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RESUMO

ALPE,Vanessa. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Interagcéo entre
Chrysoperla externa (HAGEN, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) e fungos
entomopatogénicos em laboratorio

Professor Orientador: Luis Gustavo Amorim Pessoa.

Dentro de ferramentas existentes para a realizacdo do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) o controle biolégico tem se destacado, visto que atende a
demandas pela utilizacdo de praticas agricolas menos agressivas ao meio
ambiente. E comum a publicacdo de trabalhos sobre a acdo de inimigos
naturais sobre insetos pragas e sobre a seletividade de agrotoxicos a insetos-
nao-alvo, no entanto, ha poucos estudos quanto a interacao entre estes insetos
com fungos entomopatogénicos, que também podem afetar organismos ndo
alvo. Diante do exposto, realizou-se trabalho com o objetivo de avaliar os
efeitos de Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea e Metarhizium anisopliae
sobre Chrysoperla externa. Crisopideos foram coletados no municipio de
Chapadéo do Sul, MS, e criados no laboratério de Entomologia da UFMS. Os
fungos foram repicados em meio de cultura BDA, e em seguida multiplicados e
incubados até plena esporulagdo. Individuos de C. externa foram expostos a
suspensdes fungicas de 1,0x10® conidios.mL™, recebendo sucessivas
aplicacdes, na fase embrionéria e apds cada mudanca de estadio, através dos
métodos de imersédo, filme seco e aplicacdo direta. Os bioensaios foram
conduzidos em sala climatiza da 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e
fotofase de 12 horas, utilizando-se delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (4x3), totalizando 12 tratamentos de 06 repeticbes cada. No
ensaio com os ovos, foram utilizadas seis repeticbes por tratamento, cada uma
composta por 05 ovos de até 24 horas de idade, nos demais estagios e
estadios de desenvolvimento do inseto, cada repeticdo foi composta pelos
insetos sobreviventes a fase anterior. Avaliou-se a viabilidade e a duracdo dos
instares de C. externa. Verificou-se interferéncia na viabilidade de ovos
submetidos aos fungos nas metodologias imerséo e filme-seco. A viabilidade
de larvas e de pupas nao foi afetada quando submetida aos fungos atraves da
metodologia do filme seco e, ao se comparar efeito dos fungos sobre todo ciclo
do predador, verificou-se que todos afetaram a viabilidade, e as metodologias
de imersdo e aplicacdo direta proporcionaram menores valores desse
parametro quando comparadas ao filme-seco. O filme seco proporcionou maior
duracdo para a fase de larva e a duracéo do ciclo bioldgico total de C. externa
nao foi afetada pelos fungos testados. Os impactos negativos observados nos
parametros avaliados reforcam a caracteristica de amplo espectro de
hospedeiros desses fungos, o que sugere cuidadoso critério na estratégia de
uso desses fungos em conjunto com o predador C. externa quando se deseja
manter a eficacia do controle exercido por ambos.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biologico. Crisopideos. Entomopatégenos.



ABSTRACT

Alpe, Vanessa. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Interaction
between Chrysoperla externa (HAGEN, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) and
entomopathogenic fungi in laboratory

Author: Vanessa Alpe.
Adviser: Luis Gustavo Amorim Pessoa.

There’s a lot off tools for the realization of Integrated Pest Management (IPM),
biological control has excelled since that meets demands for the use of
agricultural practices less harmful to the environment. It is common to publish
studies on the action of natural enemies of insect pests and the selectivity of
pesticides to insect non-target, however, there are few studies on the interaction
between these insects with entomopathogenic fungi, which can also affect non
agencies target. The aim of this work was carried out in order to evaluate the
effects of Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Isaria fumosorosea
on Chrysoperla externa. Lacewings were collected in Chapad&o do Sul, MS,
and created in the laboratory of Entomology UFMS. The fungi were transferred
in BDA culture medium, and then multiplied and incubated until full sporulation.
C. externa subjects were exposed to fungal suspensions of 1.0 x 10°
conidia.mL-1, receiving successive applications, in the embryonic stage and
after each change of stage, through immersion methods, dry film and direct
application. Bioassays were conducted in climaxes room of 25 + 1 ° C, relative
humidity of 70 £+ 10% and photoperiod of 12 hours, using a completely
randomized design in a factorial scheme (4x3), totaling 12 treatments of 06
repetitions each. In the test with the eggs were six replicates per treatment,
each consisting of 05 eggs up to 24 hours old, the other stages and insect
development stages, each repetition consisted of the survivors insects the
previous phase. We evaluated the viability and duration of C. externa instars.
There was interference on the viability of eggs subjected to fungal
methodologies immersion and film-dry. The viability of larvae and pupae was
not affected when subjected to the dry film method, and to compare the effect of
fungi on the whole predator cycle, it was found that all affect the viability and
methodologies immersion and application directly provided lower values of this
parameter compared to the film-dry. The dry film provided greater duration for
the larval stage and the duration of the total life cycle of C. externa was not
affected by the tested fungi. The observed negative effects on the evaluated
parameters reinforce the characteristic broad spectrum of such fungi hosts,
which suggests careful discretion in use of such fungi strategy together with the
C. externa predators when it is desired to maintain effective control exercised
by both.

KEY-WORDS: Biological control. Lacewings. Entomopathogens.
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1 INTRODUCAO

Entre técnicas e sistemas que visam ao controle de insetos-pragas na
agricultura, destaca-se o Manejo Integrado de Pragas (MIP), o qual é baseado
em um conjunto de taticas que visam a manutencdo da populacdo de insetos
pragas abaixo do nivel de dano econdmico (GALLO et al., 2002). De acordo
com Parra et al. (2002), num momento em que se discute com mais
intensidade a produgédo integrada rumo a uma agricultura sustentavel, dentre
as alternativas de controle do MIP, a tendéncia do uso do controle biolégico é
aumentar consideravelmente no ambito global, atendendo a demandas pela
utilizacéo de préticas agricolas menos agressivas ao meio ambiente.

O controle biologico foi definido por De Bach (1968) como a acdo de
parasitoides, predadores e patégenos na manutencédo da densidade de outro
organismo a um nivel mais baixo do que aguele que normalmente ocorreria has
suas auséncias. O potencial do uso de fungos entomopatogénicos para
controle biolégico de pragas foi percebido por Metschnikoff (1879) e
Krassilstschic (1888) que produziram Metarhizium anisopliae (Metsc) Sorok em
larga escala para controle de pragas do trigo e de um curculionideo da
beterraba, Cleonus punctiventris  (Schoenherr, 1826) (Coleoptera:
Curculionidae) (DESTEFANO, 2003).

Além de entomopatdégenos, insetos predadores também sdo importantes
por ser eficientes contra ampla diversidade de insetos pragas. Entre as
espécies de predadores tem-se Chrysoperla externa (Hagen,1861)
(Neuroptera: Chrysopidae), destacando-se pela grande capacidade de
predacdo, amplo nimero de espécies de presas e facilidade de criacdo em
laboratério. O potencial desse predador como fator de reducdo da populacdo
de diversas pragas tem sido relatado por varios autores (EHLER e VAN DEN
BOSCH, 1974; BAR et al., 1979; GRAVENA, 1980; SOUZA e CARVALHO,
2002; BOTTEGA et al., 2008; BENASSI et al., 2009; BEZERRA et al.,2010).

O sucesso do controle de espécies pragas depende de interacdes
bidticas entre 0s organismos existentes e 0 meio ambiente. Quando se utilizam
dois ou mais organismos que visem o0 controle biologico interagbes ocorrem
entre ambos e, diversas pesquisas comprovam tanto a ocorréncia de
interagBes sinérgicas, demonstrando a possibilidade de coexisténcia desses
agentes dentro de um mesmo ambiente (FOLEGATTI et al., 1990, STOLZ et



al.,, 2002), quanto antagbnicas, observando-se efeitos negativos de
entomopatdgenos sobre insetos benéficos (SANTOS et al., 2006).

