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RESUMO

O controle bioldgico tem-se destacado como alternativa vidvel para redug¢ao da dependéncia de
agrotoxicos, uma vez que faz uso de grupos de inimigos naturais para controlar pragas com o
uso de parasitoides, predadores e entomopatogenos. Diante desse cendrio, o objetivo deste
estudo foi avaliar a seletividade dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Purpureocilium lilacinum sobre os crisopideos Ceraeochrysa
cornuta, Ceraeochrysa claveri e Ceraeochrysa everes, visando determinar sua compatibilidade
para uso em programas de Manejo Integrado e Ecologico de Pragas. As variaveis consideradas
foram: viabilidade dos ovos; viabilidade larval (1° instar); tempo de desenvolvimento larval (1°
instar) e ; capacidade de consumo. Para isso, foram coletados 192 ovos e 200 larvas em primeiro
instar, recém-eclodidas, das trés espécies de Ceraeochrysa. O grupo tratamento ¢ caracterizado
pela imersdo de 96 ovos e 100 larvas nas trés suspensdes fiingicas na concentracdo 1 x 10’
conidios/mL durante cinco segundos, enquanto o grupo controle (96 ovos e 100 larvas) ndo
recebeu nenhuma aplicagdo. Os experimentos foram mantidos 28 + 2 °C, umidade relativa de
50 + 10% e fotoperiodo natural. Os resultados demonstram que nenhum dos fungos afetou a
viabilidade dos ovos das trés espécies de Ceraeochrysa testadas, que se manteve entre 75% e
80%, sem diferenca estatistica em relagdo aos controles. Nas larvas, a viabilidade foi superior
a 92% no tratamento e no controle, € o tempo de desenvolvimento larval nao foi afetado, exceto
por um discreto aumento (= 2h) em Ce. claveri com B. bassiana e P. lilacinum, biologicamente
insignificativo. Além disso, a aplicagdo de B. bassiana ndo alterou a capacidade de consumo
de Ce. cornuta, consumindo quantidades similares de presas em comparacgao ao grupo controle.
Portanto, os fungos B. bassiana, M. anisopliae e P. lilacinum mostram-se seletivos as espécies
de Ceraeochrysa, ndo comprometendo sua sobrevivéncia, desenvolvimento ou efici€éncia como
predador. O estudo sugere que a combinagdo desses agentes de controle bioldgico ¢ vidvel e
pode ser adotada em estratégias de MIP e MEP, oferecendo uma alternativa sustentdvel e

eficiente para o manejo de pragas.

Palavras-chave: Seletividade, Controle biologico, Chrysopidae, Fungos entomopatogénicos.



INTRODUCAO

O uso indiscriminado de agrotéxicos tem sido um tema de grande preocupagdo devido
aos seus impactos negativos a saide humana e ao meio ambiente, bem como a selecdo de
insetos-pragas resistentes e a eliminagdo de organismos benéficos (Bolzan 2019; Goedel et al.
2021; Shimizu & Mourao 2022). A utilizacao de agrotoxicos em grande escala, em especial,
pelo setor agropecuario tem sido objeto de varios tipos de estudos, tanto pelos danos a saude
humana, como pelos danos a0 meio ambiente. Na saude da populagdo humana estio associados
a intoxicacdes agudas, subagudas e cronicas (Silva et al. 2022), que podem desencadear
alteracdes auditivas, doengas degenerativas, cancer, malformacdes congénitas e outras
patologias (Lara & Garcia 2020). Paralelamente, no meio ambiente, contaminam o solo e os
mananciais hidricos (Mello et al. 2020, p. 318), afetando os diferentes niveis troficos, onde o
acimulo das substancias pode desequilibrar cadeias alimentares e prejudicar a acdo dos agentes
naturais de controle biologico (Parra, 2023). Além disso, leva a resisténcia de diversas espécies
de insetos-alvos, devido a alta pressdo de selecdo imposta pelo uso indevido do método de
controle (Zhu et al. 2015; Irac 2016), o que gera cada vez mais dependéncia por novos produtos
quimicos no mercado.

De acordo com o relatério da Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO, 2023), o Brasil foi o maior consumidor mundial de agrotoxicos, com 720 kt
de aplicagcdes de agrotoxicos para uso agricola em 2021. Esses dados refletem o afrouxamento
na legislacdo sobre o uso desses quimicos, como a alteracio normativa do Decreto n°
5.981/2006, que simplificou o regramento acerca dos registros de produtos denominados
equivalentes (Vipievski et al. 2022). Dal Bosco & Abreu (2023), alertam que a flexibilizacao
das leis que regulam os agrotdxicos pode representar um retrocesso no direito socioambiental,
além de potencializar danos ecoldgicos graves, comprometendo a qualidade vida tanto das
geracdes atuais, quanto das futuras.

Neste contexto, o controle bioldgico tem-se destacado como alternativa vidvel para
redugdo da dependéncia de agrotoxicos, uma vez que faz uso de grupos de inimigos naturais
para controlar pragas de forma sustentdvel, como o uso de parasitoides, predadores e
entomopatogenos. Para atender a crescente demanda tanto do setor produtivo como da

sociedade por alternativas e produtos cada vez mais sustentaveis, o Ministério da Agricultura,



Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou o programa Nacional de Bioinsumos (Decreto N°
10.375, 2020), que tem por objetivo fomentar o uso de recursos bioldgicos na agricultura,
reduzindo a dependéncia de insumos quimicos (BRASIL, 2020). Atualmente, segundo dados
do Catdlogo Nacional de Bioinsumos, sao mais de mil produtos registrados na categoria de
bioinsumos tanto para controle de pragas, como também inoculantes (BRASIL, 2020).

