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Registro de impacto

O presente estudo apresenta solugdes sustentaveis para o manejo de pragas, que por sua
vez, atende aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das
Nacdes Unidas (ONU) na agenda 2030, com destaque para os objetivos: Fome zero;

Consumo e producéo sustentavel; Vida na agua; Vida terrestre.



Impact record

This study presents sustainable solutions for pest management, which in turn meets the
Sustainable Development Goals (SDGs) of the United Nations (UN) in the 2030 agenda, with
emphasis on the goals: Zero hunger; Responsible consumption and production; Life below

water; Life on land.
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ASSOCIACAO DA PROTEINA Cry3Aa E PRODUTO BT COM Chrysoperla rufilabris
(BURMEISTER) (NEUR: CHRYSOPIDAE) E Ceraeochysa cincta (SCHNEIDER) (NEUR.:
CHRYSOPIDAE) PARA CONTROLE DE Leptinotarsa decemlineata (SAY) (COL:
CHRYSOMELIDAE) E Plutella xylostella (L.) (LEP.: PLUTELLIDAE)

RESUMO - Lepetinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) e Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) sdo reconhecidas mundialmente como pragas-chave
de plantas das familias Solanaceae e Brassicaceae, respectivamente. Ambas as espécies
ja demonstraram resisténcia a maioria dos produtos registrados para seus controles,
incluindo produtos a base de Bt (Bacillus thuringiensis Berliner). Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a compatibilidade da proteina purificada Cry3Aa e do produto a base de
Bt Agree® com os predadores Chysoperla rufilabris (Burmeister) e Ceraeochrysa cincta
(Schneider) (Neuroptera: Chrysopidae). Para isso foram analisados os resultados da
exposicdo direta e indireta dos predadores a proteina Cry3Aa e ao produto Agree®,
avaliando-se parametros de biologia, além de tabela de vida de fertilidade e aspectos
predatodrios utilizando resposta funcional e preferéncia e sobrevivéncia dos predadores, bem
como os danos de L. decemlineata exposta ou ndo a proteina Cry3Aa e a C. rufilabris. Nao
foram observadas alteragbes negativas nos parametros biolégicos das duas espécies de
predadores, exceto por um aumento nos parametros de vida de Ce. cincta, quando esta foi
alimentada com ovos de C. cephalonica associados ao produto Agree. O que causou efeitos
negativos foi a alimentacédo pelos estagios larvais das pragas. Nas condi¢gdes em que as
presas foram expostas a proteina Cry3Aa e ao Agree® os melhores desempenhos
predatérios foram observados para os primeiros estagios larvais dos predadores, que
apresentaram maiores taxas de predagcdo quando as presas foram expostas aos produtos
Bt. Foi observado efeito sinérgico e menores danos em folhas de batata quando ambas as
ferramentas foram utilizadas associadas. Os resultados do presente estudo sinalizam para
a compatibilidade dessas ferramentas de controle biolégico, o que indica que seu uso
conjunto pode ser uma alternativa para melhorar os programas de manejo integrado dessas

duas importantes pragas-chave.

Palavras-chave: controle bioldgico, manejo, predadores, Bacillus thuringiensis.



ASSOCIATION OF Cry3Aa PROTEIN AND A BT-BASED PRODUCT WITH Chrysoperla
rufilabris (BURMEISTER) (NEUR.: CHRYSOPIDAE) AND Ceraeochysa cincta
(SCHNEIDER) (NEUR: CHRYSOPIDAE) FOR CONTROL Leptinotarsa decemlineata
(SAY) (COL.: CHRYSOMELIDAE) AND Plutella xylostella (L.) (LEP.: PLUTELLIDAE)

ABSTRACT - Lepetinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) and Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) are recognized worldwide as key pests of plants in
the Solanaceae and Brassicaceae families, respectively. Both species have shown
resistance to most of the products registered for their control, including products based on
Bt(Bacillus thuringiensis Berliner). The aim of this study was to assess the compatibility of
the purified Cry3Aa protein and the Bt-based product Agree® with the predators Chysoperla
rufilabris (Burmeister) and Ceraeochrysa cincta (Schneider) (Neuroptera: Chrysopidae). To
this end, the results of direct and indirect exposure of the predators to the Cry3Aa protein
and the Agree ® product were analyzed, evaluating biological parameters, as well as the
fertility life table and predatory aspects using functional response and predator preference
and survival, as well as the damage of L. decemlineata exposed or not to the Cry3Aa protein
and to C. rufilabris. No negative changes were observed in the biological parameters of the
two predator species, except for an increase in the life parameters of Ce. cincta when it was
fed C. cephalonica eggs associated with the Agree product. What caused negative effects
was feeding by the larval stages of the pests. In the conditions in which the prey was exposed
to the Cry3Aa protein and Agree ®, the best predatory performances were observed for the
first larval stages of the predators, which showed higher predation rates when the prey was
exposed to the Bt products. A synergistic effect and less damage to potato leaves was
observed when both tools were used in combination. The results of this study point to the
compatibility of these biological control tools, indicating that their joint use could be an

alternative for improving integrated management programs for these two important key pests.

Keywords: biological control, management, predators, Bacillus thuringiensis.
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1. INTRODUCAO

O controle de pragas consideradas pragas-chave sempre sera um desafio, pois o
estatus de praga-chave caracteriza espécies que normalmente apresentam alto grau de
especificidade, adaptacdo e resiliéncia no ambiente, com o Besouro do colorado,
Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae), e a Traga-das-
cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), recebendo esse estatus
para suas respectivas familias botanicas-alvo (Weber, 2003; Rakow, 2004). Leptinotarsa
decemlineata & praga-chave de espécies da familia Solanaceae, com destaque para a
cultura da batata, Solanum tuberosum (L.), enquanto P. xylostella € considerada de
Brassicaceae, com destaque para a couve {Brassica oleracea (L.) var. acephala}, brocolis
(B. oleracea var. italica) e repolho (B. oleracea var. capitata) (Rakow, 2004; Alyokhin et al.,
2008).

Tanto os adultos, como as larvas de L. decemlineata, alimentam-se principalmente de
folhas, mas podem também atacar galhos e tubérculos expostos, que, sem controle, pode
resultar na perda total das culturas de batata (Logan et al., 1985; Alyokhin, 2007). Com
relagéo a P. xylostella, apenas a fase larval é responsavel pelos danos diretos nas folhas de
e flores de brassicas (Sarfraz et al., 2011). Tal voracidade, em combinacdo com a elevada
fertilidade e a ocorréncia de resisténcia, coloca essas duas espécies como as principais
preocupacgdes para as areas produtoras de batata e de brassicas (Casagrande, 1987;
Talekar e Shelton, 1993; Maharijaya e Vosman, 2015; Banazeer et al., 2022).

Os problemas de resisténcia dessas pragas sao devidos principalmente ao fato de
que historicamente os inseticidas quimicos perfazem o método mais utilizado na estratégia
de controle de L. decemlineata e de P. xylostella (Zago et al., 2014; Ullah et al., 2022). A falta
de alternativas trouxe alguns problemas, sendo essas duas pragas bem conhecidas pela
elevada capacidade de desenvolver resisténcia aos inseticidas registrados e utilizados em
seus manejos (Stankovic et al., 2012; Szendrei et al., 2012; Agboyi et al., 2016). Atualmente,
L. decemlineata tem relato de resisténcia a 56 e P. xylostella a 95 principios ativos, com
tecnologias Bt {Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae)} inclusas para
ambas as espécies (Banazeer et al., 2022; Mota-Sanches e Wise, 2023). Devido a essas

espécies terem desenvolvido resisténcia as principais classes de produtos quimicos, houve



necessidade de buscar alternativas para o controle e atualmente as opgbes s&o mais
variadas (Alyokhin, 2007; Maharijaya e Vosman, 2015; Kadoi¢ Balasko et al., 2020).

Essas alternativas incluem praticas culturais, produtos quimicos sinérgicos, RNAi e
agentes de controle biolégico (Sexson e Wyman, 2005; Cock et al., 2010; Kaleem Ullah et
al., 2022; Liu et al., 2022). O controle biolégico € uma das alternativas com grande potencial,
dada a crescente procura de produtos agricolas saudaveis e organicos, que exigem praticas
de cultivo mais sustentaveis e menos agressivas ao homem e ao ambiente (van Lenteren et
al., 2017). Entre as alternativas biologicas, a bactéria gram-positiva B. thuringiensis é
promissora (Walker et al., 2003), em especial B. thuringiensis var. tenebrionis que produz a
proteina Cry3A, com resultados satisfatorios para o controle de coledpteros como L.
decemlineata através de plantas de batata transgénica que expressam o gene Cry3A
responsavel por codificar a proteina Cry3Aa (Perlak et al., 1993; Park et al., 2009; Mi et al.,
2015). Para P. xylostella alguns produtos formulados ja estdo disponiveis no mercado ha
algum tempo, por exemplo o Agree®, que utiliza B. thuringiensis var. aizawai GC-91 e var.
hurstaki em sua composicdo. No entanto, apesar dos inseticidas a base de Bt serem
considerados os mais bem sucedidos entre os bioinseticidas microbianos (Raymond e
Federici, 2017), ambas as espécies ja possuem registro de resisténcia a Bt (Banazeer et al.,
2022; Mota-Sanches e Wise, 2023).

Uma alternativa de controle biolégico também ¢é a utilizacdo de predadores (Hough-
Goldstein et al., 1993), entre eles os crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae). Dentre as
espécies de Chrysopidae, Chrysoperla rufilabris (Burmeister, 1839) tem grande importancia
na América do Norte, possuindo relatos de ocorréncia em plantios de batata, e
disponibilidade para venda, porém, ha poucos registros da associacédo deste predador com
pragas da familia Chrysomelidae (Coleoptera), com grande escassez para L. decemlineata
(Nordlund et al., 1991). Tratando-se da regido Neotropical, Ceraeochrysa cincta (Schneider,
1851) (Neuroptera: Chrysopidae) possui grande destaque por ocorrer em varios
agroecossistemas (Tauber e Teresa de Ledn, 2001), e haver registros de sua associagao
com P. xylostella (De Oliveira Pimenta et al., 2020). Os adultos dessas duas espécies
alimentam-se principalmente de pdlen e néctar, mas as larvas sdo notoérias pela sua
voracidade contra as presas e com resultados bastante satisfatérios para grande variedade
de artropodes-praga (Principi e Canard, 1984). Essas larvas se alimentam normalmente de
artrépodes de corpo mole, como pulgdes, lagartas, moscas brancas e acaros (Legaspi et al.,
1994; Giles et al., 2000; Hassanpour et al., 2009; Hernandez-Juarez et al., 2016).



Embora o uso de inimigos naturais seja uma alternativa importante para o manejo
sustentavel de L. decemlineata e de P. xylostella, isoladamente eles normalmente ndo sao
capazes de manter as densidades populacionais dessas pragas abaixo dos niveis de dano
econdmico (Ferro, 1994). Assim, como estratégia de Manejo Integrado de Pragas (MIP), o
uso combinado de diferentes métodos de controle oferece vantagens em comparagao com

o uso desses métodos individualmente (Liu et al., 2014 b; Stenberg, 2017).

