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RESUMO

Controle biolédgico ou biocontrole sdo medidas alternativas além do uso de pesticidas quimicos
para se administrar a populacdo de organismos indesejaveis. O seu uso pode ser aplicado de
diversas maneiras e se utilizando de diferentes agentes controladores. Com o crescimento do
mercado de produtos organicos e novas legislacbes em busca de métodos mais ecoldgicos na
industria se desenvolve em conjunto o controle bioldgico além de sua demanda. Torna-se Util a
aplicacdo de biocontrole no controle de pragas, e essas estdo lagartas e tragas. Essas pragas
podem acarretar em danos variados de 20% até 100% da producgdo. Microorganismos como
bactérias, virus e fungos sdo agentes controladores interessantes de se trabalhar pela sua
variedade genética, além de possivel fazer sua utilizacdo isolada ou acompanhada de outros
tratamentos. Nesse contexto investigou-se possiveis agentes controladores, em especial fungos
por serem organismos versateis e possiveis de serem aplicados sobre a cuticula do inseto, sem
a necessidade de ingestdo. Desta exploracgdo isolou-se de uma larva de Agraulis vanillae (praga
do cultivo de maracuja - Passiflora edulis) o patégeno identificado como Fusarium sp., um
fungo filamentoso conhecido por sua producao de metabdlitos toxicos. Com objetivo de revisar
fungos infecciosos para A. vanillae, se modelou um estudo em busca de fungos causadores de
infeccdo tanto em A. vanillae quanto em Dione juno (principal lagarta praga do maracuja). Os
resultados obtidos deram luz a trés espécies ja citadas: Akanthomyces lecanii, Cordyceps
tenuipes e Beauveria bassiana. Creditando Fusarium sp. como a quarta citacao listada. Segundo
teste foi direcionado ao potencial do patégeno de causar mortalidade em larvas. Em busca de
insetos modelos para a pesquisa, se utilizou Ephestia kuehniella Zeller, traca conhecida por
causar danos em produtos estocados. O teste foi conduzido em larvas, se aplicando tratamento
comercial, sendo sua base conidios do fungo Beauveria bassiana, enquanto outros quatro
tratamentos foram montados originados a partir do isolado de Fusarium sp. (100%, 50%, 25%
e 10%). As larvas foram observadas durante dezesseis dias e acompanhadas quanto a sua
mortalidade. Os resultados encontrados demonstram a eficacia de Fusarium sp. como novo

patdgeno sugerindo seu potencial uso para futuras aplicagdes como controlador biologico.



ABSTRACT

Biological control or biocontrol, offers alternative methods to manage populations of unwanted
organisms besides the use of chemical pesticides. This approach can be applied in various ways,
utilizing different control agents. As the organic market grows and new legislation seeks more
ecological practices, biocontrol methods are developing alongside the increasing demand.
Biocontrol proves particularly useful in pest control, including for caterpillars and moths, which
can inflict damage ranging from 20% to 100% on cultivated crops. Microorganisms like
bacteria, viruses, and fungi serve as interesting control agents due to their diverse genetic
makeup and the possibility of using them independently or in combination with other
treatments. This study specifically investigated fungi as potential control agents, particularly
due to their versatility and ability to be applied directly on the insect's cuticle, eliminating the
need for ingestion. An exploration led to the isolation of a pathogen identified as Fusarium sp.
from a larva of Agraulis vanillae (a pest of passion fruit cultivation, Passiflora edulis). This
filamentous fungus is known for producing toxic metabolites. To review fungi infectious to
Agraulis vanillae, a study was designed to identify fungi causing infection in both A. vanillae
and Dione juno (the main caterpillar pest of passion fruit). The results confirmed the
effectiveness of three previously mentioned species: Akanthomyces lecanii, Cordyceps
tenuipes, and Beauveria bassiana, with Fusarium sp. being the fourth identified pathogen. A
second test assessed the pathogen's ability to cause mortality in larvae. Ephestia kuehniella
Zeller, a moth known for damaging stored products, served as a model organism. The test
involved applying a commercial treatment based on conidia of the fungus Beauveria bassiana
to larvae. Additionally, four other treatments were prepared using the Fusarium sp. isolate at
different concentrations (100%, 50%, 25%, and 10%). The larvae were observed for sixteen
days and monitored for mortality. The results demonstrated the efficacy of Fusarium sp. as a

new pathogen, suggesting its potential as a future biological control agent.
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1. INTRODUCAO
1.1 Controle bioldgico

Controle Bioldgico é a pratica milenar utilizada pelo ser humano mesmo antes da
nomenclatura ser utilizada para essa técnica, podendo ser citada na criagdo de gatos para
protecdo de grdos armazenados contra ratos e camundongos ou como foi utilizada na China,
quando formigas foram movidas para pomares com o objetivo de controlarem a populagdo de
lagartas (WAAGE; GREATHEAD, 1988; HAJEK, et al., 2016).

Em busca de se preservar recursos naturais sem acarretar em bioacumulacdo de
pesticidas quimicos em locais de producdo rural, se concebeu que o biocontrole, com uma
substituicdo gradativa, ndo seria apenas uma estratégia, mas uma filosofia para reduzir doencas
e pragas. Em comparacdo aos pesticidas quimicos, o controle bioldgico teria efeitos mais
especificos no hospedeiro, além de ndo acumular residuos potencialmente toxicos depois de sua
aplicacdo (LEUNG et al., 2020; COLLINGE et al., 2022).

O entendimento do ciclo de doencas, condicbes ambientais e ecoldgicos se torna
essencial para atingir o controle biologico, sendo usualmente manipulado fatores ambientais
para encorajar predadores e microrganismos a desempenharem seu papel em campo
(COLLINGE et al., 2022).

Controle bioldgico é um termo amplo, a primeira vez que foi utilizado fez referéncia ao
uso de insetos exaticos para acabar com uma populacédo de insetos pragas. Hoje entende-se o
termo como o uso de controladores de qualquer espécie exceto os pesticidas quimicos. Para
plantas, como exemplo, é definido como inibi¢do direta ou indireta de uma doenca ou de
patdgeno, por outro organismo. Mas em termos gerais, controle bioldgico pode referir-se a
insercdo de um agente de nivel trofico superior para controle de uma praga invasora (ocupante
de um nivel tréfico inferior). A selecdo de agentes biocontroladores podem incluir cuidados
como: forma de insercdo no meio, manejo da populagdo de inimigos naturais e registros da
quantidade e frequéncia de individuos introduzidos no meio (WAAGE; GREATHEAD, 1988;
COLLINGE et al., 2022; HODDLE et al., 2023).

Nematdides, caracOis, acaros, microorganismos e insetos sdo exemplos de agentes
controladores ou inimigos naturais. Muitos sdo especificos para 0 seu hospedeiro, podendo
atuar como: parasitas, parasitoides, predadores, competidores ou antagonistas (WAAGE;
GREATHEAD, 1988; HAJEK, et al., 2016, HODDLE et al., 2023)



Existem classificacGes diferentes para 0 modo de aplicagdo do controle biologico:
controle bioldgico de aumento que dispde da liberagdo continua de uma populagédo de agentes;
controle bioldgico classico, classificado como a liberacdo de um agente exotico para seu
estabelecimento no controle de certa praga; controle bioldgico de inoculagéo, técnica descrita
como a soltura de agentes controladores em determinadas épocas do ano; quando a liberacéo é
massiva para controle de uma geracdo especifica de pragas, o controle recebe 0 nome de
inundacdo; por ultimo, o mais recente controle bioldégico empregado é o de conservacdo, com
0 objetivo de preservar o ambiente natural para populacfes de agentes naturais perseverem
sobre as espécies pragas (WAQUIL, 2002; LEUNG et al., 2020)

O crescimento do mercado de alimentos organicos e a nova legislagdo com empenho
em reduzir o uso dos pesticidas sintéticos, aumentou a busca por produtos a base de
controladores biolégicos (LEUNG et al., 2020). Organismos vivos podem adquirir resisténcia
ao controle quimico, e além de afetarem pragas e doencas, a aplicacdo desses inseticidas podem
diminuir microrganismos de importancia para a area tratada (LI1U, 2021).

