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RESUMO

A alface é uma hortalica essencial para a agricultura, no entanto, enfrenta desafios, como o
ataque de pragas e 0 uso excessivo de agrotdxicos. Nesse contexto, o controle bioldgico
utilizando fungos entomopatogénicos, apresenta-se como uma alternativa eficaz e sustentavel.
Esses fungos, além de combaterem insetos-praga, também possuem potencial endofitico. Com
base nisso, esse trabalho teve como objetivo investigar o efeito de diferentes concentracdes de
Metarhizium anisopliae em sementes de alface. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos T1 - controle; T2 - 2,5x10°; T3 - 5x10°; T4 -
10x108 conidios mL™* e cinco repeticBes de 50 sementes por tratamento. As sementes foram
inoculadas e incubadas em estufa BOD a 25°C por sete dias. Foram avaliados 0s parametros:
germinacdo, massa fresca e massa seca, comprimento de raiz e de parte aérea. A colonizacao
endofitica foi verificada pelo reisolamento do fungo em meio BDA. O tratamento com maior
concentracéo de conidios, apresentou maior comprimento de raiz e massa fresca. A colonizagéo
endofitica foi constatada. Os resultados sugerem que concentracfes mais altas de M. anisopliae
favorecem o desenvolvimento inicial das plantulas de alface. Foi confirmado a colonizacéo do
M. anisopliae em todos os tratamentos inoculados, porém, apenas nas placas contendo 0s
tecidos das raizes.
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ABSTRACT

Lettuce is an essential vegetable for agriculture, however, it faces challenges, such as pest
attacks and excessive use of pesticides. In this context, biological control, using
entomopathogenic fungi, presents itself as an effective and sustainable alternative. These fungi,
in addition to fighting insect pests, also have endophytic potential. Based on this, the present
study aimed to investigate the effect of different concentrations of Metarhizium anisopliae on
lettuce seeds. The experiment was conducted in a completely randomized design, with four
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treatments T1 - control; T2 — 2,5x10% T3 - 5x10% T4 - 10x10° conidia mL™? and five
replications of 50 seeds per treatment. The seeds were inoculated and incubated in a BOD
greenhouse at 25°C for seven days. The following parameters were evaluated: germination,
fresh mass and dry mass, root and shoot length. Endophytic colonization was verified by
reisolating the fungus in PDA medium. The treatment with the highest concentration of conidia
showed greater root length and fresh mass. The results suggest that higher concentrations of M.
anisopliae favor the initial development of lettuce seedlings. Colonization by M. anisopliae
was confirmed in all inoculated treatments; however, it occurred only in the plates containing
root tissues.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.), € uma hortalica da familia Asteraceae amplamente
cultivada e consumida globalmente, é apreciada por seu valor nutricional e sensorial,
proporcionando vitaminas, minerais e compostos antioxidantes essenciais para a saide humana.
E uma importante fonte de renda para a agricultura familiar e é produzida durante o ano todo,
além de estar presente em quase todas as regiGes do Brasil, 0 que contribui para sua ampla
acessibilidade e baixo custo (Carvalho et al., 2009; Favarato; Siqueira, 2017; Domingues et al.,
2023).

A producado brasileira de alface ja chegou a ser de 671,5 mil toneladas, correspondendo
a metade de toda producdo vegetal do pais (Ibge, 2017). No entanto, o cultivo enfrenta desafios
que afetam tanto a produtividade quanto a qualidade final do produto, como o ataque de pragas
e 0 uso excessivo de agrotoxicos. Porém o uso demasiado de agrotdxicos e fertilizantes
sintéticos na agricultura tem sido cada vez mais questionado devido aos seus impactos
negativos na saude e nos ecossistemas e essa crescente disseminacgdo de agrotoxicos ressalta a
busca por alternativas sustentaveis que substituam esses produtos (Favarato; Siqueira, 2017,
Diallo et al., 2019; Lima et al., 2019; Santos-Naressi et al., 2024;).

Dentre essas alternativas de manejo sustentavel estd o controle bioldgico, que
caracteriza-se pela utilizacdo de organismos vivos, como predadores, parasitas e
entomopatogenos, e se destaca como uma alternativa de manejo sustentavel e ao uso de
pesticidas quimicos no controle de pragas, minimizando os impactos a salde humana e aos
ecossistemas. No Brasil, hd uma longa tradi¢do no uso de pesticidas microbianos para o controle
de insetos-praga, com cerca de 313 produtos registrados, nos quais estdo distribuidos entre
fungos, bactérias, baculovirus e nematoides (Bamisile et al., 2018; Mascarin et al., 2019;
Agrofit, 2024; Silva et al., 2024,).