Um unico método de controle pode criar forte pressdo de selegédo sobre as pragas,
especialmente o quimico com inseticidas sintéticos, na qual o uso combinado de diferentes
meétodos pode ndo apenas atrasar o desenvolvimento de resisténcia, mas também aumentar
a eficiéncia de cada método empregado, como um efeito sinérgico (IRAC, 2018). No entanto,
o fator mais importante a saber antes de selecionar quaisquer métodos € se eles sao

compativeis para serem usados conjuntamente.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a compatibilidade e eficiéncia do uso
combinado de Ch. rufilabris com a proteina Cry3Aa e de Ce. cincta com o produto Bt Agree®,

para o controle L. decemlineata e P. xylostella, respectivamente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura da batata

Abatata, S. tuberosum, € uma planta do tipo herbacea pertencente a familia botanica
Solanaceae, que possui outras espécies vegetais de grande importancia econémica, como
por exemplo, o tomate {Solanum lycopersicum (L. H. Karst)}. A batata é considerada anual,
de preferéncia cultivada em clima temperado, subtropical ou tropical, pois temperatura € um
dos fatores mais limitantes para o seu cultivo, ja que n&o tolera temperaturas abaixo de 10°C
e acima de 30°C (Reddy et al., 2018). E uma planta exigente em agua, sendo necessario o
suprimento diario para um melhor desenvolvimento e producdo. A formacgao dos tubérculos
se inicia por volta de 25 dias apés o plantio e pode ser colhido por volta de 60 a 70 dias,
quando atingem tamanho satisfatério para comércio, com chances de ocorrer variagdes em
fungao da variedade (Reddy et al., 2018).



Acredita-se que a batata foi cultivada pela primeira vez pelo povo Inca na regido dos
Andes, no Chile, onde posteriormente foi introduzida na Europa por exploradores espanhdis
por volta do século 16, dai levada para outros paises como Inglaterra e Irlanda (Lee, 2006).
Por volta de 1780, a batata ganhou grande destaque e no século 20 passou a ser
considerada uma das culturas alimentares mais importantes para o consumo humano, por
razdes econdmicas e nutricionais (Koch et al., 2019; Devaux et al., 2020; Devaux et al.,
2021). Atualmente a batata € um elemento essencial para a seguranga alimentar e fonte de
renda, sobretudo para os paises em desenvolvimento (Zhang et al., 2017), sendo cultivada
em varios continentes como nas Américas, Asia, Europa e Africa com area de plantio
estimada de 19 milhdes de hectares, com destaque para os maiores produtores, Asia e Africa
(Muthoni et al., 2010; Devaux et al., 2021). O tipo de consumo pode variar, mas cerca de 2/3
de toda a producao é destinada ao consumo do tubérculo fresco, com estimativa média de

cerca de 50 kg de batata por pessoa por ano (Devaux et al., 2020).

Com tamanha importancia socioecondémica, a cultura da batata chama a atencéao de
muitos pesquisadores, com o trabalho dirigido para uma produgdo que se adeque as
exigéncias atuais de cultivo e que fornega um produto de qualidade e em quantidade, sem
aumento significativo da area de cultivo, com menos desperdicio de insumos, com
segurancga para o homem e outros animais, bem como ao meio ambiente (Andrivon, 2017;
Smith et al., 2017; Devaux et al., 2020). Esses desafios se tornam ainda maiores frente ao
ataque de pragas, com destaque para L. decemlineata (Weber, 2003), cuja principal forma

de controle ainda € a utilizag&do de inseticidas quimicos.

2.2. Leptinotarsa decemlineata

L. decemlineata originalmente ndo era praga de batata, uma vez que nao
compartilharam o mesmo centro de origem, que se acredita ser no México. Porém, com a
introdugao dessa espécie na Europa, durante a Primeira Guerra Mundial, de forma acelerada
se adaptou e tornou-se a praga mais destrutiva para a cultura da batata (Hare, 1990;
Radcliffe e Lagnaoui, 2007). Cerca de158 paises e territorios cultivam batata em todo o
mundo, sendo na América do Norte, Europa e Asia que os produtores enfrentam os maiores
problemas com as infestagdes de L. decemlineata que é ausente no Brasil (Weber, 2003;

Devaux et al., 2021). Os maiores danos podem ser identificados nas folhas, porém em caso



de superpopulacdo ou escassez de folhas, tanto as larvas como os adultos podem se

alimentar dos ramos e tubérculos (Horton et al., 1997).

Os adultos iniciam a alimentagao logo que emergem do solo (onde passam a fase
pupal), em seguida as fémeas iniciam a oviposigao por volta de 5-10 dias apds a emergéncia.
A oviposicao ocorre na superficie das folhas e as larvas comegam a consumir a area foliar
logo apds a eclosao (Hare, 1990). Afase larval tem 4 instares que se completam num periodo
de 10-20 dias, sendo elas mais vorazes a medida que os instares avangcam (Ferro et al.,
1985). A fase adulta é relativamente longa, onde pode variar de 55 a 120 dias, em média
(Peferoen et al., 1981).

Devido a adaptagdes genéticas, L. decemlineata € conhecida por desenvolver
resisténcia a inseticidas de forma acelerada (Stankovi¢ et al., 2004), o que faz os produtores
utilizarem dosagens mais elevadas de inseticidas quimicos e com maiores numeros de
aplicagdes, na esperancga de sanar o problema, porém, para a selegcao de populacdes cada
vez mais resistentes e de modo mais rapido (Maharijaya e Vosman, 2015). Dosagens
maiores acompanhado de pulverizagcdes cada vez mais frequentes torna o cultivo de batata
menos sustentavel e mais prejudicial para o ambiente e saude humana (Wustman e
Carnegie, 2000). Inclusive ja foi possivel selecionar populagdes resistentes em laboratério a
um dos mais novos produtos (a base de dsRNA) desenvolvidos para o controle de L.
decemlineata (Mishra et al., 2023).

Devido a isso, a demanda mundial por alimentos mais saudaveis e de cultivo
sustentavel, tem sido observado grande esforgo na procura de estratégias de controle mais
seguras e seletivas para o controle de L. decemlineata, com os inimigos naturais incluidos
nesse processo (Alyokhin et al., 2015). Porém, os estudos ainda sdo muito incipientes e com
poucos registros de inimigos, sejam predadores ou parasitoides (Maharijaya e Vosman,
2015). Espécies de inimigos naturais, como Pterostichus melanarius (llliger, 1798)
(Coleoptera: Carabidae), Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) (Neuroptera: Chrysopidae),
e alguns isolados de Bt como Bacillus pumilus (Meyer and Gotthell), B. cereus Frankland &
Frankland e B. megaterium de Bary, ja foram explorados em estudos para avaliar suas
eficiéncias no controle de L. decemlineata (Erturk et al., 2008; Alvarez et al., 2013; Sablon et

al., 2013), porém ainda sem resultados concretos de utilizagdo em campo.



2.3. Cultura das brassicaceas

Brassicaceae compreende cerca de 375 géneros e 3500 espécies descritas (Sarfraz
al., 2006). Em Brassica existem cerca de 159 espécies descritas, com algumas consideradas
“selvagens” (Zhou et al., 2012). No Brasil ha cerca de sete géneros e de 50 espécies de
brassicas, entre as principais destacam-se: couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis),
repolho (B. oleracea var. capitata), brocolis (B. oleracea var. italica), couve manteiga (B.
oleracea var. acephala), rucula (Eureca sativa Mill), rabanete (Raphanus sativus L.), nabo

(Brassica rapa L. var. rapa) e o agridao (Rorippa nasturtium-aquaticum L.) (Raza et al., 2020).

Durante o cultivo, diversas pragas podem atacar as plantas da familia Brassicaceae
(Squires et al., 2009), o que € um dos fatores mais limitantes para o seu cultivo. Dentre estas
pragas estdo: a traca-das-cruciferas, P. xylostella; Ascia monuste orseis (Latreille, 1819) e
Pieris rapae (L., 1758) (Lepidoptera: Pieridae); os pulgdes Brevicoryne brassicae (L., 1758)
e Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae); e Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Vasicek et al., 2003; Shelton e Nault, 2004; Ulusoy e Olmez-
Bayham, 2006; lkeura et al., 2010; Schlick-Souza et al., 2011; Olaniyi et al., 2021).

Os custos para o controle de P. xylostella podem atingir bilhdes de reais ao ano em
todo o mundo (Zaluchi et al., 2012), devido principalmente aos agroquimicos utilizados (Villas
Bbas et al., 2004), isso porque o método quimico ainda € a primeira estratégia empregada
para o controle desta praga. Porém, diversos estudos tém sido conduzidos com o intuito de
explorar o potencial de predadores e de parasitoides para seu biocontrole (Ponce et al.,
2022; Wang et al., 2023).

2.4. Plutella xylostella

A mariposa P. xylostella € um inseto especialista de brassicas e ocorre em todas as
areas que se tem plantio dessas culturas (Talekar e Shelton, 1993). Trata-se de um inseto
holometabolo, portanto com quatro estagios de desenvolvimento durante seu ciclo de vida,
ovo, larva (lagarta) com quatro instares, pupa e adulto (Talekar e Shelton, 1993). Estes
estagios podem sofrer variagbes em sua duragado, estendido ou atrasado, em fungao

principalmente com a temperatura (Dias et al., 2004; Golizadeh et al., 2007). Essas



mudangas podem ser morfologicas, fisiolégicas ou bioldgicas, como perda de apetite,
diminuicdo de movimento, mudanca de coloragdo e diminuicdo da sensibilidade, dentre
outras (Viana et al., 2009)

Os ovos podem ser colocados individualmente ou agrupados, na maioria das vezes
na parte abaxial das folhas, apresentam periodo de incubagédo de 2 a 3 dias (Justus e
Mitchell, 1996). As lagartas de primeiro instar ndo consomem a parte externa das folhas, ao
invés disso, penetram no interior do parénquima foliar onde constroem pequenas galerias
de alimentacao, até a passagem para o segundo instar, com 2 ou 3 dias apds a eclosao
(Eigenbrode et al., 1991). Nesta fase, ja com uma coloragao verde-clara e cabega parda,
abandonam as galerias no mesdfilo foliar e passam a se alimentar da epiderme inferior da
folha (Talekar e Shelton, 1993). O periodo larval se completa no 4¢ instar, com as lagartas
com aproximadamente de 8 a 10 mm de comprimento, em 9 a 10 dias, quando iniciam a

confecgao do casulo de seda branca onde passam a pupa (Eigenbrode et al., 1991).

O adulto € um microlepiddptero de 8 a 10 mm de comprimento, com asas de coloracéo
parda e manchas pretas que, quando dobradas em repouso, formam um desenho prismatico
prateado, fato que faz alusdo ao seu nome comum na lingua inglesa “diamondback moth”.
Macho e fémea apresentam tamanho semelhante, sendo possivel observar o dimorfismo
sexual pela parte final e ventral do abdémen, onde o macho apresenta uma espécie de

“fenda” e a fémea duas manchas circulares com coloragéo escura (Atay et al., 2019).