Hoje, o biocontrole depende de uma interacdo de varios fatores, como diversidade de
controladores bioldgicos, gestdo de cultura e clima. Carecendo de mais pesquisas de inimigos

naturais e das populacdes de organismos que se tenta conter (HOLLAND et al., 2016).

1.2 Pragas agricolas: Lepidoptera

Espécies pragas sdo um problema de longo prazo para a agricultura, e um grupo de
destaque sdo lagartas e tracas. Esses insetos variam seus danos, atacam desde cereais
armazenados, causam mortalidade em plantulas, danificam folhas do cultivo, além de causarem
injurias na planta ao perfurarem colmos e pedinculos. Um dos meios de monitorar os danos
econdmicos causados é estimando periodicamente a densidade populacional e quantificar seus
danos (WAQUIL, 2002).

Os danos a plantagdes podem ser severas, como € 0 caso da traca-do-tomateiro (Tuta
absoluta (Meyrick, 1917)), onde as perdas podem ser de 80% a 100% (EL-AASSAR;
SOLIMAN; ABD ELAAL, 2015). Mesmo larvas que afetam esporadicamente o cultivo da
bananeira, a exemplo Scopula rubraria (Doubleday, 1843) e Epyaxa rosearia (Doubleday,
1843), se persistirem ao segundo ou terceiro ano causam danos irregulares a planta, causando
prejuizos de até 30% (MANSFIELD et al., 2021). A desfolha excessiva, além de reduzir a area
fotossintética da planta pode acarretar na ma formacéao de botdes florais e, consequentemente,
afetar a producéo de frutos (GONGORA et al., 2023). Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)



ou lagarta-do-cartucho é uma praga que da mesma forma acarreta em prejuizo na producédo do
milho, causando perda de 5-20% da producdo, e em casos de extensa infestacdo se alimentam
dos grdos da espiga. Essa lagarta pode afetar mais de 350 plantas além de possuir hébitos
migratorios, representando uma ameaca para novos habitats. Sem o devido controle, as perdas
na producdo do milho podem variar entre 8,3 e 20,6 milhdes de toneladas (KUMAR et al.,
2022).

Mudancas climéticas sdo outro fator importante no impacto de pragas na produgéo
comercial. O clima afeta diretamente o ambiente e a distribuicédo de insetos, além de que surtos
de pragas tém relacdo direta com extremos climaticos. Como a exemplo de uma praga bem
distribuida: traca-das-cruciferas (Plutella xylostella (L., 1758)), esta ocasiona dano as
pastagens, e com as alteracbes no clima, proporcionou o crescimento da populagdo dessa
espécie, ocasionando novas invasdes, sendo seus danos estimados em até 18% em toda Nova
Zelandia (MANSFIELD et al., 2021).

O manejo bem sucedido da populacdo de insetos estd relacionada com fatores
ecoldgicos, e informagfes sobre como a praga se relaciona com o ambiente, como condicdes
de temperatura 6timas, niveis de umidade e sua relacdo com inimigos naturais sdo
imprescindiveis (LEUNG et al.,, 2020; MANSFIELD et al., 2021). O bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, et al., 1842)) que ataca o cultivo de café é um inseto
em que se ha varios relatos de seus inimigos naturais, sendo conhecido o fato de que a ndo
presenca desses afeta a populacdo do inseto, tendendo ao crescimento. Ademais, 0 uso de
biotecnologia aprimorou o controle do bicho-mineiro, sendo ja usado gene de bactéria
entomopatogénica (Bacillus thuringiensis), com o objetivo de criar resisténcia em plantas de
café (GONGORA et al., 2023). O uso de inseticidas quimicos se mostra uma pratica com certo
limite no momento que as pragas criam resisténcia ao produto, o que ja vem ocorrendo no
Brasil, logo entender a interacdo do inseto com o ambiente torna possivel um melhor controle
do mesmo, (EL-AASSAR; SOLIMAN; ABD ELAAL, 2015; GONGORA et al., 2023).

1.3 Fungos entomopatogénicos

O uso de pesticidas quimicos gera resisténcia em populagdes de insetos. Esse motivo
contribuiu com o aumento de alternativas ecologicas para supressdo de pragas, a exemplo de
microrganismos que podem ser aplicados isolados ou em associagdo com outros tratamentos
como: bactérias, virus e fungos (QIN et al., 2023). Fungos, em especial, sdo organismos

versateis, infectando mais de 100 géneros de insetos, contabilizando mais de 750 espécies. Das



vantagens de se utilizar fungos entomopatogénicos sdo a sua especificidade ao hospedeiro,
modo variado de acéo e viruléncia além do ndo desenvolvimento de resisténcia no inseto, pois
como organismo Vivo o patégeno também se adapta ao seu ambiente em competicdo com o
sistema imunoldgico do organismo em que infecta (DAR; RATHER; KANDOO, 2017)

Com a habilidade de secretar enzimas especificas (hidroliticas, proteases, quitinases,
entre outras) e metabolitos secundarios que auxiliam na infeccao, fungos entomopatogénicos
podem afetar os insetos diretamente pela cuticula do hospedeiro, sem necessidade de ingestao
do mesmo. Dos géneros fungicos mais relevantes no mercado de controle bilégico podem ser
citados Metarhizum, Nomurea, Verticillum e Beauveria, esse Gltimo ja descrito seu ataque em
larvas de Scopula rubraria e Epyaxa rosearia, citadas como causadoras de danos agricolas
(DAR; RATHER; KANDOO, 2017; MANSFIELD et al., 2021; QIN et al., 2023).

Os micoinseticidas mais populares no mercado possuem em sua formulacdo
Metarhizium anisopliae ou Beauveria bassiana. B. bassiana € um dos fungos mais presentes
em formulacGes de micoinseticida, representando 33,9% do comércio, conseguindo infectar
mais de 700 espécies. O mecanismo de acdo dos micoinseticidas € normalmente 0 mesmo
independente do fungo utilizado, sendo sua acédo centrada na liberacdo de conidios no meio. Em
2016, inseticidas que baseavam sua formulacdo em fungos representavam cerca de 10% do
mercado global de biopesticidas, possuindo potencial de crescimento, sendo essencial para o
desenvolvimento de novos produtos que esses organismos possam se adaptar a diferentes
ambientes (JIANG; WANG, 2023).

1.4 Fusarium

O género Fusarium (Nectriaceae, Hypocreales) abriga varias espécies de fungos
filamentosos conhecidos por causar mazelas em cultivos agricolas e em geral destaca-se sua
producdo de metabolitos secundarios toxicos (DE HC MACIEL et al., 2021). Todavia,
pesquisas relacionadas ao parasitismo e controle de insetos cresceram em torno do género e se
h& conhecimento que Fusarium infecta as principais ordens de insetos-praga: Coleoptera,
Lepidoptera e Hemiptera. F. fujikuroi, F. solani e F. oxysporum. F. solani e F. fujikuroi séo
alguns complexos de espécies mais frequentes em relacdo a infeccdo de insetos, sendo que
mesmo exdgenas, estas se adaptam bem ao ambiente gerando compatibilidade ecologica com
pragas além de reduzir a acumulacdo de inseticidas sintéticos no meio (MANTZOUKAS et al.,
2022).