A interacdo de fungos entomotatogénicos e insetos predadores, visando
0 manejo de espécies pragas, pode ser extremamente valiosa como
componente do MIP. Segundo Potrich et al. (2015), o conhecimento sobre as
interacdes entre agentes de controle biologico, usados em combinagdo ou
simultaneamente, pode ajudar a aumentar a eficiéncia de controle de
organismos alvos bem como evitar efeitos ndo desejados sobre outros
organismos.

Santoro et al. (2007), afirmam que em vérias linhas de pesquisa, existem
protocolos de métodos a ser seguidos, que possibilitam comparacdes entre 0s
resultados obtidos em diferentes trabalhos. No entanto, quando se utilizam
fungos entomopatogénicos, o0s pesquisadores desenvolvem métodos de
bioensaio, de forma que nem sempre é possivel comparar os resultados
obtidos com os presentes na literatura.

Poucas pesquisas tém sido feitas visando a avaliacdo de fungos
entomopatogénicos sobre os inimigos naturais, deixando uma lacuna no que
diz respeito a possibilidade de utilizacdo de predadores em associacdo com
fungos em programas de manejo de pragas (LOUREIRO E MOINO JUNIOR,
2007).

Diante do exposto, este trabalho objetivou verificar a interferéncia de
diferentes métodos de exposicdo do predador C. externa aos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin, M. anisopliae e Isaria

fumosorosea (Wise) em laboratorio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Crisopideos no manejo de pragas

Predadores sdo organismos de vida livre que se alimentam de outros
animais, suas presas, as vezes as devorando completamente e rapidamente.
Predadores podem atacar presas imaturas e adultas, e mais de uma presa €
requerida para que se complete seu ciclo (PEDIGO E RICE, 2009).

Segundo Freitas (2001b), crisopideos tém despertado a atenc¢do quanto
ao seu uso no controle de insetos e acaros-praga desde o fim do século XX,
nao so pela facilidade de criacdo massal, como também pelo controle biolégico
natural. Seu potencial de uso como agentes de controle biolégico cresceu a
medida que se conheceu melhor sua biologia. S8o predadores vorazes, de
grande variedade de presas, de facil criacdo em laboratério, presentes em
varias culturas de interesse econdmico.

Crisopideos pertencem a Ordem Neuroptera, Superfamilia
Hemerobioideae e Familia Chrysopidae. Possuem corpo delicado, medindo de
10 a 15 mm de comprimento e possuem, em geral, coloracdo verde. As
antenas sdo filiformes e as asas hialinas ou com manchas escuras e
caracterizam-se pelas fémeas colorarem seus ovos na extremidade de um fio
delgado de alguns milimetros (GALLO et al., 2002).

Os crisopideos sdo insetos holometabdlicos, ou seja, suas larvas
diferem das formas adultas, tanto na aparéncia como nos habitos, fator que
lhes confere grande vantagem evolucionaria, visto que exploram diferentes
nichos ecolégicos e alimentares (FREITAS, 2001b). A familia Chrysopidae
conta com aproximadamente 1.200 espécies distribuidas em 86 géneros e
subgéneros (BROOKS E BARNARD, 1990). No Brasil, C. externa e
Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) destacam-se
em pesquisas voltadas a programas de controle de pragas (FREITAS E
FERNANDES,1996). Contudo, C. externa é possivelmente a mais comum na
regido Neotropical (FREITAS E PENNY, 2001) e tem sido amplamente
estudada nos ultimos anos.

Quanto ao seu desenvolvimento, C. externa passa pelas fases de ovo,
larva (primeiro, segundo e terceiro instares), pupa e adulta. As duracgbes de
cada fase, assim como as caracteristicas reprodutivas e predatérias, podem



sofrer alteracdes em funcéo do tipo de dieta que vai ser fornecido e também de
fatores importantes como temperatura e umidade relativa (ROCHA, 2008).

C. externa apresenta grande potencial de predacdo a uma imensa
variedade de espécies de insetos-pragas em fases imaturas ou até mesmo em
adultos com tegumentos de facil perfuracdo; sua grande capacidade
reprodutiva e de locomogé&o em fase larval, bem como a toleréancia a inseticidas
também se constituem em fatores de grande importancia no que diz respeito a
utilizacdo de C. externa como agente de controle bioldgico (SOARES et al.,
2007). Podem se alimentar de ovos, lagartas neonatas, pulgdes, cochonilhas,
acaros e varios outros artrépodes de pequeno tamanho e de tegumento
facilmente perfuravel (CARVALHO E SOUZA, 2000).

Freitas e Fernandes (1996), apresentaram uma listagem de 22 cultivos
em que foram encontrados crisopideos, dentre elas alfafa, citros, algodao,
feijdo, soja, milho e batata. Levantamentos realizados no Brasil, mostram que a
espécie C. externa ocorre em Vvarios cultivos, como coqueiro-ando-verde
(BENASSI et al.,, 2009), tomate (BOTTEGA et al., 2008), maracuja
(RODRIGUES et al., 2008), batata-doce (MONTES et al., 2007), acerola
(LEBRE et al.,, 2007) e amendoim (SERIKAWA, 2003), demonstrando sua
grande adaptacao a diferentes alimentos e agroecossistemas.

Hassan (1978) obteve sucesso no controle de Myzus persicae (Sulzer,
1776) (Hemipera: Aphididae) em berinjela cultivada em casa-de-vegetacao, na
Alemanha, através da liberacdo de larvas de segundo instar de C. carnea. O
pulgdo da macéd, Aphis pomi (De Geer, 1773) (Hemipera: Aphididae) foi
controlado com sucesso no Canada liberando-se 335.000 ovos de C. carnea
por hectare (HAGLEY, 1989). Segundo Fonseca et al. (2001), 314,6 pulgdes
Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) foram
consumidos durante o periodo larval a 24°C. Também durante o periodo larval
548,87 pulgbes Aphis gossypii (Glover, 1877) (Hemiptera: Aphididae) foram
consumidos por C. externa, quando criados em algodoeiro (PESSOA et al.,
2004). O pulgdo Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856) (Hemiptera: Aphididae)
também foi relatado como presa por Maia et al. (2004).

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera:

Aleyrodidae) também € presa para C. externa, pois Auad et al., (2001),



verificaram atuacao do predador sobre ovos e Auad et al. (2005) observaram o
consumo de até 1006,3 ninfas durante o terceiro instar do predador.

O controle de lagartas também foi verificado em plantio de algodao, nos
Estados Unidos, onde a populacdo de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) e
Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) foi reduzida
através da liberacdo de ovos de C. carnea (RIDGWAY E JONES, 1969).
Figueira et al. (2002) mostrou que C. externa, durante a fase larval, consegue
predar em média 342,7 ovos de Alabama argillacea (Hueb.) (Lepidoptera:
Noctuidae) a 24°C. Segundo Silva et al. (2002), 474,7 larvas de primeiro instar
de A. argillacea podem ser predadas por C. externa em sua fase larval. Auad et
al. (2003), verificaram gue ovos e lagartas de Spodoptera frugiperda (Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) também s&o predados por C externa.

Somente com C. externa diversos trabalhos foram realizados em
laboratério, demonstrando sua aptiddo a predacdo de diversas pragas
agricolas. Durante o periodo larval 567,39; 930,62 e 1553,09 ovos de Diatraea
saccharalis (Fabr, 1974) (Lepidoptera: Pyralidae), Sitotroga cerealella (Olivier,
1789) (Lepidoptera: Gelechiidae) e Anagasta kuehniella (Zeller:1879)
(Lepidoptera: Pyralidae) respectivamente, podem ser predados por C. externa
(MURATA et al., 2006).