O acasalamento ocorre com mais frequéncia na luz crespuscular, ja apds o primeiro
dia de vida adulta, e é apds o entardecer e a noite que sua atividade se intensifica, com a
oviposigao que ocorre algumas horas depois da copula. Macho e fémea podem chegar a 12
dias de longevidade, com oviposicao até o 10 dia, com capacidade de colocar de 150 a 360
ovos (Abro et al., 1992).

Alguns estudos apontam a Europa, o Mediterraneo e a China como locais de origem
da traga-das-cruciferas, sendo estes considerados como centro de origem também das
brassicas. Atualmente a espécie pode ser encontrada em qualquer continente em que haja
presenga de suas plantas hospedeiras (Talekar e Shelton, 1993; Campos et al., 2006; Juric
et al., 2017; Campos e Ortiz, 2020).

Para tentativa de controle de P. xylostella, desde o inicio do século XX, o tratamento
quimico é considerado o principal método, o que gerou o desenvolvimento de populagdes

resistentes, consequentemente com o aumento da frequéncia de aplicagdes (Cheng, 1988).



Este aumento do uso de inseticidas, nao s6 contribui com o avanco do problema de
resisténcia, como também para os problemas ambientais e de saude publica, uma vez que
o0 acumulo de residuos no ambiente pode causar quadros toxicologicos e desequilibrio
ecoldgico, tendo efeito nocivo também para os inimigos naturais (De Bortoli et al., 2013).
Plutella xylostella foi o primeiro inseto a desenvolver resisténcia ao DDT, constatado a
apenas 3 anos apos o inicio de sua utilizagdo (Ankersmit, 1953). Alguns anos depois o
numero de registros de resisténcia desta espécie aumentou para mais de 80 ingredientes
ativos em todo o mundo, como abamectina, deltametrina, piretroides, fosforados e produtos
mais recentes como as diamidas antranilicas (Castelo Branco e Melo, 2002; Praga et al.,
2010; Wang e Wu, 2012).

2.5. Chrysopidae

Chrysopidae € conhecida por possuir representantes predadores e ser de uma das
ordens mais antigas (Neuroptera), com registros de fésseis datados entre 300 e 250 milhdes
de anos (Winterton et al., 2010; Liu et al., 2014a; Badano et al., 2017). Junto dela, as familias
Hemerobiidae, Myrmeleontidae e Mantispidae também sdo bastante conhecidas, com
espécies distribuidas por todo o globo, excegdo feita a Antartida, e Chrysopidae e
Mymeleontidae sdo as familias mais diversas em numero de espécies com cerca de 1.300

e 1.500 espécies descritas respectivamente (Aspdk, 2002; Oswaldo e Machado, 2018).

Os crisopideos sdo chamados popularmente de “bicho-lixeiro”, nome atribuido ao
comportamento que algumas espécies possuem de acumular no dorso os restos de presas
e pequenos detritos que encontram por onde caminham, estratégia utilizada como defesa e
camuflagem contra possiveis ataques de predadores (Adams e Penny, 1985). O material
que compde o lixo pode ser de varias fontes, particularmente exoesqueletos de suas presas,
exuvias de artrépodes, pequenas folhas, pelos de animais, liquens, cascas de arvores, ceras
de insetos (Smith, 1926; Canard e Volkovich, 2001) e até pedagos de papel colocados como
refugio em criagdes de laboratério. Outra fungéo importante do acumulo desses detritos é
auxiliar na confeccao da pupa. Este material se mantém preso ao corpo das larvas gragas a
inUmeras cerdas presentes desde seu dorso até o final do abdémen (Smith, 1926; New,
1969).



Crisopideos também sao conhecidos pela oviposicdo muito caracteristica, que
consiste em ovos presos a um pedicelo que mantém os ovos suspensos, que servem de
uma o6tima estrutura fisica e quimica de protegao, visto que algumas espécies depositam
substancias repelentes nesses pedicelos, 0 que auxilia na protecdo contra predacao dos
ovos (Duelli e Johnson, 1992; Eisner et al., 1996). Os ovos, na maioria das espécies,
possuem coloracdo esverdeada, com tendencia a ficarem acinzentadas a medida que o
desenvolvimento embrionario avanca e fica mais préoximo da eclosdo das larvas, com os

ovos podendo ser colocados de forma isolada ou em grupo (Gepp, 1984; Freitas, 2002).

Do ponto de vista aplicado ao controle biolégico, a larva € a que recebe maior
destaque pois é a fase predadora, com algumas raras exce¢des de espécies onde adultos
também podem ser predadores (Principi e Canard, 1984). As larvas sdo do tipo
campodeiforme, e sdo reconhecidas pelo aparelho bucal bem desenvolvido e assemelhando
a uma pinga, com mandibulas e maxilas justapostas que formam um tubo que funciona como
um canudo por onde o conteudo interno das presas € ingerido (Souza, 1999). As larvas
apresentam trés instares, que podem ser identificadas por duas caracteristicas morfoldgicas:
nos géneros Ceraeochrysa Adams, 1982, Chrysopodes Navas, 1913 e Leucochrysa
McLachlan, 1868 as larvas geralmente s&do mais claras e carregam detritos no dorso, além
de apresentarem o corpo mais ovalado e recoberto por cerdas mais longas (Lamunyon e
Adams, 1987; Tauber et al., 2014). Por outro lado, espécies do género Chrysoperla
Steinmann, 1964 apresentam o corpo mais alongado, possuindo também cerdas mais curtas
(Lamunyon e Adams, 1987; Tauber et al., 2014). Dos géneros da familia Chrysopidae,
Ceraeochrysa e Chrysoperla sao os mais estudados e aqueles com maior destaque
(Albuquerque et al., 2001). Ceraeochrysa recebe grande destaque principalmente tratando-
se da regiao Neotropical, no qual esse género é frequentimente observado em varios

agroecossistemas (Sosa-Duque e Tauber, 2021).

Os adultos apresentam asas membranosas e hialinas, repletas de longas nervuras
(Brooks e Barnard, 1990). Algumas espécies sdo de coloragdo castanho-escura,
avermelhada e mais raramente amarela (Albuquerque, 2009; Bestete et al., 2019). Na
grande maioria das espécies a alimentacado € basicamente a base de néctar e polen, bem
como de “honeydew” (Principi e Canard, 1984).

Um dos motivos que tem despertado a atengéo sobre crisopideos é que esse grupo
de insetos possui registro nos mais diversos ambientes e com diferentes tipos de vegetacao,
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desde plantas de porte arbdoreo até herbaceas, florestas e agroecossistemas, inclusive
monocultivos, como plantios de algodao, milho, cana-de-agucar, pimenta, pimentdo, entre
outros (McEwen et al., 2001), o que confere uma grande plasticidade ecolégica desses
individuos (Freitas e Penny, 2001; Gitirana Neto et al.,, 2001; Freitas, 2002; Souza e
Carvalho, 2002; Costa et al., 2010). Apesar da ocorréncia em agroecossistemas, a
diversidade de espécies é menor quando comparado com ambientes de mata nativa, por

exemplo (Resende et al., 2014).

3. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos

2.1.1. Chrysoperla rufilabris

A populagdo de Ch. rufilabris teve origem em ovos obtidos de uma biofabrica
comercial (Beneficial Insectary, 9664 Tanqueray Ct, Redding CA 96003, EUA). A populacao
foi estabelecida seguindo a metodologia adaptada por Freitas (2001) na Universidade do
Tennessee. Aproximadamente 20 casais foram mantidos em incubadora (Percival, Perry,
IA) em condigdes controladas (T = 26 + 1 °C; UR = 75,0%; e fotoperiodo = 12L:12E)
acondicionados em gaiolas plasticas cilindricas (16,0 cm de didametro x 20,0 cm de altura)
com o interior coberto com papel sulfite para servir de substrato de oviposi¢ao. As gaiolas
foram cobertas com um tecido tipo “voile” na parte superior, sendo a porcao inferior
assentada um pote de plastico (17,0 cm de didmetro x 8,0 cm de altura). A dieta dos adultos
foi uma mistura de mel e levedura de cerveja (1:1), sendo fornecida diariamente sobre um
pedaco de algodao umedecido acoplado em um tubo plastico contendo agua destilada,
colocado no topo da gaiola. Os ovos foram recolhidos de trés em trés dias utilizando-se uma
lamina de estilete para seccionar os pedicelos e, em seguida, foram acondicionados em
copos tipo de café (50,0 ml) com tampa, numa proporgao de 3 ovos por copo. Durante toda
a fase imatura, o predador foi mantido nos copos e alimentado diariamente ad libitum com

ovos de Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) até a fase pupal.



11

2.1.2. Leptinotarsa decemlineata

A populagao de L. decemlineata foi obtida a partir de adultos, ovos e larvas recolhidos
em treze locais de nove estados dos EUA (Maine, Minnesota, Nova lorque, Carolina do
Norte, Oregon, Pensilvania, Tennessee, Washington e Wisconsin). Os espécimes coletados
foram levados a Universidade do Tennessee, onde as populacdes foram estabelecidas.
Durante seis meses, cada populacao foi criada separadamente, sendo depois agrupada para

gerar a populagao GC (General Colony) utilizada neste estudo.

As populagdes foram mantidas em gaiolas de aluminio (61,0 cm de largura e altura x
122,0 cm de comprimento) em casa-de-vegetacdo com condi¢des controladas (T =27 £ 3
°C; umidade relativa > 70%; e fotoperiodo = 18L:6E), sendo alimentadas ad libitum com
plantas de batata (Solanum tuberosum var. Desirée). As plantas de batata foram cultivadas
em vasos de 11,3 litros, sem a utilizagcdo de agrotéxicos, no “University of Tennessee
AgResearch Plateau and Education Center” (Crossville, TN). Os ovos foram recolhidos de
dois em dois dias e transferidos para gaiolas de larvas (0 mesmo modelo descrito) e

mantidos nas mesmas condi¢cdes que os adultos.

2.1.3. Ceraeochrysa cincta

A criagao estoque de Ce. cincta foi conduzida de acordo com a metodologia adaptada
de Freitas (2001) na Universidade estadual paulista, em condigbes controladas (T = 26 + 1
°C; UR =75,0%; e fotoperiodo = 12L:12E) e foram utilizadas gaiolas cilindricas (20,0 cm de
diametro x 20,0 cm de altura) com o interior coberto com papel sulfite para servir de substrato
de oviposigao. As gaiolas foram cobertas com tecido tipo “voile” na parte superior e
assentadas em um pote plastico (17,0 cm de didmetro x 8,0 cm de altura). A dieta dos adultos
consistiu em uma mistura de mel e levedura de cerveja (1:1), fornecida diariamente em um
pedaco de algoddo umedecido acoplado em um tubo plastico colocado no topo da gaiola.
Os ovos foram recolhidos de trés em trés dias e utilizou-se uma lamina de estilete para cortar
os pedicelos e, em seguida, acondicionados em tubos de ensaio de fundo chato (8,0 cm x
2,5 cm), numa proporgao de 3 ovos por tubo. Durante toda a fase imatura o predador foi
mantido nesses tubos e alimentado diariamente ad libitum com ovos de Corcyra cephalonica
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(Stainton, 1866) (Lepidoptera: Pyralidae) até a fase pupal. Os espécimes de crisopideos da
populagdo foram devidamente confirmados como C. cincta pelo taxonomista Dr. Caleb
Califre Martins.