Micotoxinas podem exibir toxicidade alta a moderada, e das toxinas produzidas por
Fusarium, essas afetam primeiramente tecidos vivos em diferentes estagios da vida do inseto.
Desde os anos 50 existem relatos de associa¢do Fusarium e insetos, aumentando o numero de
casos até os anos 90, a exemplo Hajek et al. (1993) apresentou em seu trabalho a relacéo
oportunista do fungo em larvas de mariposa. Atualmente, apesar de ser uma das ordens mais
testadas para aplicagfes de Fusarium, Lepidoptera apresenta uma das menores taxas de
mortalidade (JESTOI, 2008; DA SILVA SANTOS et al., 2020)

A maior preocupacao acerca do uso de pesticidas bioldgicos seria seus efeitos em
diferentes organismos que ndo a espécie praga, ou suas consequéncias na cadeia alimentar.
Porém até o momento ainda ndo se conhece totalmente as implicacdes do controle biolégico
em insetos nao-alvos, sendo que ndo héa evidéncias do decréscimo de outras populagdes apos a
insercdo de um patogeno especifico para com o inseto que sera seu vetor. Importante ressaltar
gue mesmo cepas mais comercializadas como B. bassiana e M. anisopliae séo relativamente
seguras, isso devido a fungos entomopatogénicos tenderem a ter uma relagdo especifica com
seu hospedeiro, ndo acarretando em infec¢cdes em outros insetos devido a sua ampla diversidade
e coevolucdo com seus alvos. (THUNGRABEAB; TONGMA, 2007; DRIESCHE; HODDLE,
2017). Novos estudos devem ser feitos para se atestar a viruléncia de novas cepas de Fusarium,
incluindo parametros de seguranga e testes de aplicagdes. As condicdes de cultivo, marcadores
genéticos e silenciadores de genes atuam como ferramenta para selecionar um organismo
perfeito como controlador bioldgico, e pesquisadores almejam a selecdo de cepas nao virulentas
para espécies ndo-alvo e melhores taxas de mortalidade para o hospedeiro do fungo. Nesse
sentido, Fusarium tem grande potencial para novos estudos e exploragdo em campo (LEUNG
et al., 2020; DA SILVA SANTOS et al., 2020).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar e identificar possiveis agentes flngicos entomopatogénicos para o controle

de pragas agricolas, visando avaliar seu potencial como agente biocontrolador.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar patdgeno fangico de praga agricola.

e Realizar estudos de revisdo bibliografica para descrever os patégenos flngicos
conhecidos para a espécie hospedeira.

e Testar tratamentos a partir de isolados entomopatogénicos de larvas de Ephestia

kuehniella (Zeller) a fim de avaliar a taxa de mortalidade das mesmas



3. RESULTADOS

Os resultados dessa dissertacdo foram organizados em dois artigos cientificos. O
primeiro trabalho foi submetido a revista Egyptian Journal of Biological Pest Control, sendo
(Fator de impacto 2.4 e conceito B2 na Nova Avaliacdo Qualis Capes - 2019). O segundo sera
submetido a revista Journal of the Entomological Research Society (Fator de impacto 0.4).



3.1 Artigo 1:

Global review of fungal pathogens in Agraulis vanillae Linnaeus and Dione juno Cramer, with
a new pathogen record for A. vanillae in Brazil

Foi submetido a Egyptian Journal of Biological Pest Control, ISSN: 2536-9342, fator
de impacto: 2,4 e conceito B2 na Nova Avaliagdo Qualis Capes-2019.



Bibliographical review of the occurrence of pathogenic (entomopathogenic) fungi in Agraulis

vanillae Linnaeus and Dione juno Cramer, and new pathogen record for the species in Brazil.

Revisdo bibliografica de ocorréncia de fungo patogénico em Agraulis vanillae e Dione juno e

novo registro de patdgeno para a espécie no Brasil.

Guilherme Henrique Mueller?, Cassiane Furlan Lopes?, Fernando Augusto Bertazzo-Silval,

Kamille Rodrigues Ferraz!, Andreas Kohler?, Jair Putzke?

Universidade Federal do Pampat

Universidade de Santa Cruz do Sul?

Resumo: Agraulis vanillae Linnaeus, 1758 e Dione juno Cramer, 1779 (Insecta:
Lepidoptera: Nymphalidae) séo considerados insetos praga para a cultura do maracujazeiro
(Passiflora edulis — Passifloraceae). Embora essas espécies sejam de grande interesse
econémico em consequéncia de seus danos, ainda sdo escassos 0s registros de doencas
fangicas que as acometem. Dessa forma, com o objetivo de se identificar fungos capazes de
infectar A. vanillae e D. juno, além de verificar as principais pesquisas na area para ambos 0s
insetos, busca em bancos de dados eletrénicos, como PubMed, Scopus ou Web of Science,
utilizando palavras-chave e termos relevantes ao tema em questédo, a fim de localizar novos
patdgenos flngicos de insetos-praga do maracujazeiro. Coletas de larvas de Agraulis vanillae
infectadas com Fusarium sp. (Fungi: Hypocreales: Nectriaceae) foram realizadas na cidade de
Vera Cruz, Rio Grande do Sul, Brasil. Dessa forma, a descrigdo taxonémica e as condi¢fes de
cultivo deste fungo séo caracterizadas neste trabalho como resultados da pesquisa. A
descoberta pode gerar aplicacdes agricolas, embora mais estudos testando o potencial e a

efetividade de biocontrole de Fusarium sp. ainda necessitam ser realizados.



Palavras-chave: Biocontrole, Pragas do maracuja, Fungi, Revisdo

1. Antecedentes

Maracuja e maracujazeiro sao termos referentes a diferentes espéecies da familia
Passifloraceae, todas do género Passiflora (Faleiro et al., 2018). Sao plantas trepadeiras
herbaceas ou lenhosas, presas a suportes por gavinhas (Lunz et al., 2006). O maracuja € uma
fruta de interesse econdmico, altamente nutritiva e com valor medicinal, € consumida in
natura ou usada na fabricacao de sucos (Thokchom & Mandal, 2017). A espécie mais
cultivada € o maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.), sendo o Brasil o
maior produtor mundial, comercializando no mercado interno e também exportado (Lima et
al., 2006; Faleiro et al., 2018). A cultura do maracuja pode ser atacada por diferentes espécies
de insetos, entretanto duas espécies de lagartas desfolhadoras se destacam como pragas por
sua frequéncia, principalmente em periodos secos do ano (Lunz et al., 2006; Lima et al.,
2006).

Dentre estas, Dione juno Cramer, 1779 (Insecta: Lepidoptera: Nymphalidae) apresenta
distribuicdo por toda América Central, grande parte da América do Sul e Antilhas Menores
(Tavares et al. 2002). As larvas dessa espécie apresentam coloracdo amarelada, alternando
para pardo escuras ao longo do seu desenvolvimento, além disso, suas asas posteriores
possuem manchas pardas e na fase adulta as asas anteriores sdo alaranjadas, com as margens
externas pretas (Machado et al., 2017). A oviposicao ¢ realizada preferencialmente na face
abaxial das folhas, sendo os ovos agrupados em numero de 60 a 140 (Machado et al. 2017,
Tavares et al. 2002).

Bianchi & Moreira (2005) relatam a adaptabilidade de Dione juno ao consumir

diferentes espécies de Passiflora, a preferéncia de consumo de larvas recém-eclodidas e de



quinto instar € direcionada para o gendétipo de P. edulis em relacdo a outros gendtipos de
passifloraceas. D. juno merece destaque por incidir durante todo o ano no cultivo do maracuja
e em funcdo dos danos causados em consequéncia das larvas possuirem comportamento
gregario, ocasionando maior consumo da planta (Tavarez 2002; Angelini et al. 2007). Em
plantas jovens os danos podem ser mais severos uma vez que as larvas podem causar
desfolhamento total, além de poder raspar a casca dos ramos do maracujazeiro (Lima et al.
2006).

Por outro lado, Agraulis vanillae Linnaeus, 1758 (Insecta: Lepidoptera: Nymphalidae)
€ uma espécie de borboleta que durante sua fase jovem é uma lagarta de habito solitario. Sua
distribuicdo é neotropical, ocorrendo desde o sul dos Estado Unidos, indias ocidentais até o
norte da Argentina e Uruguai (da Silva et al., 2006). Na fase adulta, se destaca por sua
coloracdo alaranjada nas asas com manchas negras enquanto a fase larval logo no inicio do
seu ciclo é descrita com coloracdo branco-pardacento, tornando ao final do ciclo amarelo-
escuras com duas faixas laterais marrons e corpo recoberto por espinhos pretos (da Silva et
al., 2006; Machado et al., 2017).

Espécies de Agraulis sdo reconhecidas pela sua relacdo com o maracujazeiro
(Passiflora edulis) e desde a década de cinquenta sua predacéo é citada como danosa as folhas
da planta, reduzindo sua area fotossintética (Lordello, 1954).