Dentre os pesticidas microbianos utilizados no controle de insetos-praga, estdo o0s

fungos entomopatogénicos, que sdo microrganismos capazes de se instalar no corpo de insetos
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causando sua morte, podendo infectar em diferentes estagios de desenvolvimento do inseto,
como ovos, larvas, pupas e adultos, possuindo um amplo espectro patogénico (Alves, 1998).
Esses fungos estdo distribuidos mundialmente e sua utilizagdo no controle bioldgico tem sido
um elemento crucial na reducéo de populac6es de insetos pragas tanto em paises tropicais, como
em subtropicais.

Dentre os principais géneros de fungos entomopatogénicos estdo o Metarhizium,
Beauveria, Entomophthora, Aschersonia, Verticillium e Nomuraea (Silva et al., 2024). Além
disso, estudos indicam que os principais biopesticidas a base de fungos entomopatogénicos
usados no controle de insetos, possuem a capacidade de exercer outras funcOes e atuar como
endofiticos. Os fungos endofiticos sdo aqueles que vivem dentro de tecidos vegetais durante
todo ou parte do seu ciclo de vida de forma assintomatica, sem causar danos ao hospedeiro
(Hyde; Soytong, 2008; Vega et al., 2009)

Por outro lado, a penetracéo e o crescimento, de fungos entomopatogénicos endofiticos
em tecidos vegetais ocorre por meio da formacdo de tubos germinativos a partir dos conidios,
esses tubos entdo se alongam gradualmente em hifas, que posteriormente penetram na planta
por meio de aberturas naturais ou com ajuda de enzimas, através das paredes celulares
epidérmicas (Ortiz-Urquiza; Keyhani, 2013; Vidal; Jaber, 2015).

Os fungos do género Metarhizium tem sido usados como eficientes agentes de
biocontrole em todo 0 mundo. No entanto, muitos estudos demonstram que algumas espécies
sdo capazes de desempenhar um papel endofitico e promover o crescimento das plantas através
do aumento do comprimento da raiz, peso seco e Umido, area foliar, germinacao de sementes,
altura da planta, rendimento e até mesmo o estado nutricional, além de inducéo de tolerancia
ao estresse salino (Sasan; Bidochka, 2012; Liao et al., 2014; Greenfield, 2016).

Portanto, avaliar a inoculacdo artificial e o potencial endofitico dos fungos
entomopatogénicos do género Metarhizium em diferentes espécies de plantas, é importante para
entender como a relagdo fungo-planta pode beneficiar as demais culturas de interesse
agrondmico. Diante disto, 0 objetivo deste estudo foi investigar o potencial endofitico e o efeito
da inoculacdo artificial de diferentes concentracGes de Metarhizium anisopliae em sementes de

alface.

2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no laboratério de Microbiologia e Biotecnologia da
Faculdade de Engenharia Agronémica da Universidade Federal do Para — Campus de Altamira.



O experimento consistiu na inoculagcdo de diferentes concentragdes de Metarhizium
anisopliae em sementes de alface — Cultivar Monica SF 31. Foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repeticdes, sendo 0s seguintes tratamentos: T1
- Testemunha (somente agua); T2 - 2,5x10°%; T3 - 5x10°; T4 - 10x10° conidios mL™,

As concentragdes fungicas foram obtidas a partir da producdo em arroz pré-cozido,
conforme metodologia adaptada de Loureiro et al., 2005, a partir de cepa pura obtida na
micoteca do laboratorio. Posteriormente as sementes foram imersas e agitadas em tubos falcon
contendo 50 mL das respectivas concentracdes.

Depois de tratadas, as sementes foram distribuidas uniformemente em papel mata-
borrdo, previamente autoclavado, umedecido com agua destilada na proporcao de 3 vezes seu
peso seco, de acordo com as Regras para Analises de Sementes (Brasil, 2025). Em seguida,
foram dispostos em caixas acrilicas transparentes do tipo Gerbox (11x11 cm) e, posteriormente,
todas as caixas foram acondicionadas em estufa do tipo BOD, a 25°C constantes e fotoperiodo
de 12 horas, durante sete dias. Cada tratamento apresentou 250 sementes, divididas em 5
repeticdes, contendo 50 sementes por caixa Gerbox.

Apds 7 dias da semeadura, foram avaliados 0s seguintes parametros: porcentagem de
germinacdo, massa seca de raiz e parte aérea, massa fresca de raiz e parte aérea, comprimento
de raiz, parte aérea e total das plantulas de alface.

Para mensuracdo do comprimento da raiz, parte area e total, foi utilizado o paquimetro
digital. O material vegetal foi pesado em balanca analitica para obtencdo do peso da massa seca
e massa fresca. Para a secagem do material vegetal, utilizou-se estufa a 70°C até a massa seca
atingir valor constante.