2.1.4. Plutella xylostella

Os insetos foram obtidos de coletas de campo da regido de Jaboticabal e foram
criados em sala climatizada com temperatura de 25 + 1°C, fotoperiodo de 12 h de luz e 12
h de escuro e umidade relativa de 70 + 10%, segundo a metodologia de Barros e Vendramim
(1999). O substrato para alimentacao e oviposicéo de P. xylostella foi folhas de couve (B.
oleracea var. acephala, cv. Manteiga), cultivada em area experimental da FCAV - Unesp,

Campus de Jaboticabal (campo e casa-de-vegetacao).

Adultos recém-emergidos foram transferidos para gaiolas plasticas circulares
transparentes (13,0 cm de diametro x 15,0 cm de altura), com uma abertura lateral retangular
de 10,0 cm x 5,0 cm, coberta por tecido tipo “voile”, e outra na extremidade oposta de 10,0
cm x 2,0 cm para troca dos discos foliares (substrato para oviposi¢céo) e fechada com filme
plastico de PVC. Os adultos foram alimentados com solucédo de mel a 10,0%, embebida em

esponja presa na parte superior da gaiola.

No interior das gaiolas foram colocados discos de folha de couve de 8,0 cm de
didametro (substrato para a oviposi¢ao), sobre discos de papel filtro umedecidos de 9,0 cm
de didmetro. Como suporte para os discos foliares foi utilizado um copo plastico transparente
descartavel de 250,0 mL colocado em posic¢ao invertida no interior da gaiola. Esses discos
de couve, juntamente com o disco de papel, foram trocados diariamente por trés dias
consecutivos e acondicionados em placas de Petri descartaveis (9,0 cm de didmetro) até a
eclosido das lagartas. Apds a eclosao, os discos com as lagartas foram transferidos para
recipientes plasticos (27,0 cm de comprimento x 17,0 cm de largura x 8,0 cm de altura) e
folhas de couve foram oferecidas para alimentagao. A troca das folhas do recipiente foi feita

diariamente até que os insetos atingissem a fase de pupa.

2.2. Proteina Cry3Aa
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Uma colbnia isolada de B. thuringiensis subsp. morrisoni biovar tenebrionis (“Bacillus
Genetic Stock Center”, Columbus, OH) foi utilizada para inocular frascos com 1/3 de meio
de cultivo (TSB). As culturas foram incubadas durante 3 dias (28 °C, 160 rpm de agitagao)
até a esporulacdo, que foi confirmada por observagdo microscépica. As culturas foram
centrifugadas durante 10 min (10.000 rpm) e os “pellets” foram lavados com NaCl 1 M; 0,1%
de Triton X-100, repetindo-se esse processo trés vezes e seguido de trés lavagens com agua
destilada. O “pellet” final foi resuspenso com solugao solubilizante (50 mM Na2CO3, 0,1%
B-mercaptoetanol, 0,1 M Nacl) e incubado durante a noite (30 °C, 200 rpm). A solugéo
solubilizada foi centrifugada durante 30 minutos (14.500 rpm) e o sobrenadante foi
transferido para uma coluna HiTrap Q HP pré-equilibrada com tampéao A (50 mM Na2CO3,
pH 9) para o processo de purificagdo por troca anibnica em um sistema AKTA FPLC (GE
Healthcare). A diluigao foi efetuada com um gradiente linear do tampao B (tampao A com 1
M de NaCl). As fragdes que continham uma banda com o tamanho esperado da proteina
Cry3Aa (~ 73 kDa) foram identificadas por gel SDS-10%PAGE. As fragbes foram entdo
agrupadas e quantificadas, conforme descrito por Bradford (1976), com BSA como padrao e

mantidas a -80 °C até serem utilizadas nos bioensaios.

Figura 1. Esquema do processo de producao e purificagao da proteina Cry3Aa.
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2.3. Bioensaios

2.3.1. Parametros biologicos de Chrysoperla rufilabris exposta de forma direta e

indireta a proteina Cry3Aa

Para avaliar os parametros bioldgicos de Ch. rufilabris foram utilizadas larvas de 2¢
instar. Os bioensaios foram feitos em duas etapas (50 larvas por etapa), que totalizaram 100
larvas para cada tratamento, que foram: ovos de E. kuehniella (como controle); ovos de E.
kuehniella + 2ul da proteina Cry3Aa (ingestao direta para Ch. rufilabris); larvas de 22 instar
de L. decemlineata; larvas de 2° instar de L. decemlineata previamente infectada pela
proteina Cry3Aa através de folhas de batata tratadas pelo método “leaf dip” de acordo com
Liu e Stansly (1995) (ingestédo indireta para Ch. rufilabris). A concentracdo da proteina

Cry3Aa utilizada foi a CLso (4,22 pug/ml) previamente estabelecida por Mishra et al. (2021).

Os tratamentos foram oferecidos diariamente para as larvas até atingirem a fase de
pupa. Nesse periodo foram avaliados o tempo de cada instar larval, periodo pupal e
viabilidade da fase imatura. Com a emergéncia dos adultos foram formados 15 casais que
foram alimentados com mistura de mel e levedo de cerveja na proporgéao de 1:1. Durante
fase adulta as avaliagdes foram realizadas a cada 24 h, determinando-se a longevidade de
machos e de fémeas, periodo de pré-oviposicio, oviposi¢ao, pds-oviposicdo, o numero de

ovos por fémea, periodo de incubacao e viabilidade dos ovos.

Além dessas analises foram construidas tabelas de vida de fertilidade, de acordo com
Birch (1948), Silveira Neto et al. (1976), Southwood (1978) e Maia et al. (2000), com os
seguintes parametros avaliados: x = ponto médio de cada idade das fémeas parentais, idade
essa considerada desde a fase de ovo; Ix = expectativa de vida até a idade x (fracdo de uma
fémea); mx = fertilidade especifica ou numero de descendentes por fémea produzidos na

idade x e que originardo fémeas; Ix. mx = numero total de fémeas nascidas na idade x.

Com os parametros de crescimento populacional resultantes da tabela de vida, foram
calculados os valores de Ro = taxa liquida, ou seja, a taxa de aumento populacional,

considerando fémeas de uma geracao para outra, ou ainda, o numero de fémeas geradas
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por fémea parental por geracédo; T = tempo médio de geragdo ou duragdo meédia de uma
geracgao; rm = capacidade inata de aumentar em numero ou taxa intrinseca de aumento; A =
razao finita de aumento (numero de vezes que a populagao multiplica em uma unidade de
tempo). Determinou-se também TD (tempo necessario para a populagdo duplicar em

numero), segundo Krebs (1994).

As caracteristicas bioldgicas de Ch. rufilabris foram analisadas em delineamentos
inteiramente casualizados (DIC). Os dados encontrados foram submetidos aos testes de
normalidade (teste de Kolmogorov) e de homogeneidade da variancia (teste de Bartlett) e,
quando necessario, foram transformados para atender aos requisitos da analise de variancia
(ANOVA). Quando os dados atenderam aos requisitos foram submetidos a ANOVA e,
quando as interagdes foram significativas, as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Quando ndo atenderam aos requisitos foi empregado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis e comparados pelo teste de Wilcoxon a 5%. Todas as analises

foram realizadas empregando-se o software SAS (SAS Institute, 2015).

2.3.2. Parametros biologicos de Ceraeochrysa cincta exposta de forma direta e indireta

ao produto Bt Agree®

Para avaliar os parametros bioldgicos de Ce. cincta foram utilizadas larvas de 29 instar.
Os bioensaios foram feitos em duas etapas (utilizando-se 50 larvas por etapa) totalizando
100 larvas para cada tratamento, que foram: ovos de C. cephalonica (como controle); ovos
de C. cephalonica + 2,0 ul do produto Agree® (ingestio direta para Ce. cincta); larvas de 22
instar de P. xylostella; larvas de 22 instar de P. xylostella previamente infectada pelo produto
Agree® através da alimentagéo de folhas de couve tratadas com o produto pelo método “leaf
dip” de acordo com Liu e Stansly (1995) (ingestéo indireta para Ce. cincta). A concentragao
do produto Agree® utilizada foi a referente a CLso da concentragdo indicada pelo fabricante
(150,0 g/L). Os tratamentos foram oferecidos diariamente para as larvas até atingir a fase de
pupa. Nesse periodo foram avaliados o tempo de cada instar larval, periodo pupal e
viabilidade da fase imatura. Com a emergéncia dos adultos foram formados 15 casais que
receberam como alimento uma mistura de mel e levedo de cerveja na proporgao de 1:1.

Durante fase adulta as avaliagdes foram realizadas a cada 24 h, onde foram determinada a
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longevidade de machos e de fémeas, periodo de pré-oviposi¢ao, oviposigao, pos-oviposi¢ao,

0 numero de ovos por fémea, periodo de incubagao e viabilidade dos ovos.

Além dessas analises, também foram construidas tabelas de vida de fertilidade como

descrito no item 2.2.2.

As caracteristicas bioldgicas de Ce. cincta foram analisadas em delineamentos
inteiramente casualizados (DIC). Os dados encontrados foram submetidos aos testes de
normalidade (teste de Kolmogorov) e de homogeneidade da variancia (teste de Bartlett) e,
quando necessario, foram transformados para atender aos requisitos da analise de variancia
(ANOVA). Quando os dados atenderam aos requisitos foram submetidos a ANOVA e,
quando as interagdes foram significativas, as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Quando ndo atenderam aos requisitos foi empregado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis e comparados pelo teste de Wilcoxon a 5%. Todas as analises

foram realizadas empregando-se o software SAS (SAS Institute, 2015).

2.3.3. Resposta funcional de Chrysoperla rufilabris associada ou ndao a proteina

Cry3Aa predando Leptinotarsa decemlineata

Para avaliar a resposta funcional de Ch. rufilabris em condi¢cdes de laboratério foram
utilizadas larvas de 2¢ instar de L. decemlineata como presas. Para todos os instares larvais
do predador, as densidades de presas foram definidas apds testes preliminares para
identificar o niumero minimo e maximo de larvas consumidas pelo predador em 24h. As
densidades foram (2, 4 e 8), (2, 4, 8 e 16) e (2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128) para o primeiro,
segundo e terceiro instares do predador, respectivamente. Foram realizadas 15 repeti¢des
(uma larva do predador por repeticdo) para todas as densidades. A arena foi consistida por
um ramo de batata tratado e nao tratado com a proteina Cry3Aa pelo método “leaf dip”
(aproximadamente 15,0 cm de comprimento) contendo 5 folhas. Os ramos foram tratados
por imersao durante 10 segundos nas solugdes e, depois de tratadas, foram mantidas em
uma camara de fluxo para secagem. As larvas de L. decemlienata foram liberadas nos ramos
com o auxilio de um pincel, seguidas pelas larvas do predador. Durante todo o periodo do
bioensaio (24h) os ramos foram mantidos com o pedicelo em copo plastico (180,0 ml) com
agua destilada para manter seu vigor. Em seguida, as arenas foram colocadas dentro de

recipientes plasticos (2,0 L). Todas as larvas de Ch. rufilabris utilizadas foram submetidas a
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um periodo de jejum de 12 horas antes da instalagdo dos bioensaios. O consumo de presas

foi registrado apds 24 h, pela contagem do numero de larvas consumidas.