Tendo em vista o potencial apresentado por C. externa no consumo de
diversas pragas, torna-se evidente a necessidade de estudos que avaliem a
interacdo deste predador com outros organismos, visando um melhor manejo

desses artropodes.

2.2 Fungos entomopatogénicos no controle biolégico

As principais vantagens do uso de microrganismos entomopatogénicos
para o controle de pragas sao a especificidade e a seletividade desses agentes
de controle, bem como a facilidade de multiplicacdo, dispersdo e producédo em
meios artificiais e a auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade ao homem e
outros organismos nao-alvo (ALVES, 1998).

Entre os agentes de controle microbiano de insetos, os fungos sé&o os
microrganismos mais frequentemente encontrados atacando esses artropodes
(MELO E AZEVEDO, 1998). Estima-se que os fungos sejam responsaveis por
cerca de 80% das doencas (COUTINHO, 1996; ALVES, 1998).



Fellet e Elliot (2009), afirmam que a grande vantagem da utilizacdo de
fungos entomopatogénicos é o fato de eles ndo precisarem ser ingeridos pelo
hospedeiro, como ocorre com virus e bactérias.

Segundo Roy et al. (2006), cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies
foram relatadas causando algum dano a insetos. As primeiras referéncias
sobre a ocorréncia de entomopatégenos em pragas e insetos Uteis no Brasil
datam da década de 1920 e foram feitas por diversos pesquisadores que
trabalhavam com doencas de plantas (ALVES E LOPES, 2008). A ocorréncia
desses fungos, em condi¢cdes naturais, tanto enzodtica como epizooticamente,
tem sido, aqui e em outros paises, um fator importante na reducdo das
populacdes de pragas (ALVES, 1998).

Segundo Rabinovitch (2006), fungos mitosporicos, caracterizados pela
auséncia de teleomofo (forma perfeita ou sexuada), tém apresentado maior
potencialidade de ser empregados no controle biolégico, tanto no classico
guanto no aumentativo.

Rojas (2015) afirma que os fungos mais utilizados no mundo para
controle de pragas sao B. bassiana e M. anispoliae, e em menor escala
encontram-se os fungos Lecanicilium muscarium, Lecanicilium longisporum e
Lecanicilium fumosorosea, todos pertencentes ao filo Ascomycota, cujo ciclo de
vida mais explorado é o anamorfico ou assexuado. Entre os hifomicetos de
maior uso no Brasil, destacam-se as espécies B. bassiana, M. anisopliae e I.
fumosorosea, por apresentar amplo espectro de hospedeiros e alta
variabilidade genética (ALVES, 1998).

Dos principais programas de utilizacdo de microrganismos no Brasil para
controle de pragas, a maioria utiliza fungos, tanto que, de oito programas
citados por Moino Jr. (2006), cinco sao realizados com fungos.

M. anisopliae € um fungo entomopatogénico que possui ampla gama de
artropodes, insetos pragas agricolas e vetores de doencas humanas (ARRUDA
et al., 2005; MENT et al., 2010; SANTI et al., 2010). Este fungo é encontrado
no solo (até 106 propagulos por grama) e em uma variedade de ecossistemas.
Segundo Melo e Azevedo (1998), M. anisopliae infecta mais de 300 espécies
de insetos de diferentes ordens, incluindo pragas importantes na agricultura

como a cigarrinha da cana de acucar e o complexo de cigarrinhas das



pastagens, cupins da cana-de-acucar e de monticulo (FELLET E ELLIOT,
2009) e broca da cana-de-acucar D. saccharalis (ZAPPELINI, 2010).

O fungo B. bassiana € generalista infectando artrépodes de importancia
agricola, esporos desse fungo, ap0s a pulverizacdo, persistem nas folhas e
caule das plantas por duas semanas tornando o controle biolégico viavel por
um periodo maior (SHAH E PELL, 2003; CRUZ et al., 2006; KLINGER et al.,
2006; CASTRILLO et al., 2010). B. bassiana é parasito de um grande numero
de artropodes, com mais de 700 hospedeiros e é usado no controle de pragas
e outros artrépodes que atuam como vetores de doencas, incluindo mosquitos
e carrapatos (BLANFORD et al., 2005; MARTI et al., 2005; CRUZ et al., 2006;
KLINGER et al., 2006).

Em campo ocorre de forma enzodtica e epizodtica em coledpteros,
lepidopteros, hemipteros e em ocorréncias enzooticas sobre dipteros,
himenodpteros e ortopteros (ALVES, 1998). Existem programas de controle
microbiano com a utilizacdo de B. bassiana visando controle de cupins da
cana-de-agucar e de monticulo, género Cornitermes (Kollar, 1832) (Isoptera:
Termitidae), do moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus, (Germar, 1824)
(Coleoptera: Curculionidae) e broca do café Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) (Coleoptera: Scolytidae) (FELLET E ELLIOT, 2009).

Segundo Alves (1998), o género Isaria (=Paecilomyces) retne diversas
espécies entomopatogénicas, tendo uma delas sido observada provocando
epizootias sobre a populacédo de lagartas de um dalcerideo, praga de eucalipto
no Espirito Santo, sendo também muito comum a ocorréncia do género
causando epizootias em populacdes de lagartas dos coqueiros no sudeste do
Brasil. I. fumosorosea foi observada sobre lepidépteros, coledpteros,
hemipteros e ortopteros (ALVES, 1998).

Avery et al. (2011) e Hunter et al. (2011), avaliaram o potencial de
controle de I. fumosorosea sobre 05 espécies pragas de citros, obtendo
porcentagem de mortalidade de até 100%, 08 dias apOs aplicacdo deste
patdgeno.

Lezama-Gutierrez et al. (2012), verificaram a acdo micoinseticida de
diferentes isolados de M. anisopliae, B. bassiana e |. fumosorosea sobre ninfas

e adultos de Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Psyllidae).



Podem ser encontradas no mercado brasileiro diversas formulacdes com
os fungos M. anisopliae e B. bassiana utilizadas para o controle de algumas
pragas, como cigarrinhas, broca do café, 4caros etc. (GALLO et al., 2002) e, na
América do Norte ha formulacdes com I. fumosorosea, para uso em pragas de
citros e outras (AVERY, 2013).

O sucesso de entomopatdégenos como agentes de controle biologico
depende ndo s6 da alta eficacia contra insetos pragas, mas também de baixa
viruléncia contra os insetos ndo-alvo (THUNGRABEAB E TONGMA, 2007).

Apesar do avanco incontestavel do controle microbiano nos ultimos 20
anos, € importante mencionar que 0S microorganismos entomopatogénicos
raramente devem ser considerados isoladamente no controle de pragas
(GALLO et al.,2002). B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea possuem
uma ampla gama de hospedeiros, sendo importante determinar o impacto
desses fungos sobre artropodes benéficos (LUDWIG E OETTING 2001;
JARONSKI, 2010).

2.3 Interacdes entre entomopatdgenos e predadores

A necessidade de adequacao do sistema de producdo para o uso de
inimigos naturais € uma boa oportunidade de se repensar e compreender
melhor todo o funcionamento do sistema. E fundamental o conhecimento sobre
epidemiologia da doenca-alvo, relac6es ecoldgicas e densidade de agentes
microbianos na cultura e interagdes entre antagonistas e patégenos, incluindo
seus mecanismos de acao (RIBEIRO, 2011).

As interacfes entre entomopatdgenos e insetos entomofagos podem ser
analisadas de diversas maneiras, pois esses microrganismos podem prejudicar
ou nao inimigos naturais, e isto depende do tipo de patégeno, concentracéo e
espécie de inimigo natural (ROSSI-ZALAF et al., 2008) e forma de exposicéo
(SANTORO et al., 2007) .