Ainda que prevaleca a “cultura de quimicos” no controle de pragas, e que os produtos
fitossanitarios sejam a primeira linha de defesa agropecuaria utilizada (Parra 2014, Carvalho et
al. 2021), no Brasil o controle bioldégico vem aumentando mais do que no resto do mundo (Parra
& Coelho 2022). Segundo dados do site AgroLink, o mercado de insumos bioldgicos no pais
cresceu mais de 70% entre 2020 e 2022, atingindo um faturamento de R$ 2,3 bilhdes em 2023,
o que demonstra a eficacia e a viabilidade econdmica desses insumos.

Umas das praticas de controle bioldgico dar-se por meio da liberacdo de parasitoides —
que utilizam a praga como hospedeiro para desenvolvimento de suas larvas — e predadores —
organismos de vida livre que consomem varias presas ao longo do seu desenvolvimento — (Parra
& Coelho 2022). Os predadores apresentam alta capacidade reprodutiva, grande voracidade,
alta capacidade de busca e plasticidade ecoldgica (Loureiro et al. 2024), sendo importantes
dentro do contexto do manejo integrado de pragas (Sujiie et al. 2020). Dentre estes, destacam-
se os crisopideos, insetos pertencentes a Ordem Neuroptera, que sdo encontrados nos mais
variados agroecossistemas e apresentam grande potencial de uso como predadores em
programas de controle bioldgico de pragas (Duque 2008; Albuquerque 2009; Scudeler et al.
2020;). Os crisopideos sdo predadores vorazes em sua fase larval, desempenhando papel
significativo sobre pragas em diversos cultivos de importancia agricola (Oliveira et al. 2014).
Entre suas principais presas estdo pulgdes, acaros fitofagos, cochonilhas, cigarrinhas, mosca-
branca, psilideos, tripes, ovos e larvas de insetos da ordem Lepidoptera, Coledptera e Diptera
(Freitas 2001; Albuquerque 2009; Pappas et al. 2011).

Atualmente, ha registros da presenca de insetos da familia Chrysopidae em todos os
paises da América do Sul, sendo esta a familia mais diversa de crisopideos no Brasil, com 182
espécies (Machado & Martins 2022). Dentre os géneros que ocorrem no Brasil, Ceraeochrysa
Adams (Neuroptera: Chrysopidae) ¢ o mais abundante, com 34 espécies registradas e contém

espécies com atributos que podem torna-las predadoras importantes em varios sistemas



agricolas (Almeida et al. 2009; Machado & Martins 2022). As espécies de Ceraeochrysa sao
comumente encontradas em bordas de florestas com frequéncia ao redor de culturas agricolas
(Martins 2014), e que, portanto, seriam as mais apropriadas para uso em culturas perenes, como
pomares de frutiferas e silviculturas (Albuquerque 2009).

Dentre as espécies de crisopideo deste género, Ce. cornuta Navas, 1925 tem sido
indicada por estudos de predacdo como potencial agente de controle bioldgico de pragas
importantes (Souza et al. 2015; Jumbo et al. 2019). De acordo com Passos et al. (2022), a oferta
de diferentes estagios bioldgicos da mosca-branca-do-cajueiro (Aleurodicus cocois Curtis 1846,
Hemiptera: Aleyrodidae) se mostrou adequada para o desenvolvimento e reprodugdo de Ce.
cornuta, indicando seu potencial como agente de controle desta praga.

A espécie Ce. claveri Navas, 1911 devido ao seu alto potencial reprodutivo e elevada
capacidade de busca, a torna capaz de predar ovos e larvas de Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) nas partes mais internas da cabega do repolho, (Almeida et al. 2009),
além de serem vorazes consumidoras de ninfas de Diaphorina citri Kuwaya-ma, 1908
(Hemiptera: Liviidae) (Pacheco-Rueda et al. 2015). Além disso, a espécie Ce. everes Banks,
1920 também pode ser um agente eficaz no controle biologico. Santos et al. (2022) verificaram
que Ce. everes possul capacidade de predacdo, desenvolvimento e reproducdo tendo como
recurso alimentar ninfas da cochonilha-rosada-do-hibisco (Maconellicoccus hirsutus Green
1908, Hemiptera: Pseudococcidae)

Além dos agentes de controle macrobiologicos como os predadores, o controle bioldgico
pode ser feito com a utilizacdo de agentes microbioldgicos ou patégenos de insetos, € por isso,
¢ chamado de controle microbiano. Os fungos entomopatogénicos foram os primeiros agentes
patogenos a serem utilizados no controle microbiano, destacando-se por sua capacidade de
reduzir populacdes de pragas em niveis abaixo dos niveis de dano econdmico, devido a
capacidade desses microrganismos em ocasionar doengas epizodticas naturais (Alves 1998;
Lacey et al. 2015; Rubio, Souza, Pereira 2021). As espécies mais utilizadas pertencem a ordem
Hypocreales, e sao elas o Metarhizium anisopliae (Mets., 1879) Sorokin, 1883 e Beauveria
bassiana (Bals.) Vuilllemin, 1912 (Alfaro-Valle et al. 2022). A espécie Purpureocillium
lilacinum (Thom.) (Luangsa-ard et al. 2011) também tem se destacado em aplicagdes voltadas

ao controle de populacdes de insetos-pragas agricolas, principalmente de nematoides, uma vez



que possui capacidade de parasitar os ovos de Meloidogyne incognita (Thylenchida:
Heteroderidae) e impedir o nascimento e crescimento de novos organismos (Dahlin et al. 2019).

