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RESUMO GERAL  

 

O manejo de Helicoverpa armigera (Hübner 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil, 

baseia-se principalmente no uso de inseticidas químicos, biológicos e plantas Bt. No 

entanto, existem lacunas sobre as possíveis interações entre o uso destas práticas e os 

agentes de controle natural, como os crisopideos e os fungos entomopatogênicos. Este 

estudo teve por objetivo avaliar as interações entre o predador Chrysoperla externa (Hagen 

1861) (Neuroptera: Chrysopidae) e os fungos entomopatogênicos Beauveria bassiana 

(Bals.) Vuillemin (isolado ESALQ PL63), Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin 

(isolado ESALQ E9) e Metarhizium rileyi (Farlow) Samson (isolado UFMS 03), para o 

controle de H. armigera. O experimento foi subdividido em 3 bioensaios, todos conduzidos 

em condição de laboratório, sob T°C 25±1°C, UR de 70±10% e fotoperíodo de 12 horas 

(luz e escuro =L: D), com os seguintes tratamentos (P): controle (água destilada esterilizada 

+ 0.001% Tween80®) (T1); B. bassiana (T2); M. anisopliae (T3) e M. rileyi (T4), aplicados 

através de torre de Potter adaptada, nas concentrações (C): (1×107; 1×108 e 1×109 conídios 

mL-1), utilizando duas metodologias de aplicação (A): aplicação direta (DA) e filme seco 

(DF). Para o 1º bioensaio foi avaliada a virulência de B. bassiana (isolado ESALQ PL63), 

M. anisopliae (isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03) sobre lagartas de 1º, 2º, 

3º, 4º e 5º instar de H. armigera. O 2º bioensaio verificou a seletividade destes fungos sobre 

larvas de 1º, 2º, 3º de C. externa. O 3º bioensaio avaliou a interação destes microrganismos 

com C. externa através da aplicação dos tratamentos sobre ovos (< 24 horas) e lagartas (1-3 

mm) de H. armigera e oferecidos para larvas de 3º instar do predador em diferentes tempos 

(0, 24 e 48 HAA). Os três bioensaios utilizaram (DIC) como delineamento experimental, 

com arranjo fatorial (4 × 3 × 2), composto por 4 tratamentos (P), 3 concentrações (C) e 2 

metodologias de aplicação (A). Os dados foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e comparação de médias pelo teste de Tukey à 5% de probabilidade, utilizando o 

software Rbio. Os resultados do 1º bioensaio indicam baixa virulência dos isolados testados 

sobre H. armigera, independente das concentrações ou métodos de aplicação. O 2º 

bioensaio demonstrou que M. anisopliae (isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 

03) apresentam seletividade às larvas de 1º, 2º, 3º instar de C. externa; e B. bassiana 

(isolado ESALQ PL63) proporcionou baixa mortalidade sobre os três estágios larvais do 

predador (120 HAA). Os resultados do 3º bioensaio demonstram que os isolados nas 

concentrações e metodologias de exposição testadas, não interferem no desenvolvimento 

biológico e potencial predatório de C. externa sobre os ovos e lagartas de H. armigera, nos 

diferentes tempos de exposição. Existe a possibilidade de utilização conjunta de C. externa 

e dos fungos entomopatogênicos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae 

(isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), devido a seletividade destes isolados 

aos três instares larvais do crisopideo e a interação postiviva entre os fungos 

entomopatogênicos e as larvas de C. externa no controle de ovos e lagartas pequenas de H. 

armigera. 

