrato, obtendo 4,9x10° conidios/mL™" e 4x10° conidios/g, respectivamente.
Esses valores sdo substancialmente inferiores aos registrados pelos mesmos autores em meios
a base de arroz, nos quais foram alcangadas concentragdes de 1,3x10° conidios/mL™ e
3,8x10" conidios/g, respectivamente.

Tais diferencas podem estar associadas ao uso de trigo e farelo de trigo como Unicos
componentes do meio, sem a adocdo de um suporte fisico, como o bagaco de cana,
empregado no presente estudo. Isso pode ter limitado a oxigenacdo e a transferéncia de calor
durante o periodo de cultivo do microrganismo. Soma-se a isso o uso de cepas distintas da
avaliada neste trabalho, uma vez que a quantidade de conidios produzidos ¢ dependente da
cepa utilizada (Mascarin et al., 2015; Jaronski, 2023). Dessa forma, os valores reportados para
um isolado ndo podem ser diretamente extrapolados para outros isolados da mesma espécie.
Por fim, a auséncia de informagdes sobre a umidade do substrato nos estudos citados limita
comparagdes mais abrangentes entre os resultados.

Apesar da maior produtividade, os conidios produzidos no substrato composto por
farelo de trigo e BC exibiram vigor germinativo inferior e maior sensibilidade aos processos
de secagem quando comparados aos produzidos em arroz. Esta diferenga pode ser atribuida as
caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas distintas dos substratos (item 3.2.1), além das
porcentagens de umidade adotadas nos cultivos. Resultados semelhantes foram reportados por
Ibrahim e colaboradores (2015), que observaram germinagdo média de 70,2% de conidios de

Metarhizium anisopliae cultivados em graos de trigo. Em contraste, os conidios produzidos
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em graos de arroz mantiveram valores de vigor médio proximos a 89,5%, indicando maior
tolerancia as etapas de secagem que precedem os ensaios de vigor de esporos. Estudos prévios
realizados com Metarhizium anisopliae demonstraram que fatores nutricionais durante a
conidiogénese influenciam decisivamente a morfologia, fisiologia e composi¢do quimica dos
conidios (Rangel et al., 2004; Shah; Wang e Butt, 2005; Rangel, Anderson e Roberts, 2006).

Os dados obtidos no presente estudo reforcam observagdes anteriores a respeito de
“trade-off” fisiologico da relacdo entre rendimento, vigor germinativo e resisténcia as
condi¢des de estresse em fungos entomopatogénicos (Rangel, Anderson e Roberts, 2006).
Enquanto os conidios produzidos em arroz apresentaram maior vigor, aqueles obtidos em
meio composto por farelo de trigo e bagaco de cana revelaram maior rendimento por grama
de substrato seco (gss), embora acompanhada por uma taxa de germinagao significativamente
menor (p<0,001).

Rangel, Anderson e Roberts (2006) demonstraram que o uso de fontes de carbono nao
convencionais (polissacarideos de dificil assimilagdo) podem induzir a formagao de conidios
mais resistentes a radiacao UV-B, ainda que com menor produtividade e germinacao reduzida.
Tal adaptacao ¢ frequentemente associada ao acimulo de solutos, como trealose e polidis
como o glicerol, eritritol e manitol (Ortiz-Urquiza e Keyhani, 2015), que contribuem para a
integridade celular sob estresse, mas podem retardar o inicio da germinacao (Ibrahim et al.,
2015; Rangel et al, 2015). Isso pode ser explicado devido a uma possivel limitagao
metabolica imposta pela necessidade de ativar vias de degradagdo mais complexas ou menos
eficientes para transformar as fontes de carbono complexas (como celulose, hemicelulose) em
intermediarios do metabolismo. Embora os resultados obtidos no presente estudo sugiram um
comportamento analogo, a resisténcia a radiagdo UV nao foi avaliada, permanecendo como
uma hipotese a ser considerada em estudos futuros.

No trabalho em questdo, observou-se que os conidios cultivados apresentaram
diferengas na coloracdo quando corados com Azul de Algodao (Item 5.4), o que pode indicar
variacdes na composi¢do e organizagdao da parede celular (Ibrahim ez al., 2002). Os esporos
produzidos em arroz apresentaram coloragcdo mais fraca e aspecto hialino, o que sugere uma
menor afinidade pelo corante utilizado. Em contraste, os conidios provenientes de substrato
composto por farelo de trigo e bagago de cana exibiram uma coloragdo mais intensa,
indicando maior interagdo do corante com constituintes da parede celular. Estes resultados sao
consistentes com relatos Ibrahim et al. (2002), que observaram que a composi¢ao da parede
celular dos conidios variou conforme o substrato utilizado, influenciando a hidrofobicidade

dos esporos. A alta densidade de compostos, como B-glucanos, em paredes de conidios
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cultivados em meios complexos foi evidenciada devido a intensa fluorescéncia desses
conidios ao utilizar o corante calcofluor.