Figura 2. llustragdo da arena utilizada para os testes de reposta funcional.

A resposta funcional exibida por Ch. rufilabris foi estimada pela determinagao da curva
de resposta funcional através de analise de regressao logistica polinomial usando o “Proc
CATMOD” no SAS (SAS Institute, 2015). Arelagédo entre o numero de presas em fungéo das
densidades e do numero de presas consumidas foram determinados pela seguinte funcao
polinomial:

Ng _ exp (Pg+PiNg + PoN§ + P3Ng
No  1+(Pg + P{Ng + PN + P3N3 ’

onde: (Na) representa o numero de presas consumidas; (No) representa o numero de presas
oferecidas; (Po, P1, P2 e P3) representam a constante linear, quadratica e cubica
respectivamente. O sinal do coeficiente linear foi usado para determinar a forma da curva da
resposta funcional. Coeficiente linear negativo (P1 < 0) e coeficiente linear positivo (P1 > 0)

indicam os tipos de resposta funcional Il e lll, respectivamente (Juliano, 2020).

Ataxa de ataque (a’, tempo necessario para matar a presa) e o tempo de manipulagao
(Th, tempo necessario para manipular a presa) também foram determinados pela resposta

funcional. Para isso, foi realizado analise de regresséo nao linear, usando o “Proc NLIN” no
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SAS, e os parametros foram comparados baseados nos intervalos de confianga (95%)

obtidos, como a seguir:
Ng = Ny {1 — expla’ (T,N, — D]},

onde: (Na) representa o numero de ovos consumidos; (No) representa o numero de ovos
ofertados; (a’) taxa de ataque; (Tn) tempo de manipulacédo; (T) tempo que o predador teve
acesso a presa (24h). A diferenca das médias foi considerada estatisticamente significativa
(a = 0,05) se ndo houvesse sobreposi¢ao dos intervalos de confianga entre as médias dos

tratamentos.

2.3.4. Consumo médio de Ceraeochrysa cincta associado ou ndo ao produto Bt Agree®

predando Plutella xylostella

O consumo médio de larvas de P. xylostella por Ce. cincta foi analisado em
delineamentos inteiramente casualizados (DIC). As arenas continham discos foliares de
couve tratados e ndo tratados com o produto Agree® pelo método “leaf dip”, foram oferecidas
30 e 40 larvas de P. xylostella (de segundo instar) para o segundo e terceiro instares do
predador e apds 24 horas foram contabilizados os individuos predados. Foram realizadas
15 repeticées (uma larva do predador por repeticdo) para todas as densidades. Os dados
encontrados foram submetidos aos testes de normalidade (teste de Kolmogorov) e de
homogeneidade da variancia (teste de Bartlett) e, quando necessario, transformados para
atender aos requisitos da analise de variancia (ANOVA). Quando os dados atenderam aos
requisitos foram submetidos a ANOVA e, quando as interagdes foram significativas, as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando ndo atenderam aos
requisitos foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e comparados pelo teste
de Wilcoxon a 5%. Todas as analises foram realizadas empregando-se o software SAS (SAS
Institute, 2015).

2.3.5. Sobrevivéncia de Leptinotarsa decemlineata expostas a proteina Cry3Aa

associada a Chrysoperla rufilabris
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A sobrevivéncia das larvas de L. decemlineata nas folhas com os respectivos
tratamentos foi observada durante 7 dias. Os tratamentos foram: T1 - Agua + Tween 0,1%;
T2 — LCso Cry3Aa + Tween 0,1%; T3 - Agua + larva de terceiro instar de Ch. rufilabris; T4 -
LCso Cry3Aa + larva de terceiro instar de Ch. rufilabris. Os ramos foram tratados por imersao
durante 10 segundos nas solugdes, e em seguida colocados em camara de fluxo laminar
para secagem. Apds a secagem, foram libertadas 15 larvas de segundo instar de L.
decemlineata e 1 larva de terceiro instar de Ch. rufilabris para cada repeticéo (10 repeti¢des).
O terceiro instar do predador foi selecionado com base nos melhores resultados de predagao

obtidos nos testes de resposta funcional.

2.3.6. Influéncia da associagao de Chrysoperla rufilabris e da proteina Cry3Aa nos

danos causados em folhas de batata por Leptinotarsa decemlineata

A partir dos testes de sobrevivéncia de L. decemlineata aos tratamentos acima citados,
os ramos de batata utilizados passaram por uma avaliagdo de danos. Os niveis de danos
nas folhas de batata foram determinados por um sistema de classificagao visual com uma
escala de 0 a 5, segundo Ferro et al. (1983), em que: 0 = sem danos visiveis, 1 = menos de
10%, 2 = 10-25%, 3 = 26-50%, 4 = 51-75% e 5 = 76-100% de danos.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros biolégicos de Chrysoperla rufilabris exposta de forma direta e indireta

a proteina Cry3Aa

Em relacdo aos periodos médios dos estagios de imaturos de Ch. rufilabris
alimentandos com presas associadas ou ndo com a proteina Cry3Aa nao foram obtidas
diferengas significativas nos periodos larvais, quando comparadas entre as mesmas
espécies de presas com ou sem associagdo de Cry3Aa (Tabela 1). Houve diferenca
significativa entre os tratamentos quando comparadas entre as duas espécies de presas,
onde foi observado um atraso de cerca de 2 dias para o 12 (x? = 44,82; df = 3; P < 0,001) e
29 (x2 = 81,45; df = 3; P < 0,001) instares, de 5 dias para o 32 (x2 = 83,63; df = 3; P < 0,001)
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instar e de 7 dias para o periodo pupal (x?> = 53,15; df = 3; P <0,001) de Ch. rufilabris quando
alimentado com larvas de L. decemlineata nas duas condi¢gdes, com ou sem associagao de
Cry3Aa (Tabela 1). Além disso, a alimentagao exclusiva de larvas de L. decemlineata nas
duas condigdes causou uma baixa viabilidade dos estagios imaturos de Ch. rufilabris quando
comparados as alimentacdes a base de ovos de E. khueniella (F = 44,62; df = 3; P < 0,001)
(Tabela 1).

Tabela 1. Periodos dos estagios imaturos de Chrysoperla rufilabris alimentados com ovos
de Ephestia khueniella e larvas de Leptinotarsa decemlineata, associados ou nao a
proteina Cry3Aa.

Estagios E. kuehniella  E. kuehniella + L. L. decemlineata +
Cry3Aa decemlineata Cry3Aa
12 instar 2,76 £ 0,76 a 293+025a 4,10+0,88b 3,93+0,88b
29 instar 3,34+£0,48 a 3,36 £ 0,48 a 550%£0,77b 530+0,54b
32 instar 3,03+0,19a 326+045a 8,13+0,68b 8,20+£0,72b
Pupa 8,80+0,49 a 8,64+0,74a 15,78+0,89b 16,20+ 0,94 b

Viabilidade 98,60+0,88a 96,00+x3,05a 43,30+£8,81b 36,60+ 3,33b
IMédias (+ EP) na mesma linha seguidas de letras diferentes séo significativamente diferentes (Teste de
Kruskal-Wallis, P<0,05).

Nao foram constatadas diferencgas significativas ao analisar os dados de fecundidade
e fertilidade de Ch. rufilabris, alimentanda com presas associadas ou ndo com a proteina
Cry3Aa (Tabela 2). Os periodos de pré-oviposigao (F = 1,92; df = 1; P = 0,1772) observados
ficaram em torno de 4 dias, os de oviposicao (F = 0,02; df = 1; P = 0,8856) em 41 dias e os
de pos-oviposigéo (x? = 0,0029; df = 1; P = 0,9574) em 1 dia. O nimero de ovos por fémea
(F=2,57;df =1; P=0,1288) teve variagdo de 475 a 592 entre os tratamentos. O periodo de
incubacéo (x? = 3,01; df = 1; P = 0,0825) foi de cerca de 4 dias e com taxa de eclosao (x? =
0,71; df = 1; P = 0,3974) acima de 90,0%. Nao foi possivel analisar este parametro devido a
baixa viabilidade que impediu formar casais suficientes para os bioensaios com adultos

quando Ch. rufilabris foi alimentada com larvas de L. decemlineata (Tabela 2).

Tabela 2. Fecundidade e fertilidade de Chrysoperla rufilabris alimentados com ovos de
Ephestia khueniella e larvas de Leptinotarsa decemlineata, associados ou ndo a proteina

Cry3Aa.
~ . E. kuehniella + . L. decemlineata
Parametros E. kuehniella Cry3Aa L. decemlineata + Cry3Aa

Pre-oviposigéo 4,26 + 0,26 a 4,73+0,20 a - -
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Oviposicao 41,93 +3,49 a 41,33+2,20 a - -
Pés-oviposicéo 0,46 £0,91 a 0,40+0,73 a - -
Ovos por fémea 475,66 +57,9a 592,88 +44,74 a - -
YIncubacéo 4,16 £ 0,36 a 4,08 +£0,27 a - -
Taxade eclosdo 93,00 + 8,23 a 90,00 £ 8,16 a - -

Médias (+ EP) seguidas de mesmas letras na linha ndo apresentam diferenca significativa (P < 0,05) pelo teste
de Student-Newman-Keus e pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A partir dos dados dos paréametros da tabela de vida de fertilidade de Ch. rufilabris,
alimentanda com presas associadas ou ndo com a proteina Cry3Aa, ndo foram observadas
diferencgas significativas nos parametros avaliados (Tabela 3). A taxa liquida de reproducgao
(Ro) variou entre 217 e 257. O tempo médio de cada geracgao (T) foi entre 33 e 34 dias, com
uma variagao de aproximadamente 4 dias para as populagdes dobrarem em numero (Dy). As
taxas finitas de aumento (A) se mantiveram em torno de 1, enquanto as taxas intrinsecas de

aumento (rm) variaram de 0,15 e 0,16 (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros da tabela de vida de fertilidade de Chrysoperla rufilabris alimentada com
ovos de Ephestia khueniella e larvas de Leptinotarsa decemlineata, associados ou nao a
proteina Cry3Aa.

E. kuehniella + L. decemlineata

Parametros E. kuehniella Cry3Aa L. decemlineata + Cry3Aa
Ro 217,366 a 257,484 a
(148,741-285,990) (202,069-312,898) ) )
T 34,3230 a 33,9423 a
(31,1021-37,5439) (31,1877-36,6969) ) )
Dt 4,41343 a 4,23600 a
(4,14924-4,67761) (4,02945-4,44255) ) )
A 1,16992 a 1,17768 a
(1,15878-1,18105) (1,16817-1,18719) ) )
m 0,15694 a 0,16355 a

(0,14743-0,16645)

(0,15549-0,17162)

Médias (+ intervalo de confianca 95%) seguidas de mesmas letras na linha ndo apresentam diferenca significativa
(P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keus. Ro = taxa liquida de reproducéo; T = tempo médio de cada geragéo;
D: = tempo necessario para a populagao dobrar em numero; A = taxa finita de aumento; rn, = taxa intrinseca de
aumento.