Palavras-chave: lagarta do velho mundo; lepidóptero-praga; Neuroptera; crisopideo; 

Ascomycota; Hypocreales; controle biológico; controle microbiano. 
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ABSTRACT 

 

The management of Helicoverpa armigera (Hübner 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) in 

Brazil is mainly based on the use of chemical, biological insecticides and Bt plants, 

however, there are gaps about the possible interactions between the use of these practices 

and the agents of natural control, such as lacewings and entomopathogenic fungi. The aim 

of this study was to evaluate the interactions between the predator Chrysoperla externa 

(Hagen 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) and the entomopathogenic fungi Beauveria 

bassiana (Bals.) Vuillemin (isolado ESALQ PL63), Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) 

and Metarhizium rileyi (Farlow) Samson (isolado UFMS 03), for the control of H. 

armigera. The experiment was subdivided into 3 bioassays, all conducted under laboratory 

conditions, under T°C 25 ± 1°C, 70 ± 10% RH and 12 hours photoperiod (light and dark = 

L: D), with the following treatments. (P): control (sterile distilled water + 0.001% 

Tween80®) (T1); B. bassiana (T2); M. anisopliae (T3) and M. rileyi (T4), applied through 

an adapted Potter tower at concentrations (C): (1 × 107; 1 × 108 and 1 × 109 conidia mL-1) 

using two methodologies of Application (A): Direct application (DA) and dry film (DF). 

For the 1st bioassay the virulence of B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae 

(isolado ESALQ E9) and M. rileyi (isolado UFMS 03) on 1st, 2nd, 3rd, 4th and 5th instar 

caterpillars of H. armigera. The 2nd bioassay verified the selectivity of these fungi on larvae 

of 1st, 2nd, 3rd of C. externa. The 3rd bioassay evaluated the interaction of these 

microorganisms with C. externa by applying treatments on eggs (<24 hours) and H. 

armigera caterpillars (1-3 mm) and offered to 3rd instar larvae of the predator at different 

times (0, 24 and 48 HAA). The three bioassays used (DIC) o experimental design, with 

factorial arrangement (4 × 3 × 2), consisting of 4 treatments (P), 3 concentrations (C) and 2 

application methodologies (A). Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and 

comparison of means by Tukey test at 5% probability, using the Rbio software. The results 

of the 1st bioassay indicate low virulence of isolados tested on H. armigera, regardless of 

concentrations or application methods. The 2nd bioassay showed that M. anisopliae (isolado 

ESALQ E9) and M. rileyi (isolado UFMS 03) presented selectivity to the 1st, 2nd, 3rd instar 

larvae of C. externa; and B. bassiana (isolado ESALQ PL63) provided low mortality over 

the predator's three larval stages (120 HAA). The results of the 3rd bioassay demonstrate 

that isolados at the concentrations and exposure methodologies tested do not interfere with 

the biological development and predatory potential of C. externa on H. armigera eggs and 

larvae at different exposure times. It is possible to use C. externa and entomopathogenic 

fungi B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae (isolado ESALQ E9) and M. rileyi 

(isolado UFMS 03) due to the selectivity of these isolados to the three larval instars. of 

green lacewing and the positive interaction between entomopathogenic fungi and C. 

externa larvae in the control of eggs and small larvae of H. armigera. 

 

Keywords: old world bollworm; lepidopteran-pest; Neuroptera; lacewings; Ascomycota; 

Hypocreales; biological control; microbial control. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL1 

 

A ocorrência de lepidópteros-pragas em altas populações tem impactado o setor 

agrícola e florestal com grandes prejuízos econômicos. A Helicoverpa armigera (Hübner 

1805) (Lepidoptera: Noctuidae), considerada anteriormente no Brasil, uma praga 

Quarentenária A1 foi relatada pela primeira vez no ano de 2013 provocando prejuízos em 

culturas de importância econômica como soja, algodão e milho (CZEZAPK et al., 2013; 

ÁVILA et al., 2013; EMBRAPA, 2013).  

As lagartas apresentam comportamento agressivo e hábito alimentar destrutivo, 

consumindo estruturas vegetativas e reprodutivas como flores, vagens e frutos (SARWAR 

et al., 2009; ÁVILA et al., 2013; PRATISSOLI et al., 2015). Os adultos desta espécie 

possuem capacidade de migração em longas distâncias e alto potencial reprodutivo 

(DRAKE, 1991; WANG; LI, 1884; SUZANA et al., 2015). 