Estudos sugerem uma coevoluc¢édo de borboletas herbivoras e suas plantas alvo: as lagartas da
tribo Heliconiii (Nymphalidae) que nesse sentido, sdo muito bem adaptadas ao maracujazeiro,
apresentando grande especificidade entre inseto e planta, como exemplo, as fémeas de A.
vanillae que depositam seus ovos nas espécies de Passiflora mais propicias ao crescimento e
desenvolvimento larval (Chopp & Davenport, 1978a). A oviposicao € gerida por “pistas”
quimicas ativadas por contato, sendo o nivel de infestacéo relacionado ao equilibrio de

compostos apresentados por espécies de Passiflora, assim, a populagdo que permanece na



planta depende da taxa de oviposicdo e da taxa de mortalidade das larvas (Chopp &
Davenport, 1978b).

Existem varios meios para se fazer o controle das duas espécies: em culturas pequenas
recomenda-se a catacdo manual dos ovos das lagartas mas em culturas maiores se torna
inviavel a catacdo, além de ineficiente (Lunz et al. 2006). O controle das pragas pode ser feito
por uso de agrotoxicos, porém o uso indiscriminado pode acarretar em desequilibrio ecoldgico
ao eliminar ndo apenas a espécie praga alvo, mas outros organismos vertebrados e
invertebrados (de Lima & Veiga 1995). Outras consequéncias seriam problemas de saude para
o aplicador do agrotoxico e principalmente do consumidor final do produto (Ali et al., 2021).
Os problemas envolvendo o uso de agrotoxicos estimularam pesquisas para descobrir meios
de controle bioldgico, sendo atualmente estimulado o uso de bactérias, virus e de parasitoides
(De Lima & Veiga, 1995; Machado et al., 2017).

Insetos que podem atuar como controladores bioldgicos sdo comuns na familia dos
ninfalideos, dentre o género Agraulis pode-se citar a predacdo de larvas por Polistes sp.
(Hymenoptera) e o parasitismo em pupas por Spilochalcis spp. (Hymenoptera) (de Lima &
Veiga, 1995). Atualmente o controle de Dione juno e Agraulis vanillae se utiliza Bacillus
thuringiensis var. kurstaki e Baculovirus dione (NPV) enquanto outras estratégias apostam em
parasitéides como Trichogramma (Hymenoptera) (Machado et al., 2017). Um dos grupos de
microrganismos que vem ganhando destaque pelo seu potencial de controle biolégico séo os
fungos, sendo Trichoderma e Metarhizium utilizadas como inseticidas microbianos (da Silva
& Malta 2016).

Nesse sentido, esse trabalho possui 0 objetivo de realizar uma revisao bibliografica de
patdgenos flngicos encontrados em Dione juno e Agraulis vanillae e de relatar um novo

agente infeccioso para A. vanillae.



Metodologia

Revisdo bibliografica

As  buscas  foram realizadas nas  plataformas:  Google  Scholar
(https://scholar.google.com.br) e Web of Science (https://clarivate.com) com as palavras-
chave: ‘Dione juno and Fungi’, ‘Dione juno e Entomopatogénico', 'Agraulis vanillae e Fungos',
'‘Agraulis vanillae e Entomopatogénico’. Foram selecionados artigos publicados entre os anos
de 1964 e 2022, periodo estabelecido para listar fungos entomopatogénicos nessas especies.
Monografias, dissertacdes e teses foram excluidas da busca.

Com o objetivo de conjecturar quais eram os principais temas de pesquisa envolvendo
D. juno e A. vanillae, utilizou-se o software VOZviewer 1.6.19 para criar um mapa
bibliométrico de palavras-chave. Os termos “Agraullis vanillae” e “Dione juno”, “Dione juno
ou Agraulis vanillae” foram utilizados a partir de registros na Web of Science
(https://clarivate.com). Para encontrar palavras-chave expressivas para criar um mapa mais
claro, foram escolhidas apenas palavras-chave com pelo menos duas ocorréncias nos artigos

encontrados.

Coleta, isolamento fungico e taxonomia

Uma larva de Agraulis vanillae foi coletada sob folhas de Passiflora edulis recoberta
por micélio fangico em abril de 2022 no municipio de Vera Cruz - RS em érea residencial (-
29.720074, -52.497462). O fungo foi isolado a partir do crescimento micelial da larva

coletada e cultivado em meio sabouraud em placas de Petri. O isolado foi repicado a cada 15



dias sendo mantido a 26 °C (£ 2°C) em temperatura ambiente e sem incidéncia de luz no
Laboratorio de Taxonomia de Fungos, em Sdo Gabriel - RS (UNIPAMPA).

Para identificacdo taxondmica, foram confeccionadas laminas a partir de fragmentos
do cultivo isolado para visualizacdo em microscopio éptico Zeiss ACTO. Onde se identificou

0 isolado como Fusarium sp. a partir de Nelson et al. (1990).

Confirmacédo da entomopatogenicidade de Fusarium sp.

Testes de entomopatogenicidade foram realizados seguindo metodologia proposta pelo
postulado de Koch, sendo um modelo reconhecido para se confirmar os agentes primarios de
uma doenca em plantas ou animais (Gentry et al., 2021). As etapas descritas sdo: isolamento
do patdgeno diretamente do hospedeiro original, registro do agente infeccioso causando 0s
mesmos sintomas em novos hospedeiros e por fim um novo isolamento do hospedeiro recém
infectado em virtude da confirmacdo do patdégeno (Koch, 1884).

Assim, do isolado flngico da primeira lagarta de Agraulis vanillae, se obteve uma
cultura axénica do patdégeno. Houve coletas no mesmo local onde o primeiro inseto foi
encontrado e mais trés lagartas saudaveis foram obtidas. Esses individuos foram colocados
sobre o isolado fungico em placas de Petri e foi observado o efeito do isolado sobre as
mesmas. As novas larvas infectadas foram incubadas em meio sabouraud com o objetivo de

isolar o patdgeno novamente (Ramakuwela et al., 2020 modificado)

Resultados

Revisdo bibliografica



Foram encontrados 270 resultados para D. juno onde 7 desses eram trabalhos
duplicados. Para A. vanillae foram encontrados 254 resultados, destes 6 eram trabalhos
duplicados. Dos trabalhos registrados para A. vanillae, apenas dois foram condizentes com o
objetivo da pesquisa.

Hospedeiro Fungo Pais Reference

Akanthomyces lecanii
Agraulis vanillae (anteriormente Escanddn-Arbolay M.

insularis Lecanicillium lecanii) Cuba C. etal., 2013

Cordyceps tenuipes
(anteriormente Isaria

Agraulis vanillae tenuipes) Colémbia L. A. Castrillo., 2020

Malpartida-Zevallos,

Dione juno Beauveria bassiana Peru J.,etal.., 2013

Tabela 1. Fungos patdgenos de Agraulis vanillae e Dione juno citados em estudos avaliados

por pares.

Mapas bibliograficos de palavras-chave

A pesquisa realizada resultou em trés mapas bibliograficos distintos. Os mapas séo
organizados a partir de suas palavras-chave, juntas essas formam agrupamentos sobre um
tema e se diferenciam pela coloragdo. Referente a pesquisa feita com a palavra ‘Agraulis
vanillae’ gerou a figura 1, 0 mesmo ocorreu para a pesquisa feita com ‘Dione juno’ (figura 2).

O mapa bibliografico de A. vanillae contém quatro agrupamentos como demonstrado
na figura 1: O grupo vermelho destaca palavras como ‘butterfly’, ‘diversification’, ‘genetic

diversity’, ‘evolution’, ‘genera’, ‘diversity’, e ‘nymphalids lepidoptera’; em amarelo surge



com palavras ‘pirrolizidine alkaloids’, ‘toxic nectar’, ‘ithomiine butterflies’, ‘heliiconiae’,
‘behavior’ e ‘pollination’; um terceiro grupo em azul ¢ organizada pelas palavras: ‘insects’,
‘genes’, ‘methyl jasmonate’, ‘passion fruit’, ‘plant-leaves’, ‘herbivory’ e ‘ultrastructure’; o
altimo agrupamento (verde) conecta as palavras: ‘Agraulis vanillae’, ‘nectar’, ‘lepidoptera’,
‘migration’, ‘north-america’, ‘phoebis sennae’, ‘urbanus proteus’ e ‘phenology’.