A associacdo entre fungos entomopatogénicos e insetos entomofagos
pode gerar efeitos danosos sobre estes Ultimos, proporcionando morte de ovos,
larvas e adultos, além de promover alteracdo do ciclo biologico e dificultar o
encontro de suas presas (MAGALHAES et al., 1998).

Rossi-Zalaf et al. (2008) afirmam que a predacdo pode ser prejudicada
guando ocorre a morte prematura das presas infectadas, contudo pode haver



efeitos desejaveis da interacdo, como o aumento da suscetibilidade do
hospedeiro infectado, facilitando as atividades de predacéo.

Predadores podem interagir com o0s entomopatdgenos apos serem
atingidos diretamente durante aplicacbes, quando entram em contato com
plantas contaminadas ou quando se alimentam de insetos ja infectados. As
interagbes entre patégenos e predadores ainda ndo foram revisadas em
profundidade, tanto nos aspectos gerais quanto especificos (ALVES,1998).

Sugere-se que percevejos predadores sdo naturalmente resistentes a
infeccdo fungica por B. bassiana (SOSA-GOMEZ E MOSCARDI, 1998). No
entanto, Poderoso (2014), afirma que a sobrevivéncia de ninfas de Podisus
distinctus (Stal, 1860) (Hemiptera: Pentatomidae) foi menor quando expostos
ao fungo B. bassiana. Holtz et al. (2009), estudando a interferéncia de B.
bassiana no desenvolvimento de Podisus nigrispinus (Dallas, 1851)
(Heteroptera: Pentatomidae), através da aplicacdo de suspensdes fungicas
sobre o inseto, verificaram que a associacdo deste fungo juntamente com o
percevejo pode diminuir sua eficacia no controle de pragas.

Assim como P. distinctus o percevejo predador Perillus bioculatus
(Fabricius, 1775) (Hemiptera: Pentatomidae) exposto ao fungo B. bassiana
também teve a sobrevivéncia reduzida (TODOROVA et al., 2002). A reducao
da sobrevivéncia de ninfas do P. distinctus esté relacionada a viruléncia de
fungos entomopatogénicos. Poderoso (2014) verificou que M. anisopliae nao
causou reducdo da mortalidade de P. distinctus nas concentracdes de 1x10° e
1x10’ conidios.mL™.

Loureiro e Moino Junior (2007), avaliando a patogenicidade de B.
bassina, M. anisopliae e |. fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) sobre
adultos de Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera: Anthocoridae), concluiram
gue ambos os fungos foram patogénicos ao predador, sendo M anisopliae
aguele que provocou efeito letal mais rapido entre as espécies de fungos
testados. Contudo, Loureiro e Moino Junior (2008), ao oferecerem presas
contaminadas com B. bassina, | fumosorosea, L. lecanii e M. anisopliae a O.
insidiosus, verificaram a capacidade discriminatéria do predador, que foi capaz
de reconhecer a presa infectada pelo patdégeno.

Leyva et al. (2011) conduzindo ensaio sobre suscetibilidade de Chrysopa

exterior (Navas, 1925) (Neuroptera: Chrysopidae) a B. bassiana, relataram que



ambos organismos podem ser utilizados em conjunto visando o controle
biologico de pragas.

Thungrabeab e Tongma (2007) avaliando o efeito de B. bassiana e M.
anisopliae sobre Coccinella septempunctata (Linnaeus, 1758)
(Coleoptera:Coccinelidae), C. carnea e Dicyphus tamaninii (Wagner, 1951)
(Hemiptera: Miridae), concluiram que B. bassiana foi seletivo aos insetos
engquanto que M. anisopliae foi patogénico a C. carnea e D. tamaninii.

Souza et al. (2015) avaliando a seletividade de M. anisopliae, em
diferentes concentracées, variando de 1,0x10° a 1,0x10° conidios.mL™, com C.
externa, verificaram que ndo houve efeito do fungo sobre a ecloséo das larvas,
contudo na fase larval houve diferencas em relagdo a testemunha.

Pessoa et al. (2005) avaliando a compatibilidade entre diferentes
concentracdes de B. bassiana (1,0x10* a 1,0x10° conidios.mL™) e C. externa,
concluiram que ndo houve efeito do fungo sobre a viabilidade de ovos, porém
larvas de terceiro instar foram afetadas e as suspensdes de 1,0x10” e 1,0x10°

conidios.mL™? interferiram na viabilidade destas.

2.4 Metodologia para avaliacdo das interacfes entre predadores e fungos
entomopatogénicos

Dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP), os fungos
entomopatogénicos e o0s insetos entoméfagos podem ser usados, ficando
vulneraveis a interferéncias entre eles, dependendo das estratégias de
aplicacao (LACEY E GOETTEL, 1995).

Santoro et al. (2007) afirmam que em varias linhas de pesquisa, existem
protocolos de métodos a serem seguidos, que possibilitam comparacdes entre
os resultados obtidos em diferentes trabalhos. No entanto, quando se utilizam
fungos entomopatogénicos, o0s pesquisadores desenvolvem métodos de
bioensaio, de forma que nem sempre é possivel comparar os resultados
obtidos com o0s presentes na literatura, sendo necessario levar em
consideracéo o procedimento metodologico utilizado, o isolado do patdgeno, as
concentracdes de conidios o periodo e modo de avaliacéo.

Esses fatores podem influenciar os resultados obtidos; portanto, as

condicdes dos bioensaios devem estar o mais proximo possivel daquelas em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

gue o patogeno sera aplicado (SANTORO et al., 2007). Assim o experimento
possibilitara melhor previsdo do que ocorrera em condi¢cdes de campo.

Insetos sao infectados por fungos, preferencialmente, pela superficie do
tegumento. Sendo assim, os métodos de inoculacdo mais utilizados séao:
pulverizacdo sobre o inseto (ROHDE et al.,, 2006), imersdo do inseto na
suspensao (LOUREIRO E MONTEIRO, 2005); tratamento da superficie com a
suspensao de conidios (BATISTA FILHO et al., 1992), oferecimento de presas
contaminadas (LOUREIRO E MOINO JUNIOR, 2008; SOUZA et. al, 2015),
todos simulando situacGes em que o inseto entra em contato com o fungo no
meio ambiente.

Com relacdo ao método de imersdo, hd algumas vantagens em sua
utilizacdo, como a facilidade de aplicacdo e a ndo exigéncia de materiais e
equipamentos sofisticados (CARDOSO et al., 2007), bem como a garantia da
maxima exposi¢ao do inseto aos conidios do patégeno que estd sendo testado.
Caso a mortalidade do inseto submetido a essa exposi¢cdo, com 0 maximo de
pressdo, ndo seja significativa nessas condicdes, muito provavel ndo sera em
outras condi¢cdes menos favoraveis ao fungo.

Leyva et al. (2011) avaliando a suscetibilidade de C. exterior a B.
bassiana, utilizando a metodologia da imersdo, com suspensdes de
concentracdes delx10’ e 1x10® conidios.mL™, concluiram que o fungo nao
afetou o desenvolvimento do inseto.

Pessoa et al. (2005) estudando a compatibilidade entre ovos de C.
externa e B. bassiana, com concentracdes variando de 1x10* a 1x108 conidios
por mL™, utilizaram o método da imersdo, mostrando que ndo houve diferencas
em relacdo a testemunha, que se constituiu de agua destilada.

A metodologia do filme seco foi proposta pela "International Organization
for Biological and Integrated Control of Noxious Animals and Plants” (I0OBC),
West Palaearctic Regional Section (WPRS), visando uniformizar os testes para
se avaliar seletividade de artrépodes a substéncias quimicas e ou a
entomopatdégenos (HASSAN et al., 1985).