O potencial inseticida do fungo M. anisopliae ficou amplamente conhecido devido a
comprovagao de sua eficacia no controle da cigarrinha das folhas em cana-de-agucar (Alves
1998; Loureiro et al. 2012), entretanto ha relatos do uso desse fungo para o controle de diversos
insetos-pragas incidentes em sistemas agricolas, incluindo soja, milho e café (Iwanicki et al.
2019; Clifton et al. 2018). Além disso, ha evidéncias de que esse fungo pode se associar as
raizes do café e promover o seu crescimento, resisténcia ao estresse hidrico e proteger contra o
minador-da-folha-do-cafeeiro (Leucoptera coffeella Guérin-Méneville, 1842, Lepidoptera:
Lyonetiidae) (Franzin et al. 2022; Moreira et al. 2018). Outro fungo, B. bassiana, ¢ amplamente
utilizado para o controle de diversas pragas, dentre elas a broca-da-bananeira (Cosmopolites
sordidus Germar, 1824, Coleoptera: Curculionidae), percevejo-da-soja (Euschistus heros,
Hemiptera: Pentatomidae) e pragas de grdos armazenadas do trigo (Alves 1998; Wakil et al.
2021). B. bassiana também coloniza tecidos internos de plantas como algodao (Lopez & Sword
2015), milho (Tall & Meyling 2018) e soja (Russo et al. 2018), provocando efeitos negativos
diretos na reproducdo, longevidade e alimentagdo de insetos herbivoros associados a essas
culturas (McKinnon et al. 2017). Considerado um fungo nematofago, P. lilacinum ¢ uma das
espécies mais estudadas do género (Alves 1998), também possui capacidade patogénica a
espécies de insetos, tais como pulgdo-do-algodoeiro (4Aphis gossypii, Hemiptera: Aphididae),
mosca-branca (Bemisia tabaci, Hemiptera: Aleyrodidae) &caro-rajado (Tetranychus urticae,
Acari: Tetranychidae) e tripes (Thysanoptera) (Medeiros 2016), e promove o crescimento das
plantas de algodoeiro apos inoculagdo nas sementes (Lopez & Sword 2015).

A eficacia do manejo de pragas esta intrinsicamente vinculada as complexas interagdes
ecoldgicas entre os organismos existentes (Loureiro et al. 2024). A aplicacdo simultanea de dois
organismos pode manifestar-se tanto sob forma sinérgica, favorecendo a coexisténcia em um
mesmo ecossistema (Dias et al. 2020), quanto antagdnica (Carvalho et al. 2023). E importante
ressalvar ainda que, ha escassez de estudos sobre os impactos de entomopatdgenos em inimigos
naturais (Dias et al. 2019), o que limita a otimizagdo de estratégias de controle bioldgico
consorciado no ambito do Manejo Integrado de Pragas (MIP) e do Manejo Ecologico de Pragas

(MEP), técnicas que visam, respectivamente, a integracdo de taticas de controle com base



econdmica e a0 manejo fundamentado na regulagdo natural dos ecossistemas, particularmente
no que concerne a compatibilidade entre diferentes grupos de agentes de controle.

Tendo em vista que a utilizagdo de inimigos naturais para o manejo de pragas constitui
uma alternativa ecologicamente sustentavel em comparagdo aos métodos quimicos, com
reduzido impacto negativo sobre organismos ndo-alvo e potencial para integracdo em
programas de MIP e MEP, este estudo teve como objetivo avaliar a seletividade dos fungos
entomopatogénicos M. anisopliae, B. bassiana ¢ P. lilacinum sobre trés espécies de crisopideos

(Ce. cornuta, Ce claveri e Ce. everes, Neuroptera:Chrysopidae).

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar a seletividade de fungos entomopatogénicos sobre os crisopideos do género

Ceraeochrysa.

Objetivos Especificos:

a. Avaliar a seletividade dos fungos Metarhizium. anisopliae, Beauveria bassiana e
Purpureocilium lilacinum sobre ovos de Ceraeochrysa cornuta, Ceraeochrysa claveri
e Ceraeochrysa everes;

b. Verificar o efeito dos fungos Metarhizium. anisopliae, Beauveria bassiana e
Purpureocilium lilacinum sobre larvas de Ceraeochrysa cornuta, Ceraeochrysa claveri
e Ceraeochrysa everes;

c. Testar a capacidade de consumo da larva em primeiro instar de Ceraeochrysa cornuta

pos-aplicacdo fungica de Beauveria bassiana.



Hipotese:

I.  Nao ha diferenca entre a porcentagem de larvas que eclodem dos ovos tratados € nao
tratados com as suspensdes fungicas;
II.  Ha baixa ou nenhuma mortalidade de lavas do predador, mesmo apos o tratamento
com as suspensodes fungicas;
III.  Nao hé aumento na duracao do desenvolvimento, em dias, do primeiro instar larval do
predador apos o tratamento com as suspensdes fungicas;
IV.  Nao ha alteragdo no comportamento predatdrio ocasionado pela aplicagdo direta do

fungo entomopatogénico sobre as larvas do predador.

MATERIAL E METODOS
Manutencao das criacoes de Ceraeochrysa spp.