Os grupos formados para D. juno séo expostos na figura 2. Em vermelho apresentam-
se as palavras: ‘Agraulis vanillae’, ‘gene’, ‘protein’, ‘baculoviruses’ e ‘ultraestructure’; as
palavras apresentadas no grupo azul sio: ‘lepidoptera’, ‘identification’, ‘genome sequence’ ¢
‘larval’; Em amarelo temos o menor agrupamento associado pelas palavras: ‘passion fruit’ e
‘Passiflora edulis’; A tltima formagdo em verde contém as palavras: ‘dione juno’,
‘evolution’, ‘heliconian butterflies’, ‘passifloraceae’ e ‘flavonoids’.

O terceiro mapa gerado (figura 3) mostra em retrospectiva as palavras-chave citadas

com o passar dos anos para as duas especies.
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Figura 1. Mapa bibliografico de palavras-chave ligadas a espécie ‘Agraulis vanillae’
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Figura 2. Mapa bibliografico de palavras-chave ligadas a espécie ‘Dione juno’.
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figura 3. Mapa bibliografico para ‘Agraulis vanillae or Dione juno’ e mudanca das palavras-

chave com o decorrer do tempo

Resultado e novo registro

As colbnias em meio saburound (indicada na figura 4A) tiveram crescimento radial
em 7 dias tendo um crescimento de 3.5cm - 4 cm. A altura do miceélio aéreo foi de 0.5 mm
(mais baixo) 3.4 mm (mais alto) em 30 dias possuindo coloragéo branca (vista superior)
enquanto a coloragéo vista por baixo apresentou tom claro de marrom variando para laranja.
Conidiéforo com monofialides e polifialides produzindo macroconidios e microconidios. Os
conidios do micélio aéreo se caracterizam pela presenga de macroconidios ndo marcados
dorsoventralmente, mantendo sua curvatura reta ao longo do esporo, células basais em
formato de pé ou dentado, relativamente fino com paredes celulares finas, célula basal com

curvatura notavel, septacao de 1-7 septos: 1-septos: (10)11,25 - 18(24) X (2) 2 - 2,12(2.5) um,



2-septos: (16)16 - 23(26) X (2)2 - 3,5(4) um, 3-septos: (18)20- 28,5(30) X (2)2 - 4(4) um, 4-
septos:(20) 20,5 - 30,5(32) X (2)2 - 4(4) um, 5-septos: (20)21 - 30,5(36), 6-septos: (22)22,5 -
31,25(33) X (2)2 - 4(4) um, 7-septos: (22)23 - 30(30) X (2)2 - 4(4) um. Ja os microconidios,

estavam presentes e abundantes, apresentando formato oval variando para reniforme clavado.

Clamidosporo também presentes, sozinhos e esparsos.

Figura 4. A. Lagarta de Agraulis vanillae infestada por patégeno fangico. B. Da esquerda para
a direita vista superior e inferior de trés placas de isolados de Fusarium sp. crescendo em
meio sabouraud durante 30 dias. C Microconidios e macroconidios septados. D.

Macroconidio. E. Clamiddsporo F. Micélio aéreo.

Teste seguindo postulado de Koch:

Observou-se que o fungo paralisou as lagartas de A. vanillae em cerca de 4 horas apds

exposicao, sendo que os insetos foram completamente tomadas pelo micélio trés dias apos o



inicio da observacao. Dos novos cultivos gerados com a reinfeccdo das lagartas se obteve uma

nova cultura de Fusarium sp., confirmando-o como patdgeno.

Discussao

Como ¢ possivel verificar na tabela 1, a nota mais antiga sobre infec¢des fungicas
levantadas em Agraulis vanillae, houve uma descricdo na ilha de Cuba, sendo o fungo citado
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams 2001, dentre os sintomas observados em
lagartas foram perda de apetite, fraqueza e desorientacdo, com perda da coloracéo,
respectivamente (Escandon-Arbolay et al. 2013). L. lecanii foi atualizado para o género
Akanthomyces em 2017, sendo descoberto por Nivter em 1861 no atual Sri Lanka (Jiang &
Wang, 2023). E um patdgeno bem difundido comercialmente, sendo usado principalmente em
estufas de plantas (Jiang & Wang, 2023). Na india sdo registrados ao menos 60 produtos a
base de A. lecanii, em formulacGes secas ou liquidas, sendo considerado o micoinseticida
mais eficiente contra pulgdes (Kumar et al., 2019).

O ultimo registro, citado para Coldmbia, relata a pupa de Agraulis vanillae infectada
com o fungo Isaria tenuipes Peck 1878 (Castrillo, 2020). Atualmente esse foi realocado para
0 género Cordyceps (Jiang & Wang, 2023). Em trabalho tendo como alvo lagartas de Aedes
aegypti, transmissor da dengue, 1. tenuipes ja tratada como Cordyceps tenuipes demonstrou
ter uma boa eficacia, possuindo efeito de reduzir os indices de algumas enzimas responsaveis
pela resisténcia das pragas contra toxinas quimicas somada a sua atividade ndo toxica para
predadores aquaticos (Karthi et al., 2020).

Enquanto para Dione juno, houve apenas um achado, em experimento para testar
mortalidade de lagartas em contato com Beauveria bassiana, um fungo ja reconhecido pelo

seu controle de lepiddpteros e coledpteros (Malpartida-Zevallo et al.; 2013). Os testes



identificaram que larvas de terceiro instar de Dione juno foram suscetiveis a Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912, discutindo o possivel uso de B. bassiana para o manejo
integrado da praga em campo (Malpartida-Zevallo et al., 2013). A espécie se destaca pela
presenca de metabolitos secundarios e pequenos compostos moleculares com atividade
inseticida ampla contra a maioria das pragas agricolas, sendo a baveuricina uma de suas
toxinas mais relevantes (Wang et al., 2021). A infeccdo no inseto varia do estado fisioldgico
do mesmo, e o entendimento ¢ de que a toxicidade é o resultado de mais de um dos compostos
secretados pelo fungo interferindo assim na sua patogenicidade conforme hospedeiro (Wang
etal., 2021).

Como exposto em cada mapa bibliométrico, a discussao se baseia em temas de
interesses distintos. Na figura 1 o grupo em vermelho revela palavras que sao relativas a
evolucdo e diversidade do taxon Lepidoptera. Kristensen et al. (2007) levanta que os estudos
de Lepidoptera podem ser mais dificultosos que de outros insetos, fundamentado
principalmente em sua monofilia bem estabelecida por grupos mais basais, sendo muito
semelhantes estrutural e ecologicamente, mesmo que haja uma diversidade muito grande de
espécies. As palavras-chave em amarelo se referem a polinizacao e sobre a influéncia de
néctar com compostos que dissuadem ou inibem a alimentacao de insetos, como alcaloides e
compostos fenolicos (Landolt & Lenczewski, 1993). O terceiro grupo de palavras é referente
a herbivora. O tema foi discutido em estudos que exploraram o potencial de compostos ou
genes capazes de inibir o consumo de plantas como o0 caso do maracujazeiro enguanto outros
trabalhos desenvolveram a relacdo do desenvolvimento e mortalidade de lagartas de
heliconineos com suas plantas hospedeiras (Bianchini & Moreira, 2005; Botelho et al., 2008;
Borges et al., 2013). O quarto cluster em verde representa trabalhos que abrangem a fenologia
e migracgdo de lepidopteros, explorando seus padrdes sazonais, nimeros de migrantes e

espécies relacionadas (Walker, 2001).