A nivel molecular, Su et al. (2022) demonstraram que cascatas metabolicas distintas
em Metarhizium acridum sao acionadas conforme as condi¢des de cultivo. O silenciamento
do fator de transcri¢do Mavib-1 desencadeia alteragdes na expressdo de genes vinculados ao
metabolismo de carboidratos e a biossintese da parede celular dos esporos. Tais evidéncias
sugerem que mecanismos andlogos possam ocorrer em M. anisopliae por meio de genes
homologos. Assim, os diferentes meios de cultura avaliados no presente estudo poderiam
modular a atividade regulatéria e, consequentemente, a expressao génica envolvida na sintese
da parede celular dos conidios. Embora o foco desta pesquisa ndo tenha sido a andlise de
respostas regulatorias, essa modulagao genética permanece como uma hipotese central para
explicar as variagdes observadas.

Nos ensaios de patogenicidade conduzidos sob diferentes concentragdes de conidios
por grama de substrato seco (107, 10° ¢ 10°), os dados de mortalidade acumulada apés os 15
dias de experimento evidenciaram um padrao na relagdo dose-resposta para ambos os
substratos avaliados, onde a concentragcdo de indculo exerceu efeito altamente significativo
sobre a mortalidade das larvas (p<0,001). De acordo com Butt ef al. (2016), a letalidade de
fungos entomopatogénicos estd diretamente relacionada a concentragdo de propagulos
fingicos empregada, uma vez que aumenta a probabilidade de uma infec¢do bem-sucedida
com o numero de conidios capazes de aderir ao corpo do inseto alvo. No presente estudo, essa
dinamica ficou evidente nos ensaios de concentragao.

Apesar dos efeitos significativos atribuidos a concentragdo de esporos, o tipo de
substrato utilizado para o cultivo do fungo ndo apresentou influéncia estatisticamente
significativa sobre a mortalidade larval em nenhum dos experimentos conduzidos. De forma
integrada, os resultados apresentados indicam que a eficacia do controle bioldgico mediante a
aplicagdo direta de substratos colonizados por agentes microbianos ao solo ndo depende
apenas das propriedades nutricionais do meio de cultivo, mas também dos fatores bioticos e
abioticos do ambiente de aplicagdo. Embora pesquisas anteriores tenham abordado o uso de
graos micotizados, como milheto, sorgo e arroz (Skinner et al., 2012; Kim et al., 2014; Zhang
et al., 2019), faz-se necessario o desenvolvimento de estudos mais robustos que avaliem o
desempenho desses sistemas sob condi¢des ndo estéreis, capazes de refletir a complexidade
fisico-quimica e biologica dos solos agricolas e suas implicacdes sobre a persisténcia e

eficiéncia do agente entomopatogénico.
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7 CONCLUSAO

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de um método de aplicagao
alternativo a pulverizagdo do fungo Metarhizium anisopliae IBCB 425, baseado na
incorporagdao da biomassa integral produzida em farelo de trigo e bagaco de cana-de-agtcar,
sem a etapa de extragdo de esporos. Adicionalmente, buscou-se comparar a produtividade de
conidios deste substrato com o tradicional método utilizando graos de arroz.

Os resultados demonstram que o substrato apresentou concentracdo de esporos
superior a do arroz. Contudo, os propagulos produzidos exibiram vigor significativamente
inferior e maior sensibilidade a secagem, o que indica a necessidade de novos estudos visando
a otimizagdo das etapas do processo de downstream. Quanto a aplicagao direta da biomassa,
observou-se contaminagdo frequente por fungos potencialmente nocivos, mesmo em
condi¢des controladas. Este fato sugere que a introdug¢do do substrato nutritivo no solo pode
servir como fonte de nutrientes para microrganismos saprofitos oportunistas, desequilibrando
a microbiota e elevando o risco de contaminagdo por micotoxinas.

Considerando que os experimentos foram conduzidos em substrato estéril,
reconhece-se que as condi¢des empregadas niao reproduzem integralmente a complexidade
fisico-quimica e biologica dos ambientes agricolas. Assim, a aplicabilidade do método em
condigdes de campo permanece uma questdo em aberto. A microbiota nativa do solo pode
exercer efeitos competitivos, antagonicos ou sinérgicos distintos daqueles observados em
ambiente controlado, influenciando tanto o estabelecimento do fungo quanto a persisténcia e
viruléncia dos conidios.

A alta concentragdo de esporos obtida no substrato alternativo e a letalidade
equivalente a do substrato controle o mantém como uma alternativa promissora como
substrato para a producdo de Metarhizium anisopliae em estado sélido. Contudo, a adocao
pratica dessa formulacdo depende da superacdo das limitagdes observadas quanto a
estabilidade pods-processamento, aspectos criticos para a manutencao da viabilidade e do
desempenho bioldgico durante o armazenamento e a aplicacao.

Portanto, destaca-se a necessidade de estudos complementares que avaliem a
performance dessa proposta de aplicagdo sob condi¢des edaficas reais, em solos nao estéreis e
sujeitos a variagdo natural de umidade, temperatura e microbiota. Tais investigagdes sao
fundamentais para compreender as implica¢des ecologicas da aplicacdo direta de biomassa
micotizada de M. anisopliae ao solo, juntamente com o substrato de cultivo, e para validar o

potencial de substratos alternativos em estratégias de controle bioldgico em larga escala.
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