DeGrande (1996) com o objetivo de aprimorar os métodos de
seletividade propostos pela IOBC, WPRS, avaliou o efeito de produtos sobre o
predador C. carnea para se estabelecer procedimentos experimentais

padronizados. O autor concluiu que, condicdes ambientais favoraveis,



ventilacdo e alimentacdo, s&o fatores importantes na conducdo dos
experimentos, e que os testes de laboratorio feitos com a metodologia proposta
pela IOBC resultam em boas indicacées do comportamento dos produtos no
campo.

Na metodologia de aplicacdo direta sobre o inseto, as suspensfes sao
aplicadas diretamente sobre o inseto, encontram-se poucos dados na literatura
sobre a padronizacdo desta metodologia.

Pessoa et al. (2005) estudando a compatibilidade entre larvas de C.
externa e B. bassiana, com concentracdes variando de 1x10* a 1x10° conidios
por mL™, utilizaram o método de aplicacéo direta, mostraram que, a viabilidade
do terceiro instar larval foi afetada pelas concentracbes de 1x10° e 1x10°
conidios.mL™.

Souza et al. (2015) investigando a influéncia de M. anisopliae sobre o
ciclo biologico de C. externa, aplicaram suspensfes diretamente sobre os
insetos com pulverizador manual e ndo verificaram diferengcas quanto a eclosao
de ovos e viabilidade larval.

Thungrabeab e Tongma (2007) avaliaram o efeito de B. bassiana e M.
anisopliae sobre C. carnea através do método da aplicacdo direta, na
concentracdo de 1x10® conidios.mL™, relatando que houve efeito de M.
anisopliae sobre o inseto e que B. bassiana foi seletivo com 0 mesmo.

Verifica-se, portanto, divergéncia de resultados encontrados. Tal fato
pode ser explicado pelos diferentes métodos de exposicdo adotados nos
ensaios, deixando claro que a inexisténcia de padronizacdes nos métodos
empregados no contato entre inimigos naturais e entomopatogenos interfere na
comparacao dos resultados obtidos na literatura, evidenciando a necessidade

de uniformizag&o destas metodologias.



3 MATERIAL E METODOS

Crisopideos adultos foram coletados no municipio de Chapadéo do Sul,
MS, e apés identificacdo da espécie, C. externa, criados no laboratorio de
Entomologia da UFMS, utilizando-se a metodologia desenvolvida por Freitas
(2001a). Foram oferecidos ovos de A. kuehniella as larvas e pasta composta
por levedo de cerveja e mel, em partes iguais (v/v), aos adultos para
alimentacéo dos predadores.

No laboratério de entomologia da UFMS, os isolados IBCB 66 de B.
bassiana, IBCB 425 de M. anisopliae e UFMS 04 de |. fumosorosea foram
repicados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), em seguida
multiplicados e incubados até plena esporulacdo em B.O.D. a 25£1°C, umidade
relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas. Os conidios foram quantificados em
camara de Neubauer e em seguida foram preparadas as suspensdes com
concentracdo de 1x10° conidios mL™.

Para o estudo da seletividade, foram utilizados trés métodos de
exposicao do inseto aos fungos: aplicacao direta, imersao e filme seco segundo
metodologia da IOBC, proposta por Hassan et. al. (1985).

Na metodologia da aplicacdo direta (THUNGRABEAB E TONGMA,
2007), através da torre de Potter a pressao de 1,5 psi, foram feitas aplicacées
de 1 mL de suspensoes fungicas diretamente sobre placas de petri de 9 mm de
didmetro, as quais continham ovos ou larvas ou pupas de C. externa. Logo
apos aplicacédo, as placas foram vedadas com filme de polietileno afim de que o
inseto ndo escapasse e permanecesse sobre a superficie aplicada.

Na metodologia da imersao (PESSOA et al., 2005), os ovos ou larvas ou
pupas foram mergulhados em um Becker contendo 10 mL de suspensdes
fungicas por 5 segundos, e entédo colocados em placas de Petri de 9 mm de
diametro.

No método do filme seco (HASSAN et al., 1985), adaptou-se a utilizacao
de placas de Petri de 9 mm de diametro e sobre elas, foi aplicado 1 mL de
suspensdes fungicas, utilizando-se o equipamento Torre de Potter a presséo
de 1,5 psi, deixando-as secar e s6 entdo individuos de C. externa foram

colocados nas placas, as quais tiveram grafite aderido a parede interna, com a



finalidade de impedir a subida das larvas forcando-as a permanecer sobre a
superficie aplicada.

O tratamento testemunha consistiu da utilizacdo de agua destilada
esterilizada na mesma proporcdo que as suspensdes fangicas, sendo
conduzida uma para cada método de exposicado. Foram realizadas sucessivas
aplicacfes das suspensdes fungicas nos crisopideos, a data das aplicacdes foi
definida pelo desenvolvimento dos insetos sobreviventes, em ovos, larvas de
12, 22 e3? instares e em pupas, nos trés métodos.

O experimento foi conduzido em sala climatizada a 25+1°C, umidade
relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas, utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4x3) composto por 03 fungos
mais a testemunha e 03 metodologias de exposicéo, totalizando 12 tratamentos
de 06 repeticbes cada. No ensaio com os ovos, foram utilizadas seis repeticdes
por tratamento, cada uma composta por 05 ovos de até 24 horas de idade. Nos
demais estagios e estadios de desenvolvimento do inseto, cada repeticdo foi
composta pelos insetos sobreviventes a fase anterior, variando seu namero
entre as repeticoes.

Foram avaliados diariamente as durac6es de cada estagio e estadio
além da viabilidade.

Os dados referentes as viabilidades e as duracfes, quando necessario,
foram transformados em arcsen (x/100)° e (x+0,5)%°, respectivamente, sendo
posteriormente submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Viabilidade da fase embrionéria de C. externa

De maneira geral, todos os fungos interferiram na viabilidade de ovos de
C. externa (Tabela 1). Estes resultados concordam com as observagoes feitas
por Magalhdes et al. (1998), os quais citam que 0s agentes
entomopatogénicos, quando aplicados sobre o predador, podem inviabilizar os
0VOsS.

Apenas na metodologia de aplicacdo direta, para todos os fungos, e
imersdo, apenas para M. anisopliae, ndo houve efeito significativo, sendo 0s
resultados semelhantes a testemunha. Com relacdo as metodologias,
independente do fungo utilizado, ndo houve diferencas significativas (Tabela 1).

Tabela 1. Viabilidade (% = EP) da fase embrionaria de Chrysoperla externa
submetidos a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento®

Filme Seco Imersdo Aplicacdo Direta
Testemunha 90,0+4,5 aA 76,7+8,0 aA 66,7+4,20 aA
B. bassiana 70,0+4,5 aB 46,7+6,7 aB 73,3+x11,1 aA
I.fumosorosea 43,3+3,3 aB 40,0+£8,9 aB 63,3+1,80 aA
M. anisopliae 53,319,3 aB 66,7+8,4 aA 60,0+10,3 aA
TOTAL 64,2451 a 57,5t4,9 a 65,8+4,6 a
C.V. (%) 25,26

W Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Pessoa et al. (2005) nao obtiveram diferencas quanto a viabilidade de
ovos submetidos a imersdo em diferentes suspensdes de B. bassiana (IBCB
66), diferentemente do verificado na presente pesquisa para essa mesma
espécie e isolado de fungo; Souza et al. (2015), concluiram que a aplicacao
direta de M. anisopliae sobre ovos de C. externa néo interferiu na viabilidade

dos ovos, semelhante ao que ocorreu neste ensaio.