A organizacgdo dos grupos conectados na figura 2 destaca outras palavras para a
espécie D. juno, e em vermelho sdo expostos os trabalhos com viroses, como baculoviroses
que estdo entre os grupos mais diversos. Sendo ja conhecido sua interagdo com familias de
Lepidoptera e que podem coevoluir com sua populacdo hospedeira de forma menos virulenta,
se especializando a hospedeiros especificos ou em casos extremos pode causar especiacdo
com seu hospedeiro (Herniou & Jehle, 2008). Outros trabalhos em foco em azul sdo
caracterizacdo discricionaria de marcadores genéticos e estudos taxondmicos, sendo a
linhagem dos heliconius uma das mais bem descritas e estudadas (Massardo et al., 2012). A
formacdo em amarelo é relacionada a interacdo de Dione junto as espécies de maracuja,
comentando sobre atratividade dos insetos para gendtipos distintos (Angelini & Junior, 2007),
além de resisténcia e suscetibilidade de espécies de Passiflora para com D. juno. (Junior et al.,
2008). Por outro lado, a formacédo em verde de D. juno trata sobre trabalhos que continuam
explorando a relacdo de D. juno com o maracuja, como a exemplo de testes de flavonoides
para controle do inseto (Echeverri et al., 1991), o agrupamento contém estudos explorando a
biologia de nymphalideos e sua diversidade, com descricdo genética e taxonomia que
configuram Dione como uma linhagem independente e irma de Agraulis, discutindo suas
estruturas e marcadores genéticos (Massardo et al. 2015).

Em relacdo ao desenvolvimento das pesquisas ao longo do tempo, nota-se que no
inicio dos anos 2000 os estudos desenvolvidos sdo em relacdo a descricdo taxonémica e
genética das espécies dos insetos. Posteriormente em 2010 os temas passam a dar enfoque em
comportamento e interatividade com espécies de maracuja, seguido de estudos de controle
biolégico. Em trabalhos mais recentes a especiagéo e diversidades sdo temas discutidos,
enquanto se proguide estudos da relagéo desses insetos com as passifloraceas, de preferéncias

inatas e influéncia de sua morfologia (Drewniak et al. 2020).



A associacdo entre fungos e as pragas de maracuja como area de estudos ainda é
atipica. Como demonstrado com os mapas bibliogréaficos, as pesquisas mais regulares entre D.
juno e A. vanillae sdo taxonémicas, ecologicas e envolvidas direta ou indiretamente com a
cultura do maracujazeiro.

O crescimento dos trabalhos em biocontrole traz a potencialidade de maiores
investigacOes da interacdo entre fungos e insetos (da Silva & Malta, 2016). Posto que D. juno
e A. vanillae atacam com maior regularidade a cultura do maracuja, mas se é registrado ao
menos doze espécies de lepidopteros causadores de danos, sendo oito pertencentes a
Nymphalidae (Lunz et al. 2006).

Atualmente a relacdo mais bem descrita para o controle bioldgico desses insetos é por
meio de sua predacdo ou por controle a partir de parasitdides, desde trabalhos relatando a
coleta e identificacdo de inimigos naturais ou a testes realizados em laboratério, como o
modelo utilizando Palmistichus elaeisis implementando sua possivel criacao in vitro em A.
vanillae (Lima & Veiga 1995) (Rodriguez-Dimateé et al. 2016). Um dos desafios para a
demanda de comida é a de inovacdes tecnologicas para a protecdo de colheitas enquanto se
conserva 0s recursos naturais, ademais é possivel gue a técnica de controle bioldgico seja uma
das que mais retorne o seu investimento dentro do Manejo Integrado de Pragas (Naranjo et al.,
2015). Outros beneficios precisam ser acompanhados ao longo do tempo, como programas
classicos de controle ja bem sucedidos reduzindo os danos econémicos, por reducao dos
impactos da praga e despesas com praticas alternativas de controle (Naranjo et al., 2015).

O género Fusarium é bem difundido na natureza podendo apresentar habito saprobio
ou associado a plantas e animais (Teetor-Barsch & Roberts 1983). Conhecido por possuir
metabolitos toxicos e causar mazelas em seus hospedeiros, em insetos, Fusarium possui
associacOes patogénicas e ndo patogénicas (Teetor-Barsch & Roberts, 1983) (Santos et al.

2020). A patogenicidade de Fusarium ja foi atestada para varias ordens de insetos e sua



interacdo é mais diversa do que se concluia em trabalhos anteriores, mas poucos estudos
exploram sua especificidade com o hospedeiro, ou efeitos em organismos ndo-alvos (Santos et
al. 2020). Quanto a sua associacdo com organismos de Lepidoptera, Fusarium causa taxa de
mortalidade baixa em testes de patogenicidade, apesar de ser a segunda ordem de insetos com
mais estudos registados (Santos et al. 2020). Outra relacéo ja discutida para justificar os
baixos niveis de infeccdo em lagartas é a infeccdo por Fusarium de forma acidental quando
larvas com cuticulas ja danificadas entram em contato com o fungo, infectando
posteriormente as folhas de plantas consumidas por esses insetos (Hajek et al., 1993).

Os inseticidas geralmente sdo o grupo mais toxico dentre os pesticidas, se acumulando
em cadeias alimentares naturais, sendo consumidos em alimentos ou na agua (Ali et al.,
2021). A eficacia do controle biologico ndo se faz apenas pela mortalidade dos insetos, mas
também leva em conta a inibicao do herbivorismo sobre cultura afetada, nesse sentido ainda
se é discutido a substituicdo dos inseticidas quimicos pelos patdgenos microbianos (Tefera &
Pringle, 2003). Acredita-se que a viruléncia de patdgenos fangicos podem ser maiores em
insetos sem uma infeccdo prévia (Mantzoukas et al. 2022).

Para alcancar sistemas mais sustentaveis e reducdo de impacto em insetos nao-alvo é
necessaria a adicdo e desenvolvimentos na area de biotecnologia, sendo pesticidas baseados
em fungos passiveis de serem modificados para atender determinadas compatibilidade com
insetos alvos através da adesdo de marcadores ou silenciadores genéticos (Naranjo et al.,
2015; Mantzoukas et al. 2022).

Os resultados sugerem Fusarium sp. como um novo agente infeccioso flngico para A.
vanillae. Entretanto mais estudos devem ser realizados a fim de tornar viavel sua utilizacdo

em culturas de Passiflora sp.

Conclusao



Os estudos em torno de patogenos fangicos para as espécies Dione juno e Agraulis
vanillae ainda sdo incipientes, sendo registrado até 0 momento patdgenos bem conhecidos por
atacar outros grupos de insetos ou ja utilizados na industria de inseticidas biologicos.
Fusarium sp. € um novo registro para Agraulis vanillae, sendo um fungo com potencial de
controle bioldgico. Entretanto, torna-se necessario realizar mais estudos sobre o patégeno
isolado, bem como explorar novas espécies para o controle das espécies pragas de maracuja

visando substituir inseticidas quimicos.
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Comparativo De In6culo De Fusarium sp. e Beauveria bassiana contra Traca-

da-farinha (Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae))

Guilherme Henrique MUELLER, Alice LEMOS COSTA, Andreas KOHLER, Jair
PUTZKE

RESUMO

Ephestia kuehniella Zeller € uma mariposa praga conhecida por causar danos
em produtos estocados. Essa é uma espécie modelo para teste de novos
microrganismos controladores de insetos. Testes com inseticidas a base de fungos
tem crescido por ser uma alternativa mais ecolégica para o mercado. Tendo iSso em
vista, aplicou-se um inseticida comercial a base do fungo Beauveria bassiana e testou-
se também um tratamento a base de Fusarium sp., fungo isolado e cultivado in vitro.
Equiparou-se as concentracdes do produto comercial e de Fusarium sp., sendo
testado mais trés diluicdes do inéculo original. As larvas submetidas aos tratamentos
mostraram sinais de fraqueza e maior taxa de mortalidade em comparacéo ao controle
(dgua destilada). Tanto o tratamento a base de B. bassiana quanto Fusarium sp.
mostraram-se efetivos contra larvas de E. kuehniella, criando potencial de novs
estudos a cerca de biocontroladores fungicos.