As criacdes de Ce. cornuta, Ce. claveri e Ce. everes foram mantidas no Laboratério de
Controle Biotecnoldgico de Pragas — LCBiotec, gerida pela Empresa de Desenvolvimento
Agropecudrio de Sergipe — Emdagro, localizado no Parque Tecnologico (SergipeTec - Sao
Cristévao/SE.)

Para a manuten¢do de cada criagdo, os insetos adultos foram mantidos em gaiolas de
tubo PVC (300 x 300mm), fechadas com tecido “voil” e apoiada sobre placa plastica (Figura
1A). Nesta fase, a dieta, composta de mel e levedo de cerveja (1:1), foi ofertada para os insetos
sobre ladmina plastica, e a 4gua, em tubos tipo Eppendorf vedados com um pedaco de esponja
umedecida, ambos fixados em toda a lateral superior da gaiola (Figura 1B). Apos atingirem a
maturacao sexual, os adultos copulam e as fémeas passam a ovipositar, especialmente no tecido
“voil” (Figura 1C) e nas laterais da gaiola.

Os ovos foram coletados utilizando tesoura de ponta fina e pincéis, e cuidadosamente,
individualizados em microplacas tipo Elisa (Figura 1D). Apos as eclosdo, as larvas foram
transferidas individualmente para placas plésticas tipo Petri (6,5 x 1,5 cm) (Figura 1E), onde

foram ofertados ovos de Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae), obtidos
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comercialmente, para sua alimentacdo. Devido a necessidade de Ceraeochrya em construir
pacotes de “lixo” com detritos do ambiente, as larvas recebem também pedacos de folhas de
oitizeiro (Licania tomentosa Benth) como fonte de “lixo”. A serosidade coletada pela larva
auxilia na formacao do casulo e prote¢ao da pupa (Silva & Maia 2011).

A troca de alimento, disponibilidade de folhas de oiti e a verificagdo do estagio do
desenvolvimento do inseto foi feito trés vezes por semana até a formagao da pupa. As pupas
(Figura 1F) foram mantidas nas placas de Petri por 10 dias, e posteriormente foram transferidas
para gaiolas de PVC com alimento e agua, a fim de dar suporte alimentar aos adultos que
emergirao.

As criagdes das espécies de predadores do género Ceraeochrysa foram mantidas em sala

de criacdo com temperatura de 28 = 2 °C, umidade relativa de 50 = 10% e fotoperiodo natural.

7 e ,‘.;‘.')-
Figura 1. Criagdo de Ceracochrysa spp, gaiola com adultos (A); detalhe da oferta de agua e alimento (B); ovos
no tecido voil (C); materiais para coleta dos ovos (D); larvas individualizadas em placas do tipo Petri (E); pupa

(F).



Preparo das suspensoes fiingicas

Os fungos B. bassiana (isolado SE-117), M. anisopliae (isolado SE-203) e P. lilacinum
(isolado SE-401) foram obtidos do Banco de fungos entomopatogénicos da Emdagro, mantidos
no Laboratério de Controle Biotecnologico de pragas (LCBiotec), localizado no Parque
Tecnologico (SergipeTec - Sdo Cristovao-SE).

Para a preparo das suspensdes fingicas, inicialmente o isolado de cada espécie de fungo
foi repicado em placas de Petri de vidro (80 x 15mm) contendo meio de cultura s6lido Batata-
Dextrose-Agar (BDA), suplementado com antibiético e Cloranfenicol (0,25 g/L). Em seguida,
as placas foram mantidas em cdmara de germinacao do tipo B.O.D., a 25 + 2°C e fotoperiodo
de 12:12H, por 7 dias, para a germinagao e crescimento do fungo.

A partir dos fungos cultivados foram preparadas as suspensdes fingicas. Para isso, os
fungos crescidos na superficie do meio de cultura foram raspados utilizando-se espatula de
metal, e adicionados, separadamente, no becker contendo 10 ml de solugido Tween 80® (0,05%).
As suspensdes fungicas resultantes foram filtradas em gaze esterilizada, a concentracdo de
conidios presentes em cada suspensdo foi quantificada por meio da dilui¢do seriada e contagem
direta em camara de Neaubauer e microscopio optico (400x). Em seguida, foram preparadas as
suspensdes dos fungos para uso nos experimentos, com a concentragio ajustada 1 x 107
conidios/mL.

Antes da utilizagdo das supensdes nos ensaios de seletividade, a viabilidade conidial de
cada isolado foi avaliada por meio da inoculagdo de 100 pL da suspensdo flingica, na
concentragdo de 1 x 10° conidios/mL, no centro de placas de Petri de plastico do tipo Rodac
(60 x 10 mm) contendo 5 mL de meio de cultura s6lido BDA, suplementado com antibidtico
Cloranfenicol (0,25 g/L). As placas foram seladas e mantidas em B.O.D. a 25 + 2°C e
fotoperiodo de 12:12h, por 18-20 horas. A avaliacdo foi realizada através da contagem dos
conidios germinados e ndo germinados presentes na superficie do meio de cultura. O percentual

de conidios germinados foi considerado como a taxa de viabilidade do fungo.
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Seletividade dos fungos sobre ovos de Ceraeochrysa spp.