A curva de sobrevivéncia (Ix) demonstrou que a populagao de Ch. rufilabris quando
alimentada com ovos de E. kuehniella, comega a decair por volta 40 a 50 dias, independente

de estar ou ndo associada com a proteina Cry3Aa (Figura 3). Esse decréscimo populacional
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também €& acompanhado pela diminuicdo da fecundidade (mx), que tem um pico de

aproximadamente 100 ovos diarios entre 20 e 30 dias, com redugao apds esse periodo.

Indepedente da presenca ou ndo da proteina Cry3Aa junto a dieta, a populagdo de Ch.

rufilabris chega a zero por volta dos 80 dias, assim como a fecundidade (Figura 3).
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia especifica (Ix) e fecundidade por idade (mx) estimadas
para fémeas de Chrysoperla rufilabris alimentadas com ovos de Ephestia kuehniella nao
associado (A) e associado (B) com a proteina Cry3Aa.

3.2. Parametros biolégicos de Ceraeochrysa cincta exposta de forma direta e indireta

ao produto Bt Agree®

Os periodos médios dos estagios de imaturos de Ce. cincta alimentandos com larvas

de P. xylostella, associadas ou ndo com o produto Agree®, ndo evidenciaram diferengas

significativas nos periodos larvais quando comparadas entre as mesmas espécies de

presas, com ou sem associagdo do produto Agree® (Tabela 4). Entretanto houve diferenca

significativa entre os tratamentos quando comparadas entre P. xylostella e ovos de C.

cephalonica. Ocorreu atraso de cerca de 1 dia para o 29 instar (x> = 248,34; df = 3; P <

0,0001) e de 2 dias para o 32 instar (x> = 319,19; df = 3; P < 0,0001) de Ce. cincta quando

alimentada com larvas de P. xylostella nas duas condi¢gdes oferecidas (com ou sem
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associacgéo de Agree®). O periodo pupal (x? = 36,2; df = 3; P < 0,0001) variou entre 12 e 13
dias em todas as condicbes de alimentacdo (Tabela 4), onde quando alimento foi
exclusivamente com larvas de P. xylostella, nas duas condigdes, houve diminuigao de cerca
de 20,0% nas viabilidades de Ce. cincta, se comparada com a alimentacao a base de ovos

de C. cephalonica, com ou sem associagdo com Agree® (Tabela 4).

Tabela 4. Periodos dos estagios imaturos de Ceraeochrysa cincta alimentada com
ovos de Corcyra cephalonica e larvas de Plutella xylostella, associados ou ndo ao
produto Bt Agree®.

Estdgios C. cephalonica C. cephalonica P. xylostella P. xylostella +
+ Agree® Agree®

12 instar 3,54+0,50 a 3,53+0,50a -

29 instar 4,02+0,28b 4,10+ 0,46 ab 530+0,89 a 570+0,40 a

3%instar 4,15+0,36 b 4,13+0,34b 6,15+ 0,60 a 6,23+0,42 a

Pupa 12,92+0,70b 13,33+0,92ab 13,50+0,67 a 14,40+1,28 a

Viabilidade 9750+1,08a 96,20+154a 76,40+201b 7530+245b

IMédias (+EP) seguidas de letras diferentes nas colunas sao significativamente diferentes (Teste de
Kruskal-Wallis, P<0,005).

Os resultados de fecundidade e fertilidade de Ce. cincta alimentanda com presas
associadas ou ndo com o produto Agree® ocasionaram um aumento no periodo de pré-
oviposigao (F = 83,31; df = 3; P = < 0,0001) de 5 dias e uma drastica diminuigao de 31 dias,
no periodo de oviposicao (F = 47,13; df = 3; P = < 0,0001) quando o predador alimentou-se
de larvas de P. xylostella, com e sem a associacdo de Agree®. Para o periodo de pos-
oviposigdo (x? = 15,26; df = 3; P = 0.0016) ocorreu um aumento de cerca de 1 dia. O niUmero
de ovos por fémea variou entre 470 e 592, com o periodo de incubacgao ficando em torno de
4 dias e a taxa de eclosdo (x? = 0,4872; df = 3; P = 0,9217) acima de 90,0% para todos os

tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5. Fecundidade e fertilidade de Ceraeochrysa cincta alimentada com ovos de Corcyra cephalonica
e larvas de Plutella xylostella, associados ou nédo ao produto Bt Agree®.

C. cephalonica +

Parametros C. cephalonica Agree® P. xylostella P. xylostella + Agree®
Pre-oviposicao 6,58 £ 0,22 a 6,45+ 0,20 a 11,20£0,24 b 11,30+ 0,47 b
Oviposicao 43,58 £ 2,04 a 45,54 £ 3,73 a 14,40+1,85hb 1450+1,75b
1Pés-oviposicdo 491+299a 518+1,99 a 2,60+1,83b 240+1,42b

Ovos por fémea 872,33 + 39,65 a 903,00 +59,51 a 137,44 +16,54 b 125,50+ 19,52 b
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Incubacéo 520+£0,42a 540+051a 5,10+ 0,56 a 550+£0,52a
1Taxa de ecloséo 98,75+ 1,31 a 98,71+ 1,70 a 98,17 + 2,03 a 98,60 + 1,55 a

Médias (EP) seguidas de mesmas letras na linha néo apresentam diferenca significativa (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-
Keus e pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para os parametros da tabela de vida de fertilidade de Ce. cincta alimentanda com
presas, associadas ou ndo com o produto Bt Agree®, nao foram observadas diferengas
significativas quando comparado entre as mesmas espécies de presas associadas ou nao
ao produto em relag&o a taxa liquida de aumento (Ro) (Tabela 6). Para os demais parametros
houve diferenga significativa quando o produto Agree® foi associado aos ovos de C.
cephalonica. A taxa liquida de reprodugdo variou entre 460 e 478 com ovos de C.

cephalonica sem e com o produto Agree®.

Para os demais parametros houve diferenca significativa quando Ce. cinta foi alimenta
com ovos de C. cephalonica. O tempo médio de cada geracéao (7) foi entre 41 dias, com a
dieta sem Agree®, e 48 dias, com Agree®, com variagdo de 4 e 5 dias para as populagdes

dobrarem em nimero (D:), sem e com a presenca de Agree®, respectivamente.

As taxas finitas de aumento (A) se mantiveram cerca de 1 e as taxas intrinsecas de
aumento (rm) variaram de 0,12 e 0,14. Para as condi¢des de alimentagdo a base de larvas
de P. xylostella, com e sem a associa¢do do Agree®, ndo houve diferenca significativa para
nenhum dos parametros analisados. A taxa liquida de aumento ficou ao redor de 45; o tempo
meédio de cada geragdo em torno de 42 dias; o tempo necessario para a populagao dobrar
em numero foi de 7 dias; a taxa finita de aumento em torno de 1; e a taxa intrinseca de
aumento foi de 0,08 (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros da tabela de vida de fertilidade de Ceraeochrysa cincta alimentada com
ovos de Corcyra cephalonica e larvas de Plutella xylostella, associados ou ndo ao produto Bt

Agree®.
Parametros  C. cephalonica C. Ce/f\’gf‘e'gg'ca * P. xylostella P. XX'gﬁj;lj'a *
Ro 460,418 a 478,773 a 45,057 b 45,444 b
(414,353-506,482) (384,949-572,596)  (28,960-61,153) (29,451-61,436)
T 41,9563 b 48,4526 a 42,9351 b 42,6969 b
(39,9565-43,6591) (45,5984-51,3068) (40,5938-45,2764) (40,5328-44,8611)
D¢ 4,74199 c 5,43930 b 7,78149 a 7,72068 a
(4,55654-4,92743) (5,22591-5,65269) (7,1920-8,37097) (7,15995-8,28142)
A\ 1,15734 a 1,13586 b 1,09305 ¢ 1,09383 c
(1,15072-1,16396) (1,13016-1,14156) (1,08564-1,10046) (1,08681-1,10084)
Im 0,14613 a 0,12739 b 0,08898 c 0,08969 c

(0,14041-0,15185)

(0,12238-013241)

(0,08220-0,09576)

(0,08327-0,09611)
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Médias + (intervalo de confianca 95%) seguidas de mesmas letras na linha ndo apresentam diferenca significativa
(P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keus. R, = taxa liquida de reproducao; T = tempo médio de cada geragéo;
D: = tempo necessario para a populagdo dobrar em numero; A = taxa finita de aumento; rn = taxa intrinseca de
aumento.

A curva de sobrevivéncia (Ix) de Ce. cincta alimentada com ovos de C. cephalonica se
manteve alta entre 60 a 70 dias, periodo a partir do qual decai de forma acelerada,
independente da associagdo com o produto Agree® (Figura 4A). Esse decréscimo
populacional também é acompanhado pela diminui¢do da fecundidade (mx), que demonstra
picos de aproximadamente 150 ovos diarios entre 20 e 60 dias, também com tendéncia de
diminuigdo apos esse periodo. Independente da presenga do Agree® na dieta, a populagéo
de Ce. cincta zera a cerca de 80 a 100 dias, assim como a fecundidade (Figura 4 A, B).
Quando Ce. cincta foi alimentada com larvas de P. xylostella associadas ou ndo ao Agree®,
a curva de sobrevivéncia indicou que a populacdo comeca a decrescer cerca de 10 dias a
menos que em comparagao com as outras condigdes de alimentacao (ovos de E. kuehniella;
ovos de E. kuehniella + Agree®). As fecundidades nessas condigbes também foram
inferiores, com picos de oviposi¢ao abaixo de 80 ovos. Nessas condi¢des de alimentacao, a
populagao zera dos 70 dias, de 20 a 30 dias antes do que comparado com a outra situagao
(Figura 4C, D).
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Figura 4. Taxas de sobrevivéncia especifica (Ix) e fecundidade por idade (mx) estimadas
para fémeas de Ceraeochrysa cincta alimentadas com ovos de Corcyra cephalonica nao
associada (A) e associada (B) com o produto Agree® e lagartas de Plutella xylostella nao
tratadas (C) e tratadas (D) com o produto Agree®.

3.3. Resposta funcional de Chysoperla rufilabris associado ou nao a proteina Cry3Aa

predando Leptinotarsa decemlineata

Nao houve diferenga nas respostas funcionais de Ch. rufilabris com larvas de L.
decemlineata associadas ou nao a proteina Cry3Aa. Os trés instares larvais do predador
apresentando resposta funcional do tipo Il (Tabela 7). Também n&o foram observadas
diferencas nas taxas de ataque para os trés instares larvais do predador (Tabela 8).
Entretanto, houve diferenga significativa nos tempos de manipulagdo (Th) e no numero
estimado de presas atacadas (T/Th) para o primeiro e segundo instares larvais do predador
(Tabela 8). Houve reducédo do tempo de manipulagdo e aumento de cerca de 2 vezes no
numero estimado de presas atacadas, quando larvas de primeiro e segundo instar foram

combinadas com a proteina Cry3Aa em larvas de L. decemlineata (Tabela 8).