Palavras-chave: Ephestia kuehniella, Fusarium, Beauveria bassiana, taxa de
mortalidade, controle biolégico

INTRODUGCAO

Produtos estocados podem sofrer diversos problemas relacionados com
insetos-praga, esses problemas podem afetar instalacbes de processamento e
moagem do alimento (Gerken & Campbell, 2022). Em areas com producéo intensa de

graos, insetos podem ser atraidos e ocasionar perdas econdmicas, sendo que a



implementagédo de estratégias variadas de controle esta deve estar relacionada a
proliferacdo desses insetos-pragas (Jian, 2019). Os danos podem ser diversos
conforme o tipo e o tempo de estocagem, dentre eles estdo reacbes alérgicas ao
consumidor final, deterioracdo da qualidade do produto, além de perdas intangiveis
relacionadas aos valores financeiras (Hui et al, 2003; Abd EIl-Aziz, 2011; Gerken &
Campbell, 2022). A incidéncia de infestacao por insetos aumenta durante as estacoes
mais quentes do ano, principalmente devido ao ciclo reprodutivo dos mesmos (Jian,
2019).

Ephestia kuehniella Zeller, Pyralidae, € uma espécie popularmente conhecida
como mariposa que se destaca em relacdo a deterioracédo de produtos armazenados
(Trematerra et al., 2013). Esse inseto € considerado praga por ser um dos principais
a atacar o trigo armazenado em moinhos, mas seus danos abrangem outros produtos
armazenados, tais como cereais, sementes, nozes, frutas e folhas secas (kurtulus,
2020; Kilci, 2020; Glncan et al, 2023). E. kuehniella € uma espécie modelo em
analises envolvendo a implementacéo de inseticidas controle, visando uma melhor
gestao dessas pragas (Guncan et al, 2023). Devido a sua alta taxa de reproducéao, E.
kuehniella é muito utilizada para solucado de problemas relacionados a estocagem
desses produtos (Kilci, 2020). O grupo causa principalmente danos mecanicos devido
a ocorréncia da rede de teias e material fecal produzidas pelas larvas dessas
mariposas (Ayvaz & Karaborkli, 2008; kurtulus, 2020). Além disso, problemas
operacionais relacionados a contaminacdo dos alimentos, o surgimento de mofo e
rango provindo de contaminagdo em massa, torna o produto ndo comercializavel, ou
nao aceitavel para o consumidor final (Ayvaz & Karaborkll, 2008; Kilci, 2020; Guncan

et al, 2023)



Normalmente, o tratamento da &rea infestada por esses insetos praga séo
dedetizadas com fumigantes como tetracloreto de carbono ou brometo de metila
(Terziev & Petkova-Georgieva, 2020). Desta forma, compreender o estagio de vida
dessas mariposas pode auxiliar em uma melhor compreensdo dos parametros
bioldgicos que influenciam sua sobrevivéncia (Gincan et al, 2023). Nessa premissa,
0 uso de inseticidas sintéticos podem causar danos ao meio ambiente e insetos nao
alvos, o que estimula a implementacao de novos tratamentos livres de quimicos. Nesta
questdo, produtos gerados a base de virus, bactérias e fungos se mostram uma
alternativa para o mercado (Rahman et al., 2023, Qin et al., 2023). Fungos séo
organismos de potencial bioinseticida, que sdo utilizados para o controle biolégico,
principalmente devido a presenca de suas toxinas que podem infectar insetos por
contato direto sem necessidade de ingestdo (Rahman et al., 2023, Qin et al., 2023).
Fungos do género Fusarium (Hypocreales) s&o organismos cosmopolitas e
produzirem metabdlitos secundarios, como micotoxinas toxicas a animais (de HC
Maciel et al., 2021). ja foram descritos tendo acdo rapida e esporulacao abundante
em insetos, tendo taxa de mortalidade variada relacionada a capacidade de infeccao
enfraguecimento do hospedeiro (Farid et al., 2016; de HC Maciel et al., 2021).

Esse estudo objetivou testar as taxas de mortalidade durante dezesseis dias
em larvas de Ephestia kuehniella aplicando tratamentos com base do isolado fungico
de Fusarium sp., visando analisar seu potencial como bioinseticida para essa espécie
de inseto praga.

MATERIAL E METODOS

Larvas de Ephestia kuehniella

Os insetos foram adquiridos no Laboratério de Entomologia da Universidade de

Santa Cruz do Sul (Unisc). Foram mantidos em temperatura de 28 = 2 °C, 50 + 20%



de umidade e fotoperiodo de 12 em 12 horas. A dieta para as larvas consistiu de
farinha de trigo (97%) e levedura de cerveja (3%) (Pezzini et al., 2017).

Fungos entomopatogénicos

O isolado fungico de Fusarium sp. foi isolado e repicado a partir de lagartas de
Agraulis vanillae na localizacdo de Vera Cruz - RS, para a confirmacao da espécie
como patogénica, o inoculo foi reintroduzido em larva axénicas, confirmado-o sua
infecgcdo em insetos (Ramakuwela et al., 2020). O género de Fusarium foi confirmado
por taxonomia segundo Nelson et al. (1990). O isolado foi repicado a cada 15 dias em
meio sabouraud, sendo mantido a 26 °C (+ 2°C) em temperatura ambiente e sem
incidéncia de luz no Laboratério de Taxonomia de Fungos, Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA), campus Sao Gabriel - RS .

Para comparacgdo utilizou-se como controle positivo o inseticida comercial
Ballvéria ®, sendo sua formulacdo a base de Beauveria bassiana IBCB 66 em
formulacdo WP. B. bassiana, devido a sua acdo patogénica ja confirmada sobre
Ephestia kuehniella (Yaman et al. 2021, Sohrabi et al. 2021).

Bioensaio

Para a concentracdo do isolado fungico foi realizada a suspenséo dos esporos
e quantificada sua fracdo por hemocitbmetro (Hughes & Boomsma, 2004). Como
controle positivo, o inéculo de Ballvéria ® foi preparado seguindo as recomendacdes
do fabricante, em propor¢do de 0,075 (kg.p.c/ha). A preparacdo de in6culo de
Fusarium sp. seguiu a mesma concentracdo, sendo preparada a partir de raspados
de conidios em cultivos feitos em placas de Petri e 4gua destilada. Para o controle
negativo, foi utilizado agua destilada (Osorio-Frajado & Canal, 2011). O inoculo de

Fusarium sp. 100% foi diluido nas concentragcdes de 10% (Tratamento 1), 25%



(Tratamento 2), 50% (Tratamento 3) e a concentracdo de 100% (Tratamento 4)
provinda do indculo original.

Para os testes foram distribuidas seis larvas para cada placa de Petri, sendo
disponibilizadas doze placas para cada tratamento testado. A dieta foi disposta em
circunferéncia junto a cada placa, e a mesma foi isolada para evitar contaminacéo
externa. Com finalidade de garantir o contato das larvas com o in6culo, as mesmas
foram submergidas em cada tratamento durante dez segundos (Hughes & Boomsma,
2004 adaptado). Posteriormente, transferidas para as placas de Petri forradas com
papel toalha esterilizado em autoclave por 40 min a 100°C. A amostragem foi
observada diariamente por um periodo de 16 dias.

Analise estatistica

Os dados relacionados a mortalidade das larvas foram submetidos & anélise de
variancia ANOVA e, quando significativos, pelo teste F. As médias foram comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. A analise quantitativa dos dados
multivariados foi realizada pelo teste Kiviat (Wang et al., 2015). Os dados foram
computados e analisados no software estatistico BIOESTAT verséo 2 (BIOESTAT,
2000).

RESULTADOS

No inicio das observacdes (Figura 1A) as larvas se mostraram ativas e
saudaveis. Larvas que receberam a aplicacdo dos tratamentos, apos o terceiro dia
mostravam sinais de necrose (Figura 1B e 1C) larvas acometidas pelos fungos
apresentavam falta de vigor ou estado letargico.

Os resultados para cada tratamento demonstraram taxas de mortalidade
diversificadas. Os tratamentos T4 e T3 apresentaram maior eficacia, com valores

meédios variando entre 2.5 e 2.6, respectivamente (Figura 2A). Dentre os resultados,



0 T4 apresentou maior valor do que o tratamento convencional comercial (Controle
Positivo). Em relacdo ao espectro de acéo, o tratamento T4 apresentou maiores taxas
de mortalidade nos primeiros dias de aplicagdo, enquanto o tratamento T3 apresentou
valores menores, porém com maior estabilidade até o meio periodo do tratamento.
Para os tratamentos T1 e T2, os maiores valores foram dispostos entre o 2° e 5° dia
de acao, com baixas taxas de mortalidade ao longo de todo o tratamento (Figura 2B).