Para avaliar a seletividade dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae ¢
P. lilacinum sobre os ovos, 192 ovos de cada espécie de crisopideo (Ce. cornuta, Ce. claveri e
Ce. eeres) foram coletados 24 horas ap6s a oviposi¢ao. Dos ovos coletados, 96 foram tratados
por imersdo, individualmente, durante cinco segundos, em 1,5 mL de suspensdo flingica na
concentragio 1 x 107 conidios/mL. Em seguida, foram transferidos para microplacas tipo Elisa,
previamente higienizadas com alcool 70%, as quais foram cobertas com pléstico filme
perfurado por alfinete entomolodgico para permitir a ventilacdo. Para cada tratamento, utilizou-
se um grupo controle com 96 ovos, que apdés a coleta foram diretamente dispostos
individualmente em microplaca tipo Elisa, como no tratamento. Para cada tratamento e seu
respectivo controle, os oito ovos dispostos em cada linha vertical da microplaca foram

considerados uma repeticao, totalizando 12 repeti¢cdes (Figura 2).

Figura 2. Esquema da disposigdo dos ovos em microplaca tipo Elisa. Cada linha vertical (R1-R12) representa uma
repeti¢do contendo oito ovos, totalizando 12 repeti¢des por tratamento.



A viabilidade dos ovos foi avaliada entre 4 ¢ 5 dias apos a exposi¢ao ao tratamento,
periodo correspondente ao tempo médio de eclosdo das larvas. Os ovos inviaveis foram
acomodados individualmente em cada pog¢o da microplaca tipo Elisa higienizada, contendo
discos de papel filtro autoclavado umedecidos com agua destilada estéril e vedada por plastico
filme, formando uma camara imida. As camaras imidas contendo os ovos inviaveis foram
acondicionadas a uma temperatura de 28 + 2 °C, umidade de 50 = 10%, e fotoperiodo natural
por sete dias.

ApOs esse periodo, procedeu-se a observagao dos ovos inviaveis sob estereomicroscopio
para verificar se o fungo testado era o agente causal da inviabilidade. A verificagdao concentrou-
se na presenca de micélios desenvolvidos sobre os ovos, que caso exibisse uma massa
pulverulenta de conidios verdes confirmaria infec¢ao por M. anisopliae, ou se fosse observado
uma massa de conidios esbranquicados sugeriria infeccdo por B. bassiana, ou ainda se fosse

encontrado uma massa de conidios lilases indicaria infec¢do por P. lilacinum.

Efeito dos fungos sobre larvas de Ceraeochrysa spp.

Para verificar o efeito dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae e P.
lilacinum sobre as larvas, 200 larvas de cada espécie de crisopideo (Ce. cornuta, Ce. claveri e
Ce. everes) em primeiro instar, recém-eclodidas, foram obtidas a partir de ovos coletados das
gaiolas de criagdo. Para tanto, 100 larvas foram imersas individualmente, utilizando um pincel
fino, por cinco segundos em 1,5 mL de suspensdo fiingica na concentragio 1 x 107 conidios/mL.
Para cada tratamento, utilizou-se um grupo controle com 100 larvas, o qual ndo recebeu
aplicacdo da suspensdo. As larvas tratadas e do grupo controle foram individualizadas em placas
plésticas tipo Petri (6,5 x 1,5 cm), e alimentadas diariamente com ovos de E. kuehniella.

A avaliacao da viabilidade das larvas e a verificagdo do estagio do desenvolvimento foi
realizada por 4 a 5 dias. As larvas mortas foram acomodadas em camara imida, constituida por
placa plastica tipo Petri contendo disco de papel filtro autoclavado umedecido com agua
destilada estéril e vedadas com pléstico filme. As camaras umidas contendo as larvas mortas
foram acondicionadas a uma temperatura de 28 + 2 °C, umidade de 50 + 10% e fotoperiodo
natural por sete dias, para a verificagdo do agente causal da mortalidade. Apos esse periodo, as

larvas foram observadas em estereomicroscopio para confirmagdo da mortalidade causada pelo



patdgeno, seguindo as mesmas caracteristicas dos fungos descritas anteriormente.

Capacidade de consumo das larvas de Ce. cornuta pos-aplica¢ao de B. bassiana

A escolha da espécie Ce. cornuta se deve a esta ser a espécie de Ceraeochrysa mais
encontrada no estado de Sergipe, especialmente se alimentando de ninfas da mosca-negra-dos-
citros. Ja o fungo B. bassiana (isolado SE-117) foi escolhido por ocasionar maior mortalidade
das ninfas da mosca-negra-dos-citros em avaliagcdes prévias de sua patogenicidade (Oliveira,
dados ndo publicados).

A avaliacdo da capacidade de consumo de Ce. cornuta pds-aplicacdo de B. bassiana, foi
realizada utilizando larvas de primeiro instar do crisopideo, logo ap6s a eclosdo, e recebendo a
oferta de diferentes densidades de presas, ninfas em segundo instar da mosca-negra-dos-citros,
Aleurocanthus woglumi Ashby, 1915 (Hemiptera: Aleyrodidae).

Inicialmente, larvas de Ce. cornuta foram tratadas com suspensdo fungica de B.
bassiana (1 x 107 conidios/mL) como descrito no experimento anterior. Enquanto, no grupo
controle, as larvas ndo receberam nenhuma aplicacdo. Todas as larvas, do tratamento e do
controle, foram acomodadas individualmente em caixas acrilicas do tipo Gerbox (11 x 11 x
3,5cm), foram ofertadas folhas de citros infestadas com densidades/quantidades diferentes de
ninfas da mosca-negra-dos-citros. As larvas dos crisopideos que ndo se alimentaram nos
primeiros 5 minutos foram substituidas por larvas mais ativas (Jumbo et al. 2019).