4.2 Viabilidade dos instares e da fase larval de C. externa

Com relacdo a viabilidade dos estadios larvais de C. externa, verificou-
se efeito dos fungos |. fumosorosea e M. anisopliae, na metodologia de
imerséo para larvas de 1° instar, B. bassiana nas metodologias de imerséo e
aplicacdo direta e I. fumosorosea no método de imersdo para larvas de 2°
instar e, sobre larvas de 32 instar, verificou-se feito de todos os fungos na

metodologia de aplicacdo direta. |I. fumosorosea destacou-se como 0 Unico



patogénico aos trés instares do predador, nas diferentes metodologias
testadas. Em relagdo aos métodos de exposicdo, verificou-se que a imersao
proporcionou menor sobrevivéncia, em relagdo aos demais, sobre o 1° e 2°
instares (Tabelas 2 e 3), e que a aplicacdo direta proporcionou menor

viabilidade a larvas de 3° instar (Tabela 4).

Tabela 2. Viabilidade (% + EP) de larvas de 1° instar de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicagéo Direta
Testemunha 100,0+0,0 aA 85,6+6,8 aA 86,1+6,3 aA

B. bassiana 100,0+0,0 aA 66,7£17,2 aA 77,5£11,1 aA
I.fumosorosea 100,0+0,0 aA 41,7+20,1 bB 70,8+10,0 aA

M. anisopliae 80,0+16,3 aA 28,6+£14,8 bB 86,1+6,3 aA
TOTAL 95,0+4,2 a 55,648,2 c 80,1+4,3 b

C.V. (%) 34,26

" Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Tabela 3. Viabilidade (% + EP) de larvas de 2° instar de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacdo Direta
Testemunha 100,0+0,0 aA 95,8+4,2 aA 80,6+9,0 aA

B. bassiana 100,0+0,0 aA 60,0+18,7 bB 61,1+15,3 aB
I.fumosorosea 100,0+0,0 aA 33,3+16,7 bB 100,0+0,0 aA

M. anisopliae 90,0+10,0 aA 66,7+33,3 bA 83,3+11,4 aA
TOTAL 97,8+2,1a 69,1+8,3 b 81,2457 a

C.V. (%) 27,73

W Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Tabela 4. Viabilidade (% + EP) de larvas de 3° instar de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéao do Sul, MS, 2016.

Tratamento’ Filme Seco Imerséo Aplicagdo Direta
Testemunha 95,8+4,2 aA 81,4+10,6 aA 94,0+5,6 aA

B. bassiana 91,745,3 aA 100,040,0 aA 38,0+£18,5 bB
I.fumosorosea 91,7+8,3 aA 100,0+0,0 aA 48,6+16,7 bB

M. anisopliae 100,040,0 aA 50,0+0,0 aA 54,2+18,7 aB
TOTAL 94,6+2,7 a 84,9+4,6 a 59,748,6 b

C.V. (%) 32,43

W Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Ao se avaliar a fase larval verificou-se efeitos tanto do tipo de exposicéo

quanto dos fungos, com menor sobrevivéncia proporcionada pelos fungos



testados para larvas expostas atraves dos métodos de imersdo e aplicacéo

direta em relacdo ao filme seco (Tabela 5).

Tabela 5. Viabilidade (% + EP) da fase larval de Chrysoperla externa submetido
a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos. Chapadao do
Sul, MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacéo Direta
Testemunha 80,0 +11,9 aA 45,3+8,8 aA 55,645,6 aA

B. bassiana 65,3+15,3 aA 13,9+11,1bB 7,5¢5,2 bB
I.fumosorosea 75,0£11,2 aA 4,2+7,2 bB 8,3t5,3 bB

M. anisopliae 84,0+16,0 aA 6,7 +11,5bB 12,5+12,5 bB
TOTAL 75,746,5 a 17,5£10,1b 21,0456 b

C.V. (%) 56,01

" Médias+erro-padrédo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Os resultados encontrados no método do filme seco concordam com os
encontrados por Cardoso et al. (2007), os quais, avaliando semelhante
metodologia concluiram que Lecanicilium lecanii (ARSEF 6430) e M.
anisopliae (E9) na concentracéo de 2,1x10’ conidios viaveis mL™ séo seletivos
para larvas de 1° instar de Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) (Neuroptera:
Chrysopidae).

Generoso (2002), trabalhando com B. bassiana (CG 149) e com
Paecilomyces fumosoroseus Bainier (JAB 12) (=I. fumosorosea), verificou que
esses isolados foram seletivos as larvas de primeiro e terceiro instares de C.
externa na metodologia do filme seco e Pessoa et al. (2005), ao realizar
aplicacdo direta, sobre larvas de 1° instar de C. externa, uma aliquota de 0,2
mL de diferentes suspensdes de B. bassiana (IBCB 66), concluiram que o
fungo pode ser recomendado em aplicacdo conjunta com C. externa,
resultados diferentes dos encontrados no presente trabalho.

Thungbrabeab e Tongma (2007), avaliaram o efeito de B. bassiana e M.
anisopliae sobre C. carnea através do meétodo da aplicacdo direta, na
concentracdo de 1x10° conidios.mL™, relatando que houve efeito de M.
anisopliae sobre o inseto e que B. bassiana foi compativel com o mesmo.

Souza et al. (2015), concluiram que M. anisopliae, aplicado diretamente
sobre o inseto, ndo interferiu sobre a viabilidade da fase larval de C. externa;
porém, Magalhdes et al. (1998), sugerem que 0s entomopatdégenos podem
atuar de forma nociva sobre os predadores, podendo alterar varios aspectos da

sua biologia.



Fica claro que a forma com que o inseto € exposto ao entomopatdégeno
interfere nos processos de infecgdo e colonizagdo dos fungos, visto que a
avaliacao das formas de contato simuladas neste experimento gerou resultados
diferentes entre si.

Santoro et al. (2007) avaliando diferentes metodologias de exposicéo de
insetos ao fungo B. bassiana, (isolados CG71, CG152, UNIOESTE4 e
UNIOESTE40) afirmam que a mortalidade verificada em seu ensaio, nao foi
provocada pelo fungo e sim pelo método utilizado. Em seus resultados, o
meétodo da imersdo causou a maior mortalidade confirmada corrigida, mas nao
diferiu do método de aplicacdo direta. Em tratamento de superficie, semelhante
ao filme seco utilizado neste trabalho, mesmo tendo-se utilizado as mesmas
concentracbes de conidios e quantidade de suspensdo do método de
pulverizacdo, a mortalidade foi sempre inferior.

Essa diferenca pode ser consequéncia do numero de conidios que
efetivamente entraram em contato com o inseto (SANTORO et al., 2007). Em
metodologias de aplicacéo direta e imersao, a area corporal do inseto que entra
em contato com as suspensdes € maior e, consequentemente, um maior
namero de conidios entra em contato com o corpo inteiro do inseto, com
possibilidade de germinacao e penetracdo, enquanto que no método filme seco
esse numero é provavelmente inferior, por ficarem os conidios restritos a
algumas regifes do corpo, como pernas e parte ventral. Yokomi e Gotwald
(1988), afirmam que imersdo apresenta como vantagem a garantia da maxima
exposi¢do do inseto aos conidios do fungo a ser testado.

A técnica do filme seco é a que melhor simula o que ocorre no campo,
visto que simula o caminhamento do inseto sobre superficies contaminadas,
evidenciando assim a possibilidade da utilizacdo de C. externa conjuntamente
aos fungos avaliados neste ensaio. Segundo Hassan et al. (1985), o grupo de
trabalho do IOBC/WPRS (International Organization for Biological Control of
Noxious Animals and Plants/West Palaeartic Regional Section) propés o
método do filme seco para avaliacdo de efeitos de inseticidas quimicos e
biolégicos em inimigos naturais de insetos e acaros, afim de padronizar essa
metodologia no mundo todo, simulando o processo de contato que ocorre a

campo.