Tambeém foi realizada a determinacéo da colonizacao fangica em tecidos das plantulas
de alface, foi utilizada a metodologia adaptada de Liu et al. (2022), na qual foram obtidos
isolados do fungo apos cultivo de tecidos das plantulas de alface (raiz, caule, foliolo) em meio
de cultura BDA vertido em placas de Petri. Os tecidos de raizes, caules e folhas foram cortados
em pedacos de 0,5 cm de comprimento e entéo foram esterilizados com hipoclorito de sodio a
1% por 5 min e depois embebidos em Etanol 75% por 1 minuto, lavadas trés vezes em agua
destilada esterilizada e incubadas a 25° C. As placas de Petri entdo foram analisadas ap6s 7 dias,
para verificar a presenca de colbnias de fungos.

Os dados coletados foram tabulados e submetidos a anélise de variancia para verificar
a existéncia de diferenca estatistica significativa entre as médias dos tratamentos. Para
comparagao multipla de médias foi utilizado o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por

intermédio do software R (R Core Team, 2024).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a inoculagéo das sementes de alface com
M. anisopliae, independentemente da concentracdo utilizada, proporcionou aumento no
comprimento da raiz e comprimento total da plantula de alface, ndo alterando a porcentagem
de germinacdo. Além disso, foi confirmado a colonizacdo do M. anisopliae em todos 0s

tratamentos inoculados, porém, apenas nas placas contendo os tecidos das raizes.

Tabela 1. Germinacédo de sementes de alface e parametros de crescimento das plantulas apds 7

dias da inoculagdo com M. anisopliae. Altamira, PA, 2023.

Comprimento

Comprimento Raiz Comprimento Germinacao

Tratamentos (cm) Part(((e: r,:\)érea Total (cm) (%)
T1 - Testemunha 3,50b 0,95a 4,45b 93,60 a
T2 —2,5x108 5,48 a 101a 6,49 a 98,80 A
T3 - 5x10° 7,37 A 1,28 A 8,65 A 98,40 a
T4 — 10x10° 6,96 a 1,24 a 8,20 A 93,60 a
CV (%) 12,01 11,21 11,15 9,58

*CV (%) — Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Scott-Knott a (P<0,05).

Esses dados se assemelham com os resultados encontrados por Alves (2023), que
inoculou Metarhizium robertsii e Beauveria bassiana em sementes de feijao, que também
resultou no aumentou dos parametros de comprimento das plantas em comparag¢do com as ndo
tratadas.

Além disso, as descobertas do presente trabalho, contrastam com as de Siqueira et al.,
(2020), que relataram o aumento do crescimento da parte aérea das plantas quando inoculadas
Metarhizium robertsii, M. humberi e M. anisopliae, em comparacdo com plantas néo
inoculadas, podendo estar relacionado & producdo de fitohorménios. Entretanto, Macuphe et
al., (2021), destacam que os mecanismos pelos quais os fungos endofiticos impactam o0s
diferentes parametros de crescimento, ainda precisam ser mais bem compreendidos.

Quanto a producéo de biomassa apresentados na Tabela 2, os parametros massa fresca
da raiz e massa fresca da parte aérea diferiram estatisticamente, sendo os tratamentos T3 e T4

superiores a testemunha.



Tabela 1. Parametros de massa seca e massa fresca da raiz e da parte aérea das plantulas de
alface ap0s 7 dias de inoculacdo com diferentes concentraces de M. anisopliae. Altamira, PA,
2023.

Massa seca
Massa seca Massa fresca , Massa fresca da
Tratamentos . . da parte aérea ,
da raiz (cm) da raiz (cm) (cm) parte aérea (cm)
T1 - Testemunha 0,0050 a 0,0056 b 0,0096 A 0,0318¢c
T2 —2,5x106 0,0060 a 0,0142 b 0,0086 a 0,0534 b
T3 —5x106 0,0054 a 0,0346 a 0,0084 a 0,0680 a
T4 —10x106 0,0066 A 0,0482 A 0,0078 a 0,0888 A
CV (%) 13,99 32,90 11,34 15,29

* CV (%) — Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a (P<0,05).

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Garcia et al. (2011), que
inoculou cepas de Metarhizium anisopliae na cultura do tomate, o qual aumentou
significativamente parametros de acimulo de biomassa. Segundo Alves (2023), o0 aumento da
massa fresca e seca das plantas tratadas com fungos entomopatogénicos, pode estar atrelado a
uma maior bioestimulacdo da atividade fotossintética, causando acumulo de biomassa.

Entretanto, os parametros de massa seca de raiz e de parte aérea ndo diferiram
estatisticamente, o que coincidiu com os estudos feitos por Diniz et al. (2009), que estudaram
o efeito de Metarhizium anisopliae na germinacdo, massa seca de parte aérea e da raiz, e a altura
de mudas de pimentdo e observaram que o Metarhizium anisopliae ndo causou aumento

significativo em todos os parametros, quando comparado ao controle.

4 CONCLUSAO
O tratamento 4 com 10x10° conidios mL™, foi o tratamento que obteve melhores
resultados, com isso, esta pesquisa apresenta dados significativos sobre a interacdo entre

Metarhizium anisopliae e as plantas de alface.
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