Apo6s um periodo de 24 horas, as larvas dos crisopideos foram retiradas das caixas € o
numero de presas que restaram nas folhas foram contabilizados, obtendo-se o valor de presas
consumidas. As densidades de presas ofertadas para as larvas do crisopideo foram de 30 e 70,

sendo cada densidade composta por 15 e 12 repetigdes, respectivamente.

Analise dos dados

Os dados de viabilidade dos ovos (%), viabilidade das larvas (%), duragdo do primeiro
instar larval (dias) e da capacidade de consumo das trés espécies de Ceraeochrysa tratados com
suspencdes fungicas de M. anisopliae, B. bassiana e P. lilacinum, foram comparados com seus

respectivos controles por meio de testes ¢ de Student, utilizando o procedimento SAS PROC



TTEST: Pooled ou Satterthwaite, considerando a igualdade de variancia (SAS Institute 1999-

2001). Os graficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seletividade dos fungos sobre ovos de crisopideos Ceraeochrysa spp.

Os fungos B. bassiana, M. anisopliae e P. lilacinum foram seletivos aos ovos das trés
espécies de crisopideos do género Ceraeochrysa (Figura 3). Observou-se que nenhum dos trés
fungos utilizados causou a inviabilidade dos ovos de Ce. cornuta, Ce. claveri e Ce. everes, uma
vez que o percentual de viabilidade dos ovos tratados e ndo tratados ndo diferiram
estatisticamente entre si pelo teste t (p > 0,05). Na maioria dos bioensaios realizados, a
viabilidade dos ovos, dos tratamentos e seus respectivos controles, se manteve entre 75% e

80%.
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Figura 3. Viabilidade de ovos (médiaxSD) de Ceraeochrysa cornuta (A), Ceraeochrysa claveri (B) e
Ceraeochrysa everes (C) ap0ds aplicacdo das suspensdes fungicas de Beauveria bassiana SE 117, Metarhizium
anisopliae SE 203 e Purpureocilium lilacinum SE 401, e seus respectivos controles.

Levando em consideracdo que os experimentos foram realizados em periodos
diferentes, as diferencas discretas na viabilidade dos ovos de Ceraeochrysa podem estar
relacionadas a caracteristicas reprodutivas das espécies, como tempo da geracao em laboratorio,
fecundidade das fémeas, diferenca no fotoperiodo em relagdo as estagdes e exposicdo ao
estresse térmico.

Os resultados deste estudo assemelham-se aos de Pessoa et al. (2005). Esses autores ao
avaliarem a compatibilidade entre B. bassiana, na concentragdo 1,0 x 107 conidios/mL, sobre
ovos do inseto predador Chrysoperila externa Hagen, 1861 constataram 98% de viabilidade nos

ovos tratados com o fungo. Além disso, os resultados desse estudo assemelham-se aos



resultados de Cardoso et al. (2007), onde os fungos Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare &
W.Gams, 1914 e M. anisopliae na concentragio de 2,1 x 107 nio afetaram a viabilidade dos
ovos de Ceraeochrysa cincta Schneider, 1851 quando aplicados por imersdo. Desse modo, ¢
possivel que os ovos das espécies de Chrysopidae apresentem resisténcia a esses patogenos.
Essa resisténcia pode ser atribuida a protecdo conferida pelo cérion, que ¢ a camada externa dos
ovos de insetos, e apresenta normalmente textura rigida e se constitui na principal barreira de
protecao do embrido contra agrotoxicos (Castilhos et al. 2014). Portanto, acredita-se que essa
estrutura também atue como uma barreira fisica contra a penetragdo de fungos
entomopatogénicos, impedindo ou dificultando o contato direto do micélio com o embrido. O
papel de protecdo realizado pelo corion, ganha forca a partir dos resultados apresentados por
Carvalho et al. (2021), os quais mostraram que os estdgios de ovo e pupa de Ceraeochrysa
cubana sdo mais tolerantes a acaricidas.

Embora a viabilidade dos ovos tratados com as suspensdes fungicas nao tenham diferido
significativamente do seu controle, o procedimento de confirmagdo do agente causal foi
realizado (Figura 4). Nesse sentido, observamos que dentre os ovos inviaveis, o fungo B.
bassiana cresceu sobre os ovos de Ce. cornuta (17,70%) e Ce. everes (29,17%). Enquanto, M.
anisopliae e P. lilacinum foram observados apenas nos ovos de Ce. everes (3,12%) e Ce. claveri

(1,04%), respectivamente.
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Figura 4. Confirmacdo do agente causal. (A e G) B. bassiana em larva e ovo de Ce. cornuta, respectivamente; (B)
larva de Ce. claveri sem fungo; (C) B. bassiana em larva de Ce. claveri; (D e 1) B. bassiana em larvas de Ce.

everes e Ce. claveri, respectivamente; (E e F) M. anisopliae em larvas de Ce. claveri; (H) P. lilacinum em ovo de
Ce. claveri.
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Efeito dos fungos sobre larvas de crisopideos Ceraeochrysa spp.

Os fungos B. bassiana, M. anisopliae e P. lilacinum ndo causaram efeito sobre larvas
de primeiro instar das trés espécies de Ceraeochrysa spp. (Figura 5, Tabela 1). Observou-se que
nenhum dos trés fungos utilizados causou a mortalidade nas larvas de Ce. cornuta, Ce. claveri
e Ce. everes, uma vez que a viabilidade média das larvas tratadas e ndo tratadas, se mantiveram

acima de 92%, ndo diferindo estatisticamente (p > 0,05).