4.3 Viabilidade da fase de pupa e do ciclo bioldgico de C. externa

Para todos os fungos testados verificou-se efeito do tipo de exposicéo e
dos fungos testados, com reducéo significativa na viabilidade pupal para a
imersdo e aplicacdo direta. Avaliando cada método individualmente, apenas na
aplicacado direta se observou reducéo significativa na viabilidade de pupas
(Tabela 6).

Tabela 6. Viabilidade (% = EP) de pupas de Chrysoperla externa submetidas a
diferentes tipos de exposicao e fungos entomopatogénicos. Chapadéao do Sul,
MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacéo Direta
Testemunha 84,2+12,3 aA 73,6£13,0 aA 88,917,0 aA

B. bassiana 72,2 £15,9 aA 37,5£23,9 bA 33,3t12,9 bB
I.fumosorosea 83,3+10,5 aA 50,0+50,0 bA 20,1+10,2 bB

M. anisopliae 90,0+10,0 aA 50,0+50,0 bA 25,0+20,4 bB
TOTAL 82,1+6,0a 56,5+10,7 b 48+8,8 b

C.V. (%) 46,54

" Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Souza et. al. (2015), verificaram que as diferentes suspensfes de M
anisopliae afetaram a viabilidade de pré-pupas de C. externa, através da
aplicacao direta.

Canard e Volkocich (2001), afirmam que a escolha do local para
construcdo do casulo e pupacdo € encontrada por meio do tigmotactismo,
sendo escolhidos lugares escuros e secos sob folhas caidas no solo ou na
planta onde se encontram. De acordo com Canard e Principi (1984),
provavelmente, a escolha do local para pupacdo esteja relacionada a
vulnerabilidade desta fase a inimigos naturais e condi¢des climéticas adversas.

Diante do exposto, observa-se que o contato entre conidios e C. externa
dificilmente ocorrera a campo de forma semelhante a metodologia da aplicacéo
direta e da imersdo, permitindo-se recomendar a associagcao destes
organismos.

Ao se avaliar a viabilidade do ciclo biolégico de C. externa, verificou-se
que em todos os tipos de exposicdo houve reducdo significativa na
sobrevivéncia do predador e, independente do fungo testado, a imersédo e a
aplicacdo direta proporcionaram sobrevivéncia significativamente menor em

relacdo ao filme seco (Tabela 7).



Tabela 7. Viabilidade (% + EP) do ciclo biolégico de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento’ Filme Seco Imersdo Aplicacdo Direta
Testemunha 73,3+12,3 aA 33,3+6,7 bA 36,7£3,3 bA

B. bassiana 46,7+11,2 aB 6,7t5,2 bB 6,7t4,6 bB
I.fumosorosea 33,3%6,7 aB 3,3t5,8 bB 6,7+4,2 bB

M. anisopliae 40,0+11,3 aB 6,7 £11,5 bB 10,0+10 bB
TOTAL 48,3+59a 12,5+6,0 b 15,0+39b

C.V. (%) 62,93

) Médias+erro-padréo seguidas por letras minGsculas distintas na linha e maitsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Novamente, percebe-se que a forma com que o0 inseto € exposto ao
entomopatdgeno interfere nos resultados obtidos. Apesar de ndo se encontrar,
na literatura especializada, informacfes relativas a interferéncia de fungos
sobre todo ciclo de C. externa, conclui-se que os fungos podem néo interferir
sobre um estadio ou outro; contudo, ao se avaliar conjuntamente todas as
fases, percebe-se que as pequenas interferéncias observadas sobre a
viabilidade se tornam significativas ao se avaliar o ciclo inteiro do inseto,
deixando clara a importancia de ndo se avaliar apenas estagios separados,
isoladamente.

Os impactos negativos observados nos parametros avaliados reforcam a
caracteristica de amplo espectro de hospedeiros desses fungos, 0 que sugere
cuidadoso critério na estratégia de uso desses fungos em conjunto com o
predador C. externa quando se deseja manter a eficacia do controle exercido

por ambos.

4.4 Duracédo da fase embrionaria e larval de C. externa

Avaliando-se a duracdo da fase embrionaria, verificou-se efeito dos
fungos apenas no metodo filme seco onde M. anisopliae e I. fumosorosea
proporcionaram menor duracdo em comparacao aos demais tratamentos, com
destaque para M. anisopliae por proporcionar a menor reducdo nos valores
desse parametro. Em relacdo aos meétodos de exposicdo, o filme seco

apresentou menor duragdo média, diferindo dos demais métodos (Tabela 8).



Tabela 8. Duracdo (dias + EP) da fase embrionaria de Chrysoperla externa
submetidos a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.

Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imersao Aplicacdo Direta
Testemunha 4,00+£0,0 aA 4,00+£0,0 aA 4,00+£0,0 aA

B. bassiana 4,00+0,0 aA 4,00+0,0 aA 4,00+£0,0 aA
I.fumosorosea 3,75+ 0,1bB 4,00+ 0,0aA 4,00£0,0 aA

M. anisopliae 3,48+ 0,0bC 4,00+0,0 aA 4,08+0,1 aA
TOTAL 3,80+0,1 a 4,0+0,0 b 4,02+0,1 b

C.V. (%) 2,58

(1) Médiasterro-padrdo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas
distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Souza et al. (2015), também n&o encontraram diferencas quanto a
duracdo da fase embrionaria de C. externa submetida a aplicacdo direta de M.
anisopliae, encontrando valores entre 3,5 a 4,0 dias de dura¢éo do periodo.

Com relacdo a duracdo dos instares e da fase larval verificou-se efeito
dos fungos e do tipo de exposicdo sobre larvas de 1° instar. Larvas expostas,
através do filme seco, a B. bassiana apresentaram duracdo significativamente
maior em relacdo aos demais tratamentos. Avaliando-se o0s tipos de exposicao,
o filme seco proporcionou aumento significativo em relacdo aos demais apenas
para larvas de 1° instar e sobre o periodo larval (Tabelas 9, 10, 11, e 12).

Tabela 9. Duracao (dias £ EP) do primeiro instar larval de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento®

Filme Seco Imersdo Aplicagéo Direta
Testemunha 3,83+0,1 aB 3,17+0,2 bA 3,17+0,2 bA
B. bassiana 4,00£0,0 aA 3,17+0,2 bA 3,17£0,2 bA
I.fumosorosea 3,83+0,2 aB 3,17+0,2 bA 3,17£0,2 bA
M. anisopliae 4,00+0,0 aA 3,00+0,0 bA 3,17+0,2 bA
TOTAL 3,92+0,1 b 3,12+0,1 b 3,17#0,1 b
CV. (%) 10,39

" Médias+erro-padréo seguidas por letras mintsculas distintas na linha e maitsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Tabela 10. Duragdo (dias = EP) do segundo instar larval de Chrysoperla

externa submetidas

a diferentes

tipos de

entomopatogénicos. Chapadéao do Sul, MS, 2016.

exposicdo e fungos

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacdo Direta
Testemunha 3,17+0,2 aA 3,17+0,2 aA 3,17+0,2 aA

B. bassiana 3,17+0,2 aA 3,1740,2 aA 3,17+0,2 aA
|.fumosorosea 3,17+0,2 aA 3,17+0,2 aA 3,3310,3 aA

M. anisopliae 3,17+0,2 aA 3,17+0,2 aA 3,17+0,2 aA
TOTAL 3,17+0,1 a 3,17+0,1 a 3,20+0,1 a

C.V. (%) 14,35

) Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e maitsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).



Tabela 11. Duracéo (dias £ EP) do terceiro instar larval de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.

Chapadéo do Sul, MS, 2016.