Tabela 7. Parametros estimados resultantes da analise de regresséo logistica polinomial da
proporc¢ao de larvas de Leptinotarsa decemlineata em folhas de batata, tratadas e néo tratadas
com Cry3Aa, predadas por Chrysoperla rufilabris durante 24 horas.

instar Tratamentos Parametros Valores GL NG P Tipo de
resposta
10 Controle Intercepto 2,5721 1 8,13 0,0044 [l
Linear -0,8041 1 9,74 0,0018
Quadratico - - - -
Cry3Aa Intercepto 2,9125 1 28,04 <0,0001 I
Linear -0,4485 1 30,09 <0,0001
Quadratico - - - -
229 Controle Intercepto 2,9551 1 28,4 <0,0001 I
Linear -0,4552 1 30,59 <0,0001
Quadratico - - - -
Cry3Aa Intercepto 2,2780 1 49,98 <0,0001 I
Linear -0,205 1 63,91 <0,0001
Quadratico - - - -
392 Controle Intercepto 4,5516 1 161,28 <0,0001 I
Linear -0,0882 1 87,0 <0,0001
Quadratico 0,00036 1 43,29 <0,0001
Cry3Aa Intercepto 5,4203 1 145,25 <0,0001 I
Linear -0,1032 1 80,48 <0,0001
Quadratico 0,000422 1 42,35 <0,0001
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Figura 5. Resposta funcional de larvas de 12 instar (A), 2° instar (B) e 32 instar (C) de
Chrysoperla rufilabris alimentada com larvas de Leptinotarsa decemlineata tratadas ou nao

com a proteina Cry3Aa.



Tabela 8. Taxa de ataque (a') (limites de confianca de 95%), tempo de manuseio
(Tn) (limites de confianca de 95%) e numero estimado de presas atacadas (limites
de confianca de 95%) durante o periodo de observacao (T =24 h/Tn) de Chrysoperla
rufilabris predando larvas de Leptinotarsa decemlineata em folhas de batata,

tratadas e ndo tratadas com Cry3Aa.

instares Tratamentos Taxa de , T_empo~de T/Ty
atague - a manipulagéo - T,
10 Controle 0,10 a 17,84 a 1,34 a
(0,03-0,23) (13,02-22,65) (1,05 -1,84)
Cry3Aa 0,14 a 8,23 b 291b
(0,03-0,25) (7,48-8,99) (2,66 — 3,20)
20 Controle 0,14 a 8,26 a 2,90 a
(0,03-0,24) (7,51-9,07) (2,64 - 3,19)
Cry3Aa 0,07 a 505b 4,75 b
(0,03-0,12) (4,66-5,44) (4,41 -5,15)
30 Controle 0,01 a 0,60 a 40,00 a
(0,005-0,01) (0,56-0,64) (37,50 — 42,80)
Cry3Aa 0,0087 a 0,57 a 42,10 a
(0,007-0,01) (0,54-0,59) (40,60 — 44,40)

* As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre os tratamentos
a intervalos de confianca de 95%.
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3.4. Consumo médio de Ceraeochrysa cincta associado ou ndo ao produto bt Agree®

predando Plutella xylostella

A predacéao de Ce. cincta por larvas de P. xylostella foi influenciada de forma positiva

pela associagdo com o produto Agree®. Quando foram ofertadas larvas sem Agree®

observou-se um consumo médio de cerca de 21 para 28 larvas de P. xylostella, com a

associagao com o produto (F = 78,19; df = 1; P < 0,0001) (Tabela 9). Para o terceiro instar,

as médias de predacao se mantiveram em torno de 38 a 39 larvas de P. xylostella, sem haver

diferencga significativa (F = 1,03; df = 1; P = 0,3192) entre as condi¢des de presas oferecidas.



Tabela 9. Predacdo média de Ceraeochrysa cincta em larvas de Plutella
xylostella associadas ou ndo com produto Bt Agree®.

Estagios Controle Agree®

12 instar - -

29 instar 21,80 £ 0,58 b 28,13+0,40 a
32instar 38,73+0,31a 39,13+0,23 a

IMédias (xEP) nas linhas seguidas de letras diferentes sao significativamente diferentes
(Teste de Kruskal-Wallis, P<0,005).
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3.5. Sobrevivéncia de Leptinotarsa decemlineata exposta a proteina Cry3Aa associada

a Chysoperla rufilabris

Alta sobrevivéncia foi observada quando nenhum tipo de controle foi adotado,

individualmente ou combinado (Figura 6A). A utilizacdo de forma individual da proteina

Cry3Aa (CLso) promoveu redugédo no numero de larvas de L. decemlineata a partir de 2 dias

havendo decréscimo do numero de L. decemlineata (Figura 6B). E em todos os casos em

que larvas de 32 instar de Ch. rufilabris foram utilizadas de forma isolada ou combinada com

a proteina Cry3Aa (Figura 6C e D) também foi observado uma rapida redugéo no numero de

larvas da praga.
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Figura 6. Sobrevivéncia de larvas de Leptinotarsa decemlineata sem nenhum tipo de
controle empregado (A), apenas com Cry3Aa (B), com larva de 3¢ instar de Chrysoperla
rufilabris (C) e com Cry3Aa + larva de 3¢ instar de Ch. rufilabris (D).

3.6. Influéncia da associacao de Chysoperla rufilabris e da proteina Cry3Aa nos danos

causados em folhas de batata por Leptinotarsa decemlineata

Na testemunha, altos niveis de danos foram observados (Figura 7A). Quando a
proteina Cry3Aa foi usada de forma isolada, se registraram danos abaixo de 25% (Figura
7B). O uso de larvas de 3¢ instar de Ch. rufilabris, de forma isolada ou combinada com a

proteina Cry3Aa, poucos danos foram constatados (Figura 6C e D).
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Figura 7. Danos causados por larvas de Leptinotarsa decemlineata sem nenhum tipo de
controle empregado (A), apenas com Cry3Aa (B), com larva de 3¢ instar de Chrysoperla
rufilabris (C) e com Cry3Aa + larva de 3¢ instar de Chrysoperla rufilabris (D).
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4. DISCUSSAO

4.1. Efeitos nos parametros bioldgicos dos crisopideos

A qualidade da dieta € um dos fatores mais importantes para o estabelecimento e de
extrema relevancia para o controle de qualidade de uma populacéo de insetos (House, 1977;
Leppla, 2023). Dessa forma foi possivel observar que o tipo de alimento oferecido foi o
principal causador das diferengas encontradas nos parametros biolégicos e tabela de vida

de fertilidade, e n&o propriamente os tratamentos Bt testados.

Para o caso Ch. rufilabris x L. decemlineata, a viabilidade da fase imatura foi o
parametro que melhor demonstrou o quanto que a dieta baseada apenas em larvas de L.
decemlineata foi prejudicial para a populacéo de Ch. rufilabris, quando essa populacao teve
uma mortalidade em mais de 55,0% da populagdo amostral, seguida de atraso no
desenvolvimento de todas as fases imaturas, fatores que também servem como indicador
de qualidade da dieta (Scriber e Slansky Jr., 1981).

Contudo, para o caso Ce. cincta e Agree®, o produto alterou de forma leve, porém
significativa, alguns dos parédmetros de tabela de vida. Essas alteragbes nao
necessariamente sao prejudiciais ao ciclo de vida de C. cincta e podem estar atribuidas aos
demais componentes como estabilizantes e dispersantes presentes no produto formulado,

que nao foram testados de forma isolada nesse estudo.

Uma hipétese que pode justificar esses resultados é o possivel acumulo de
metabdlitos secundarios (glicoalcaloides e sesquiterpenos) na batata que sao considerados
téxicos para as larvas de L. decemlineata, que por sua vez desenvolveram mecanismos de
desintoxicacao para esses metabdlitos para poder continuar com seu ciclo de vida normal
consumindo as folhas, ramos e tubérculos da batata (Matthews et al., 2005; Lawrence et al.,
2008). Estes metabdlitos secundarios sao originados a partir do sistema de defesa da planta
frente ao ataque da praga, que pode afetar de forma indireta o predador no nivel tréfico

acima (Bruce, 2014), porém esses fatores ndo foram avaliados no presente estudo.

As espécies de brassicas também produzem metabdlitos secundarios, com destaque

para glucosinolatos, como mecanismos de defesa a ataques de insetos-praga (Bruce, 2014).
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Diferente do caso mencionado acima, a viabilidade da fase imatura também sofreu reducéo,
porém em uma escala menor, de pouco mais de 20,0%, e com atraso no desenvolvimento
das fases imaturas. As diferencas nao foram tdo expressivas na viabilidade dos imaturos de
Ce. cincta, porém as fémeas tiveram sua fertilidade extremamente prejudicada quando
comparada ao controle, o que denota que apenas larvas de P. xylostella n&o seja uma dieta
de boa qualidade, principalmente para o desenvolvimento do sistema reprodutivo das
fémeas. Almeida et al., (2009) ao avaliar a viabilidade de Ce. claveli alimentada com larvas
de P. xylostella, também observaram efeitos negativos com redugdo de 90 para 45% de

viabilidade do ciclo ovo-adulto do presador.

Isto foi refletido principalmente no numero de ovos por fémea que foi de cerca de 6
vezes menor, e nas taxas liquida de aumento (Ro) de cerca 10 vezes menor quando
comparadas com as populacdes alimentadas com ovos de C. cephalonica, em ambas as
condicdes. Tais parametros relacionados a reprodug¢ao mais desfavoraveis culminaram em
um aumento de cerca de 2 dias para a populagao alimentada com larvas de P. xylostella em
ambas as condi¢des. Outros estudos demonstraram efeitos nos parametros biolégicos de
espécies de crisopideos quando foram alimentados com presas de outras espécies (Cuello
et al., 2019; Awadalla et al., 2023; Cruces et al., 2023). Para uma melhor compreensao
desses efeitos se faz necessario estudos de tabela de vida de fertilidade ao longo de

geracoes (Pinto et al., 2022).

Para ambas as espécies de inimigos naturais, as dietas a base de ovos de
lepidopteros foram as que ofereceram melhores condigdes de “fitness”, o que corrobora com
varios outros estudos que apontam ovos desse grupo como melhores opgdes para criagao
de inimigos naturais com destaque para ovos de E. kuehniella, C. cephalonica e Sitotroga
cerealella (Oliver, 1879) (Gelechiidae) (Diaz et al., 2020; Brito et al., 2021; De Clercq et al.,
2023). Entretanto, ovos dessas espécies nao sado considerados dieta natural desses
organismos, por serem espécies que atacam graos armazenados e nesse caso nao estao
normalmente presentes nos locais de ocorréncia de inimigos naturais (De Clercq et al.,
2023). Por serem fontes de alimento ricas em vitaminas (Klowden, 2013), ovos sdo capazes
de suprir as necessidades basicas desses inimigos naturais em criagdes massais, mesmo

sendo predadores generalistas.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam que tanto a proteina Cry3Aa

quanto o produto Agree® apresentam compatibilidade entre Ch. rufilabris e Ce. cincta,
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respectivamente, o que permite que essas ferramentas sejam utilizadas de forma conjunta.
Varios estudos que buscaram avaliar os parametros bioldgicos de crisopideos expostos a
diferentes ferramentas de controle de pragas, relatam a incompatibilidade de compostos
utilizados no MIP e estes predadores. Por exemplo, Cordeiro et al. (2010) encontraram alto
impacto letal do organofosforado malathion e do piretroide permetrina para Ch. externa e
Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861), com Amarasekare e Shearer (2013) relatando a
toxicidade de novaluron e de lambda-cialotrina para imaturos e adultos de Ch. carnea e Ch.