A Ceraeochrysa cornuta
t= 0.97; p=0.34 t=0.29; p=0.77 t=0.32: p=0.75
100 - _ 2, p=0.
1 = 7 e ==S
I
L T
_ 80 = 80 = 80
g 5 £
= 607 § 60+ < 60+
3 % £
% 3 =
:E:’ 40 - 40— = 40
= & 2
= - -
204 20 20-
0 T T 0 T T 0 T T
SE 117  Controle SE 203  Controle SE401  Controle
B Ceraeochrysa claveri
t=-1.41; p= 0.17 t=1.10; p=0.28 t=0.34; p=0.73
1004 T 100 2 2111/ S — Z
_I_ J— —
_ 80 _ 80 _ 80+
=
£ £ £
= = =
$60 3 60+ 3 60+
= 404 = 40+ = 404
= = =
E = =
- = =
20 20 20+
0 T T 0 T 0 T

T T
SE 117 Controle SE 203 Controle SE 401 Controle



100 T|= 0.37; p=0.71
—_— p——

80
=
g
k]
= 604
=
£
2 40
.;:
=

204

0 T T
SE 117 Controle

Ceraeochrysa everes

100+

e (=] [
(=] [=] (=]
1 1 |

Viabilidade (%) larval

N
o
1

t=-0.58; p= 0.57
—r S

—

T
SE 203

T
Controle

Viabilidade (%) larval

1

t=0.35; p=0.73
00 1 T
—r -
80
60
40+
20+
0 T T
SE 401 Controle

22

Figura 5. Viabilidade das larvas de primeiro instar (média=SD) de Ceraeochrysa cornuta (A), Ceraeochrysa

claveri (B) e Ceraeochrysa everes (C) ap6s aplicagdo das suspensdes fungicas de Beauveria bassiana SE 117,

Metarhizium anisopliae SE 203 e Purpureocilium lilacinum SE 401, e seus respectivos controles.

Tabela 1. Duracao média (em dias) para o segundo instar de Ceraeochrysa cornuta, Ceraeochrysa
claveri e Ceraeochrysa everes ap6s aplicagao das suspensoes fungicas Beauveria bassiana SE 117,
Metarhizium anisopliae SE 203 e Purpureocilium lilacinum SE 401.

Ceraeochrysa cornuta

Isolados Tratamento Controle t; p-valor
SE 117 4,01 +£0,03 3,99 + 0,03 1,41; 0,17
SE 203 4,15+£0,17 4,05+0,14 -1,39; 0,18
SE 401 4,10 £ 0,06 4,04 £0,07 -1,82; 0,08

Ceraeochrysa claveri

Isolados Tratamento Controle t; p-valor
SE 117 3,02+0,04 3,09+ 0,20 -1,04; 0,31
SE 203 3,02+0,04 3,13+0,31 1,06; 0,30
SE 401 3,06 £0,15 3,04 £0.09 -0,34; 0,73

Ceraeochrysa everes

Isolados Tratamento Controle t; p-valor
SE 117 4,10+£0,10 4,10+ 0,10 -0,04; 0,96
SE 203 4,02 +0,04 4,14 +0,11 3,07; 0,01
SE 401 4,03 £0,06 4,11 +£0,08 2,39; 0,02
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Nossos resultados corroboram com os achados obtidos em outros estudos que também
avaliaram a seletividade de fungos entomopatogénicos a larvas de crisopideos. Cardoso et al.
(2007), ao aplicarem os fungos L. lecanii e M. anisopliae, na concentragdo 2,1 x 107,
constataram que ambos os fungos sao seletivos a larvas de primeiro instar de Ce. cincta. O uso
de suspensdes fungicas de B. bassiana, M. anisopliae ¢ Metarhizium rileyi, em diferentes
concentracdes (1x107, 1x108, 1x10° conidios/mL) sobre larvas de Ch. externa, também
apresentaram baixo efeito na redugao da viabilidade das larvas de crisopideo (Dias et al. 2020).
Além disso, os fungos M. anisopliae ¢ B. bassiana sdo potencialmente seletivos a outros
predadores como a tesourinha, Marava arachidis Yersin, 1860 (Dermaptera: Labiidae)
(Maddalena et al. 2024).

O controle de pragas de maneira sustentavel ndo se restringe apenas ao uso de fungos
entomopatogénicos, outros agentes microbioldgicos, tais como virus e bactérias
entomopatogénicas, também sdo utilizados para essa finalidade e t€ém se mostrado seletivos aos
crisopideos do género Ceraeochrysa. Loureiro et al. (2024) observaram compatibilidade entre
as larvas de Ce. cubana e os entomopatdgenos Bacillus thuringiensis e Baculovirus, ao
contrario do inseticida sintético, clorpirifés, que nao se mostrou seletivo.

Além de ndo possuir efeito negativo na viabilidade das larvas de primeiro instar das trés
espécies de crisopideos do género Ceraeochrysa avaliadas em nosso estudo, constatamos
também que, do ponto de vista bioldgico, os fungos B. bassiana, M. anisopliae e P. lilacinum
ndo afetaram o tempo de desenvolvimento dessas larvas. Ao avaliar a duragdo média do
primeiro instar larval das trés espécies de crisopideos, pode-se observar que houve um discreto,
porém significativo (p < 0,05), aumento no tempo de desenvolvimento das larvas de Ce. everes
tratadas com B. bassiana e P. lilacinum (Tabela 1). Contudo, embora esses dados tenham sido
significativos, a diferenca em relagdo ao grupo controle corresponde a somente 2,8h e 1,9h

respectivamente, o que ndo implica em efeito adverso causado pela aplicagao fungica.