Tratamento® Filme Seco Imerséo Aplicacéo Direta
Testemunha 3,00+£0,0 aA 3,16+0,2 aA 3,30+£0,2 aA

B. bassiana 3,03 £0,0 aA 3,16+0,2 aA 3,33+£0,2 aA
I.fumosorosea 3,00 £0,0 aA 3,16%0,2 aA 3,33+0,2 aA

M. anisopliae 3,05+0,2 aA 3,16+0,2 aA 2,99+0,0 aA
TOTAL 3,03+0,0 a 3,1740,1 a 3,24+0,1 a

C.V. (%) 10,94

W Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e maitsculas distintas

na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Tabela 12. Duracdo (dias + EP) do instar larval de Chrysoperla externa
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.

Chapadéao do Sul, 2016.

Tratamento’ Filme Seco Imerséo Aplicacéo Direta
Testemunha 10,0040,3 aA 9,50+0,2 bA 9,64+0,2 bA

B. bassiana 10,20 0,2 aA 9,50+0,4 bA 9,67+£0,4 bA
I.fumosorosea 10,00 +0,0 aA 9,50+0,6 bA 9,83+0,8 bA

M. anisopliae 10,33#0,4 aA 9,33+0,6 bA 9,33£0,3 bA
TOTAL 10,1240,1 a 9,46x0,2 b 9,62+0,2 b

C.V. (%) 9,01

" Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e maitsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Os resultados verificados na presente pesquisa para larvas de 2° e 3°
instares concordam com aqueles verificados por Pessoa et al. (2005) e Souza
et al. (2015). Aun (1986) constatou que as duracdes médias do 1° 2° e 3°
instares foram de 3,3; 2,8 e 4,3 dias, respectivamente e o periodo larval 9,6
dias para C. externa alimentada com ovos A. kuehniella, na temperatura de
25°C.

A duracéo da fase larval apresentou valores médios semelhantes aos
relatados na literatura, entre 9 e 10 dias (Pessoal et. al, 2005; Bortoli et al.,
2006; Aun, 1986), testando fungos entomopatogéncios ou diferentes dietas
para larvas.

Verificou-se que os resultados de duracdo dos instares e da fase larval
na presente pesquisa sao proximos aos verificados na literatura, evidenciando
a baixa de interferéncia exercida pelos fungos sobre esse parametro.

A reducao na fase larval verificada (15,84 e 12 horas para a imerséo e
aplicacao direta, respectivamente) poderia implicar em menor consumo por C.
externa, visto que essa espécie apresenta alto potencial de predacdo
(Aun,1986; Caetano et al., 1995; Bortoli et al., 2006). Desta forma, insetos



sujeitos a exposicdo a fungos entomopatogénicos, através de aplicacao direta
ou imersdo, poderiam consumir um menor numero de presas.

Pessoa et al. (2005) afirmam que uma reducao na fase larval pode ser
considerada desfavoravel sob o ponto de vista do controle bioldgico, porém C.
externa € uma espécie que apresenta grande capacidade de busca e alta
voracidade (Maia et al.,, 2000), evidenciando a necessidade de estudos
associados que avaliem o consumo alimentar desta espécie apos a inoculagéo

dos fungos.

4.5 Duracdo da fase de pupa e do ciclo biolégico de C. externa

Quanto ao periodo de duracédo da fase de pupa (Tabela 13), todos os
fungos diferiram da testemunha na metodologia do filme seco, proporcionando
um maior intervalo de tempo para mudanca de fase em relacdo a testemunha.
B bassiana diferiu dos demais na metodologia da imersao e, ao se comparar as
metodologias, imersao e aplicacao direta proporcionaram maior duracdo dessa

fase.

Tabela 13. Duracao (dias + EP) de pupas de Chrysoperla externa submetidas a
diferentes tipos de exposicao e fungos entomopatogénicos. Chapadao do Sul,
2016.

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacdo Direta
Testemunha 9,4+0,1 bB 10,75+0,2 aB 10,75+£0,3 aA
B. bassiana 10,67+0,2 bA 11,504£0,2 aA 10,83+£0,3 bA
|.fumosorosea 10,73 £0,2aA 11,00+0,0 aB 10,50+0,2 aA
M. anisopliae 10,98+0,1 aA 10,72 +0,1aB 10,33+0,0 aA
TOTAL 10,44+0,2 a 10,99+0,1 b 10,60+0,1 b
C.V. (%) 4,3

" Médias+erro-padrédo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e maitsculas distintas
na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

Souza et al. (2015) ndo encontraram diferencas na duracdo do estagio
de pupas de C. externa submetidas a M. anisopliae na metodologia de
aplicacéo direta, encontrando valores proximos a 10 dias, resultados proximos
aos encontrados no presente trabalho.

Bortolli et al. (2006), avaliando efeito de diferentes dietas sobre o ciclo
biolégico de C. externa, obteve valores proximos a 11 dias para insetos
alimentados com A. kuehniella, enquanto que Boregas et al (2003) avaliando
aspectos de C. externa alimentadas com A. kuehniella encontrou valores

proximos a 13. Verifica-se que os resultados de duracdo da fase de pupa, na



presente pesquisa, sdo proximos aos verificados na literatura, evidenciando a

baixa de interferéncia exercida pelos fungos sobre esse parametro.

Com relacao a duracao do ciclo biologico de C. externa (Tabela 14), ndo

houve diferencas entre as variaveis avaliadas, exceto para M. anisopliae na

metodologia de filme seco.

Tabela 14. Duragao (dias *
submetidas a diferentes tipos de exposicdo e fungos entomopatogénicos.
Chapadéo do Sul, MS, 2016.

EP) do ciclo biolégico de Chrysoperla externa

Tratamento® Filme Seco Imersdo Aplicacéo Direta
Testemunha 20,40+0,3 aA 20,25%0,3 aA 20,39+0,3 aA
B. bassiana 20,87+0,2 aA 21,00+0,4 aA 20,50+0,5 aA
I.fumosorosea 20,73+0,3 aA 20,50+0,3 aA 20,33+0,6 aA
M. anisopliae 21,31+0,4 aA 20,05 +0,4 bA 19,66+0,3 bA
TOTAL 20,56+0,3 a 20,45+0,2 a 20,22+0,2 a
C.V. (%) 3,66

" Médias+erro-padréo seguidas por letras mindsculas distintas na linha e mailsculas distintas

na coluna diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).



5 CONCLUSOES

Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae, B. bassiana e |I.
fumosorosea, apesar de serem eficazes no controle de insetos praga podem
afetar a viabilidade de C. externa, dependendo da forma com que entram em
contato com o inseto. M. anisopliae e B. bassiana se mostraram mais seletivos
a C. externa, interferindo menos na viabilidade do inseto.

Ovos, larvas e pupas foram afetadas negativamente pelos fungos, que
podem néo ter interferido em um estadio especifico, porém, ao se avaliar
conjuntamente todas as fases, percebe-se que as pequenas interferéncias
observadas sobre cada instar se tornam significativas ao se avaliar o ciclo
inteiro do inseto, deixando clara a importancia de ndo se avaliar apenas
estagios separados, isoladamente.

As diferentes metodologias utilizadas proporcionaram resultados
divergentes quanto a viabilidade dos insetos avaliados, deixando claro a
necessidade de padronizacéo de testes para se comparar resultados.

Filme seco proporcionou maior duracéo para a fase de larva contudo, a
duracéo do ciclo biolégico total de c. externa néo foi afetado pelos fungos
testados.

O impacto negativo dos parametros avaliados nesse trabalho reforca a
caracteristica de amplo espectro de hospedeiros desses fungos. Isso sugere
cuidadoso critério no uso desses fungos em conjunto com o predador C.

externa quando se deseja manter a eficacia do controle exercido por ambos.
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