Jjohnsoni Henry, Wells e Pupedis, 1993.

Ainda nesse sentido, Farias et al. (2023) relataram que a metaflumizona deve ser
aplicada em periodos de baixa ocorréncia de Ch. externa; Rugno et al. (2019) observaram
alta mortalidade em Ce. cubana exposta a clorpirifos e malation; Shan et al. (2020)
constataram que, mesmo em baixas concentracdes, indoxacarbe, benzoato de emamectina,

imidaclopride e lambda-cialotrina sao toxicos para Chrysoperla sinica (Tjeder, 1936).

Além disso, estudos apontam que bioinseticidas também podem ser prejudiciais para
inimigos naturais, a exemplo de relatos de toxicidade do inseticida boténico derivado do 6leo
de nim (Azadirachta indica Juss) para Ch. externa, Ce. cubana e Ce. claveri (Navas, 1911)
(Cordeiro et al., 2010; Scudeler et al., 2016). Em resumo, estudos que exploraram essas
associacdes sao muito importantes para auxiliar na selegao de compostos compativeis com

crisopideos a serem utilizados em estratégias de manejo de pragas.

Embora ha relatos na literatura de danos nas células do intestino médio e no
desempenho de predagdo do predador Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera:
Pentatomidae) (da Cunha et al., 2012), devido ao nivel de especificidade do Bt e as
caracteristicas fisiologicas de crisopideos, tais como auséncia dos receptores de ligacao e
pH do intestino médio, eles ndo tém as condi¢des ideais para as proteinas Bt serem efetivas,
o que tornam as tecnologias Bt seguras aos crisopideos, o que permite que sejam usadas
em conjunto nos programas de controle biolégico sem efeitos negativos um sobre o outro
(Ali et al., 2018; Daquila et al., 2023).

Diversos estudos atestaram a seguranga de tecnologias Bt através da exposigcéo a
derivados de Bt de forma direta ou indireta, por exemplo, Romeis et al. (2004) observaram
que a toxina Cry1Ab foi inofensiva para Ch. carnea; Wang et al. (2012) nao relatou efeitos
adversos em Ch. sinica quando alimentou de pdlen de arroz Bt que expressava Cry2Aa.

Também, Ali et al. (2017) ndo encontraram prejuizos da proteina Cry1Fa e Vip3Aa
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tripsinizados para Ch. pallens (Rambur, 1838). As proteinas Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ah,
Cry1Aa, Cry1F, Cry2Aa, Cry2Ab e Vip3Aa também foram inofensivas para Ch. pallens
segundo Ali et al. (2018).

De Oliveira Pimenta et al. (2020) relataram resultados satisfatorios quando Ce. cincta
foi usada combinada com produtos a base de Bt para controlar P. xylostella, com Bahar et
al. (2012) encontrando os melhores resultados para controle de Helicoverpa armigera
(Hubner, 1805) quando Mallada signatus Schneider, 1851 (Neuroptera: Chrysopidae) foi

usado associado ao algodao Bt.

4.2. Efeitos de Bt nos parametros predatorios dos crisopideos

Estudos anteriores mostraram o potencial de predagdo dos crisopideos com L.
decemlineata (Shuvakhina, 1975 e 1985; Nordlund et al., 1991; Hough-Goldstein et al., 1993;
Sablon et al., 2013). No presente estudo foi explorado pela primeira vez este potencial
associado a uma toxina Bt, com os resultados demonstrando que a associagdo com a
proteina Cry3Aa néo influencia a preferéncia de predacéo de Ch. rufilabris por larvas de L.
decemlineata. Um dos principais fatores que pode ter influenciado essa falta de seletividade
observada em Ch. rufilabris deve-se, provavelmente, ao fato das larvas de crisopideos nao
utilizarem a visdo como principal ferramenta de caca, tendo os 6rgaos visuais a fungao
principal de percepgao de luz, com a localizagao de presas ocorrendo ao acaso por meio de
intensa movimentagao (Canard, 2010). De forma contraria, predadores que utilizam a visao
como ferramenta de localizagao necessitam de serem estimulados pela movimentacgao para
atacar a presa, que, por sua vez, ficam mais lentas (até iméveis) quando estdo com alguma
infeccéo, o que pode alterar a preferéncia alimentar por larvas infectadas (Grupta et al., 2013;
Nunes et al., 2018).

Além disso, o uso de Cry3Aa néo influencia o tipo de resposta funcional, com os trés
instares larvais de Ch. rufilabris apresentando resposta funcional do tipo Il, com densidades
crescentes de larvas de 2° instar de L. decemlineata, denotando o comportamento
caracteristico de predadores que apresenta a resposta funcional do tipo Il, ou seja, ocorre
um aumento do consumo de presas a medida que a densidade das mesmas aumenta até
atingir um platé que indica a satisfagao alimentar (Holling, 1959 e 1961). A resposta funcional

do tipo Il é a resposta funcional mais comum e foi relatada por varios autores estudando
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diferentes espécies de crisopideos predando diversas pragas, com Hassanpour et al. (2011)
encontrando esse tipo de resposta funcional em Ch. externa (Hagen, 1861) predando H.
armigera, sendo o mesmo tipo citado por Memon et al. (2015) com Ch. nipponensis
(Okamoto, 1914) predando B. tabaci.

De Oliveira Pimenta et al. (2020) também encontraram resposta funcional do tipo Il
em Ce. cincta predando ovos e larvas de P. xylostella, o mesmo ocorreu com Dami et al.
(2023) onde estudaram Ch. externa, Ce. cornuta (Navas, 1925) e Ce. cincta predando o
bicho-mineiro-do-café, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera:

Lyonetiidae).

A associagao com a proteina Cry3Aa causou influéncia positiva na capacidade de
predacdo das larvas de Ch. rufilabris, em especial para aquelas de primeiro e segundo
instares, causando um efeito sinérgico de duas formas. Primeiro, pela redug¢ao do tempo de
manipulagao, ou seja, redugao do tempo necessario para o predador se alimentar da presa,
o que influencia diretamente a segunda forma, com o aumento do numero estimado de
presas atacadas, que neste caso foi o dobro em comparagdo com a auséncia de Cry3Aa. O
mesmo padrao foi observado para Ce. cincta predando larvas de P. xylostella associadas ao
Agree®, com aumento nas médias de predagdo do segundo instar larval do predador. Os
resultados encontrados no presente estudo corroboram com aqueles encontrados por De
Oliveira Pimenta et al. (2020) que observaram diminuigdo no tempo de manuseio e aumento
no consumo de Ce. cincta pedando ovos e larvas de P. xylostella expostos ao Xentari®, um

bioinseticida a base de Bt.

Para compreender melhor os resultados deste trabalho, € importante o entendimento
do modo de agao de toxinas Bt. Para ser eficaz, as toxinas precisam ser ingeridas e, depois
se ligar a receptores especificos na membrana do epitélio do intestino médio, apds isso
formam-se os poros que causam a morte das células e, consequentemente, a ruptura da
parede intestinal, o que leva o inseto a morte por inanicédo e/ou septicemia (Bravo et al.,
1992; Fabrick et al., 2009). Durante o periodo entre a ingestdo da toxina e a morte, o inseto
demonstra sinais da infec¢ao, ou seja, menor movimentagao e reacao aos ataques, o que o
torna mais vulneravel aos predadores (Genovart et al., 2010; Georgievska et al., 2010). E
uma presa debilitada pode ser significativa para o desempenho de um predador,
principalmente se a presa for maior que o predador, o que pode explicar o aumento no
numero estimado de presas atacadas para o primeiro e segundo instares de Ch. rufilabris,
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ja que a larva de segundo instar de L. decemlineata € maior que as larvas de primeiro e
segundo instares de Ch. rufilabris. Outra hipétese que pode ajudar a explicar os resultados
€ o fato de uma presa doente ser quimica e nutricionalmente diferente de uma saudavel,
com o predador podendo precisar de mais presas doentes para sua satisfagdo nutricional
(Salama et al., 1999; Lawo et al., 2010; Svobodova et al., 2017; Guan et al., 2022).

No caso de espécies-praga com histérico tdo elevado de resisténcia a inseticidas,
como L. decemlineata e P. xylostella (Mota-Sanches e Wise, 2023), a busca por estratégias
com diferentes modos de acdo é imprescindivel, e o uso de predadores deve ser mais
explorada. No contexto do manejo da resisténcia, a rotagcdo dos modos de agao (MoA) é
fundamental para atrasar o seu desenvolvimento (Nauen et al., 2019), com dois ou mais
agentes de controle bioldgico, incluindo predadores, podem desempenhar esta fungédo de
forma satisfatéria e evolutivamente logica nas estratégias de manejo de resisténcia, uma vez
que as tecnologias tém cada vez menor tempo de eficacia em campo (Furlong e Zalucki,
2010; Bahar et al., 2012; Nauen et al., 2019).

Para crisopideos quatro fatores influenciam a eficiéncia em programas de controle
bioldgico: densidade do predador e da presa, distribuicdo da presa na area, preferéncia por
alguma presa e ainda a presenca de presas alternativas disponiveis (New, 1984), sendo
nesta pesquisa demonstrado que associagao a um bioinseticida compativel também pode

ser determinante para o sucesso na utilizagao de crisopideos no controle biolégico aplicado.

5. CONCLUSOES

e O presente estudo apresenta mais evidéncias da compatibilidade de dois bioagentes
para melhorar o controle de L. decemlineata e P. xylostella.

e Isoladamente, tanto os bioinsumos a base de Bt, quanto as espécies de crisopideos,
podem apresentar resultados positivos contra L. decemlineata e P. xylostella.

e Sinergicamente, através de diferentes modos de agéo, Cry3Aa diminui o tempo de
manuseio e aumenta o numero estimado de presas atacadas por Ch. rufilabris.

e O produto Agree® também auxiliou no aumento do consumo médio de larvas do

predador Ce. cincta a de larvas de P. xylostella.
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e As espécies de crisopideos aqui estudadas, podem funcionar como uma segunda
linha de defesa contra os sobreviventes aos derivados de Bt, o que contribui com a
mitigacdo ou remogao de possiveis gendtipos resistentes a proteinas Bt naquelas
populagdes.

e E importante ressaltar que os experimentos aqui apresentados ndo consideram
alguns fatores que podem influenciar o desempenho do predador no campo, como
preferéncia por outras pragas, presenga de outros inimigos naturais, diferentes
estagios da praga e variagdes nos parametros abioticos.

e E de grande importancia a realizacdo de testes em condiges de campo e/ou semi-

campo para melhor compreender a agao conjunta de todos estes fatores.
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