Estudos sobre os aspectos bioldgicos de diferentes espécies de crisopideos do género
Ceraeochrysa também demonstram que o primeiro instar larval tem dura¢do média entre 3 e 4
dias. Passos et al. (2022) observaram que Ce. cornuta alimentada com ovos de E. kuehniella
Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) leva 3,24 + 0,05 dias no primeiro instar. Similarmente,

Santos et al. (2022) demonstraram que larvas de Ce. everes alimentada com a mesma presa tem
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duracdo de 4,35 + 0,08 no primeiro instar. E, Ce. claveri alimentada com ovos e larvas de
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), tem duragdo média de 3,4 £ 0,11 dias no
primeiro instar (Almeida et al. 2009).

Desse modo, observa-se que ha uma resisténcia inerente das larvas de Ceraeochrysa aos
fungos entomopatogénicos testados, que pode ser explicada pelos mecanismos de defesa
imune caracteristicos da familia Chrysopidae contra organismos que produzem patogénese
(Murata et al. 2006; Silva et al. 2006). Além disso, essa resisténcia também pode esta atribuida
a coevolucao entre hospedeiro e patdgenos, uma vez que os fungos entomopatogénicos podem
ser muito especificos e infectar apenas certo tipo de hospedeiros (Thungrabeab & Tongma
2007).

Embora a mortalidade das larvas tratadas com as suspensdes fungicas ndo tenham
diferido significativamente do seu controle, o procedimento de confirmagdo do agente causal
foi mantido (Figura 4). Nesse sentido, observamos que dentre as larvas mortas, o fungo B.
bassiana cresceu sobre as larvas de Ce. cornuta (7%) e Ce. everes (3%) e Ce. claveri (4%).
Enquanto, o fungo M. anisopliae cresceu em 4% das larvas de Ce. claveri, porém nao foi
verificado crescimento sobre as outras duas espécies de crisopideo avaliadas. J4 o fungo P.
lilacinum cresceu sobre 2% e 3% das larvas de Ce. cornuta e Ce. everes, respectivamente. O
crescimento dos fungos sobre as larvas mortas confirma a exposicao das larvas aos fungos

testados, além de reforcar a eficiéncia destes isolados.

Capacidade de consumo da larva de Ce. cornuta pés-aplicaciio de B. bassiana

O fungo entomopatogénico B. bassiana ndo alterou a capacidade de consumo das larvas
de primeiro instar de Ce. cornuta alimentadas com ninfas de mosca-negra-dos-citros (Figura
6). Apds 24 horas em contato com a presas, na densidade de 30, 44.28% (13.28+8.88) das ninfas
haviam sido consumidas pelas larvas de Ce. cornuta tratadas com a suspensdo flngica,
enquanto no grupo controle observou-se um total de 51,43% (15.42+8.18), ndo havendo,
portanto, diferenca estatistica (ti,14 = 0,47; p = 0,64). Na densidade de 70, observa-se um
aumento discreto no consumo médio para as larvas tratadas com a suspensao fungica, onde 34%

(23.8£10.66) das ninfas foram predadas no tratamento, e 31,42% (2248.71) no grupo controle,
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sendo estatisticamente iguais (t1,10 = -0,29; p=0,77).
Figura 6. Numero médio + SD de ninfas de segundo instar da mosca-negra-dos-citros predadas por larvas
de primeiro instar de Ceraeochrysa cornuta tratadas e ndo tratadas com a suspensdo fungica de B. bassiana SE

117 apds 24h.

Estudos sobre a capacidade de consumo das presas pelos predadores apos aplicacdo
fingica sdo escassos. Wu et al. (2018) avaliaram o efeito de B. bassiana sobre a predacao e
comportamento do &caro predador Phytoseiulus persimillis Athias-Henriot, 1957 (Acari:
Physoteiidae) e sua presa Tetranychus urticae Koch, 1936 (Acari: Tetranychidae) onde a
aplicacdo desse fungo nao afetou a capacidade de predacdo do &caro e representou um risco
insignificante em seu comportamento. Paralelamente, Manfrino & Rocca (2024) ao avaliarem
o consumo de ovos de E. kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) pelo percevejo
predador, Orius insidiosus Say, 1832 (Hemiptera: Anthocoridae), ndo encontraram efeito no
comportamento de busca do predador mesmo apds exposicao ao fungo B. bassiana.

Vale destacar que larvas de Ce. cornuta em primeiro instar aumentam o consumo de
presas a medida que a oferta de presas cresce (Jumbo et al 2019). Logo, os resultados deste
estudo indicam que, mesmo sob exposicdo ao fungo entomopatogénico B. bassiana, Ce.

cornuta manteve sua alta capacidade predatoria.
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CONCLUSAO

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae e P. lilacinum foram seletivos
aos ovos de Ce. cornuta, Ce. claveri e Ce. everes. Além disso, nenhum dos trés fungos
entomopatogénicos utilizados causou mortalidade ou afetou o tempo de desenvolvimento das
larvas de primeiro instar das trés espécies de crisopideos do género Ceraeochrysa avaliadas. A
aplicagdo da suspensdo fungica de B. Bassiana também nao alterou a capacidade de consumo
das larvas de Ce. cornuta. Sendo assim, nossos resultados sugerem que ha compatibilidade

entre os dois métodos de controle bioldgico, com potencial de integracdo desses dois agentes

em programas de MIP e MEP.
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