Tanto para o tratamento convencional (Controle Positivo), quanto para 0s
tratamentos T3 e T4, as maiores taxas de mortalidade ocorrem durante os primeiros
dias de implementacdo dos tratamentos. Demonstrando uma baixa taxa de mortes,
mas uma estabilidade de metade do periodo analisado ao seu final. Para o controle

negativo, um aumento na taxa de mortalidade ocorreu apés a segunda metade do



tratamento, sendo um fato isolado que pode estar relacionado a fatores extrinsecos.

Figura 1. A. larvas de Ephestia disposta sobre placa de Petri. B. Larva em tratamento

de Fusarium. C. Larva em tratamento de Beauveria bassiana.
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Figura 2. A. Média da taxa de mortalidade entre os tratamentos testados e seus
respectivos controles. Média com desvio padrdo entre os tratamentos e 0s controles
positivo e negativo. B. Diagrama com os valores das médias da taxa de mortalidade
das larvas durante o periodo das analises. Valores externos em dias (1-16), os valores
Nnos eixos representam o numero de mortes por periodo. Fonte: Autor (2024).

DISCUSSAO



A interacdo entre o patdgeno e seu hospedeiro é influenciada por diversos
fatores, tais como temperatura e umidade, assim como a resposta imunolégica do
inseto a acdo patogénica (Mostafa et al., 2005). A infeccao de fungos em E. kuehniella,
€ dependente estagio larval, diversidade genética dos isolados, diferencas em
metodologias utilizadas e suscetibilidade de cada populacao (Sohrabi et al., 2021).

Algumas espécies fungicas capazes de infectar E. kuehniella sdo conhecidas,
Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, Metarhizium anisopliae e Isaria
fumosorosea sdo amplamente utilizadas na producgéo de bioinseticidas (Yaman et al.,
2021). De acordo com os resultados providos do controle positivo a base de B.
bassiana, Fusarium sp. pode ser considerada uma espécie potencial para a
implementacdo de novos tratamentos. No geral, em relagcdo as demais espécies
fungicas do mercado, B. bassiana demonstra ter melhor desempenho contra insetos
pragas do que os demais fungos, alcancando uma taxa de mortalidade igual ou
superior a 70% no tempo médio de cinco dias (Yaman et al., 2021, Sohrabi et al.,
2021).

B. bassiana produz uma micotoxina chamada beauvericina (Jestoi, 2008). Esse
metabdlito ndo é considerado relevante em relacédo aos seus efeitos na satde humana
e animal, mas atua como um propagador patogénico (Jestoi, 2008, Li et al., 2013). O
género Fusarium € capaz de produzir varios tipos de micotoxinas, tais como
fusaproliferina, moniliformina, enniatinas e beauvericina (Jestoi, 2008, Li et al., 2013),
sendo necessario mais estudos que auxiliem na compreensdo de cada uma delas e
suas formas e potencial de agéo.

Pouco se explora sobre mecanismos de estresse em artropodes, e sua acao
causada por fungos. No geral, sabe-se que determinadas moléculas séo produzidas

durante a exposicdo ao estresse e desencadeiam respostas imunes nos insetos



(Jiang et al., 2019). Além disso, 0 estresse pode ocasionar a liberacdo de octopamina
na hemolinfa dos insetos, composto capaz de agir no sistema nervoso sendo ja
relacionado a expectativa de vidas dos mesmos (Davenport & Evans, 1983; Li et al.,
2016; Cinel et al., 2020).

No tegumento e intestino dos insetos, ocorre de forma natural a prote¢cao que
previne a infeccdo de patdgenos, no entanto, fungos como B. bassiana e Fusarium
possuem o apressorio, que tem a capacidade de penetrar a cuticula, permitindo o seu
desenvolvimento em todas as partes do corpo do hospedeiro (Mostafa et al., 2005;
Sohrabi et al., 2021). Como forma de acao bioinseticida, apods a instalacéo da infecgcéo
fungica ocorre a destruicdo dos hemécitos do hospedeiro (Kurtulus, 2020; Qin et al.,
2023). As micotoxinas produzidas pelos fungos patogénicos sao altamente
diversificadas com efeitos fitotoxicos, antimicrobianos e inseticidas (Jestoi, 2008,
Yaman et al., 2021). E seu potencial de acdo nos insetos depende do meio ao qual o
fungo esta inserido, podendo ocorrer maior ou menor producdo de proteases e
conidios (Qin et al., 2023).

Fungos de Fusarium até o momento haviam sido testadas em E. kuehniella,
mas sabe-se que os efeitos fungicidas podem variar com a fisiologia do hospedeiro,
como comparacao Metarhizium anisopliae, fungo ja descrito como entomopatégeno,
acarretou mortalidade em gafanhotos em periodo de dez dias (Locusta migratoria),
efetivando Fusarium sp. como um biocontrolador similar & essa espécie (Jiang et al.,
2019). Nao obstante, B. bassiana esteve presente em muitos outros estudos, conidios
secos da espécie foram testados contra Spodoptera litura (Fab.) (Lepidoptera:
Noctuidae) causando sua mortalidade em até seis dias e em outros testes em larvas
de Maruca vitrata (Lepidoptera : Crambidae) conquistou uma mortalidade superior a

80% em larvas juvenis e 65% em larvas mais velhas, obtendo resultados melhores do



que no estudo presente (Dannon et al, 2020). A vida duatil de fungos
entomopatogénicos é considerado curto, entre 2 a 3 semanas, muitas cepas de B.
bassiana séo altamente especificas e em certas condi¢des a infec¢do pode ser mais
prolongada, atrasando a mortalidade do hospedeiro (Dannon et al., 2020; Islam et al.,
2021).

A especificidade entre o patdgeno e o inseto pode ser bastante alta, e espécies
de Fusarium s6 podem ser utilizadas como biocontroladores se forem selecionadas
apenas cepas que nao acarretem em problemas para espécies nao alvo (Farid et al.,
2016, de HC Maciel et al.,, 2021). Tendo isso em vista mais testes devem ser

realizados para identificar a viruléncia de Fusarium e insetos hospedeiros.

CONCLUSAO

Tanto controle feito com base em tratamento comercial quanto tratamento de
cepa isolada do género Fusarium sp.(T4) se mostraram eficientes causando
mortalidade em larvas de E. kuheniella, o valor de teste F com 1% de significancia foi
149.80 e do F-critico 1.80, rejeitando-se hip6tese nula, demonstrando que o

tratamento T4 é eficiente no controle de larvas.
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4. CONCLUSAO

Esse trabalho amplia os conhecimentos em torno das lagartas pragas de Passiflora
edulis, demonstrando que pesquisas sobre controladores bioldgicos para Dione juno e Agraulis
vanillae s&o incipientes, principalmente os relacionado aos fungos que afligem esses insetos.
Os resultados obtidos neste trabalho exibem as principais pesquisas envolvendo D. juno e A.
vanillae ao passar dos anos, apresentando como temas mais frequentes: ecologia, morfologia e
ataque ao maracuja. Ademais, os dados encontrados exploram melhor os patégenos fungicos,
discutindo os principais estudos acerca do tema, além de confirmar Fusarium sp. como novo
patdgeno para A. vanillae.

Em estudo posterior, Fusarium sp. foi submetido a aplicagdes em Ephestia kuehniella
Zeller (traca-da-farinha), atestando sua viruléncia nas larvas do inseto sem necessidade de
ingestdo do fungo, demonstrando taxas de mortalidade adequadas.

Novos estudos devem ser feitos, em especial para identificacdo da espécie de Fusarium
sp., de suas micotoxinas e se 0 mesmo consegue infectar organismos ndo-alvo. Entretanto, as
primeiras analises demonstraram sua capacidade de causar mazelas as larvas de E. kuehniella
e A. vanillae, sendo possivel visar cepas desse organismo mais virulentas aos seus futuros alvos,

por meio de condig¢des de cultivo ou até mesmo engenharia genética.
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