As estratégias de manejo de H. armigera no Brasil estão baseadas em estudos sobre o 

controle aplicado em outros países e, entre elas, verificamos o uso de armadilhas com 

feromônios sexuais, aplicação de inseticidas químicos e/ou formulações à base de 

microrganismos, respeitando a seletividade dos inimigos naturais, liberação de 

Trichogramma sp., uso de cultivares resistentes, Bt ou convencionais e destruição da 

soqueira (ÁVILA et al., 2013; CEZAPAK et al., 2013; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 

2013). 

Embora estas práticas de manejo já tenham sido difundidas para o controle de 

lepidópteros-pragas ao longo dos anos, parte dos produtores as utilizam de forma incorreta, 

principalmente com o uso indiscriminado dos produtos químicos, biológicos e tecnologias 

Bt contribuindo para pressão de seleção de populações resistentes, constatada em relatos de 

resistência de H. armigera à aproximadamente 49 ingredientes ativos, em vários países 

(IRAC, 2016). 

                                                           
1Esta Tese está de acordo com as “normas para redação de Tese/Dissertação” do Programa de Pós-graduação 

em Entomologia e Conservação da Biodiversidade da Universidade Federal da Grande Dourados. 
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O controle biológico é uma tática viável no controle de H. armigera (FATHIPOUR; 

SEDARATIAN, 2013). No entanto, o manejo integrado de pragas (MIP), não prioriza 

apenas o controle biológico de pragas, mas parte da premissa entre associação de várias 

ferramentas, tornando o conceito de MIP efetivo e harmônico (BUENO et al., 2017).  

Os entomopatógenos e os insetos entomófagos são importantes componentes de 

programas de controle biológico (EMBRAPA, 2013; WANG et al., 2013). Predadores 

como Chrysoperla externa (Hagen, 1861), apresentam importante papel na redução de 

populações de pragas, (SOUZA, 1999), com alto desempenho predatório sobre ovos de 

lepidópteros de diferentes espécies (BORTOLI et al., 2006; MURATA et al., 2006; 

PESSOA et al., 2010; ALBUQUERQUE; CRUZ, 2017). Além disso, características como 

sobrevivência no ambiente e facilidade de criação em laboratório justificam a sua utilização 

(AUAD et al., 2001; AUAD et al., 2005; BEZERRA et al., 2009; SILVA et al., 2004).  

O controle microbiano também é uma prática de controle biológico muito eficaz, 

pois os fungos entomopatogênicos são responsáveis por aproximadamente 80% das 

doenças ocorridas em insetos por apresentarem vantagens em relação aos demais, como 

variabilidade genética, infecção em diferentes estágios do desenvolvimento do hospedeiro, 

penetração via tegumento e propágulos de alta capacidade de disseminação (SUJI et al., 

2002; ALVES, 2008; MORA et al., 2017).  

Existem aproximadamente 90 gêneros de fungos entomopatogênicos, que se 

destacam por provocar patogenicidade em artrópodes-pragas: Aspergillus, Beauveria, 

Metarhizium, Cordyceps, Isaria e Pandora (SHANG et al., 2015). Estão entre os mais 

estudados Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Metarhizium anisopliae 

(Metchinikoff, 1879) e Metarhizium rileyi (Farlow) Samson, por possuírem características 

favoráveis como a abundância no solo (LOMER et al., 2001) e provocar epizootias 

(IGNOFFO, 1981; ALVES; LOPES 2008). Epizootias do fungo M. rileyi são relatadas no 

Brasil, na regulação de populações de lagartas Noctuidae em culturas como: algodão, milho 

e soja, (COSTA et al.; 2015; LIMA et al.; 2015; DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2019).  
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Embora os agentes de controle biológico natural: entomófagos e entomopatógenos 

explorarem o mesmo agroecossistema, não é possível descrever com exatidão sobre as 

interações que existem entre esses microrganismos benéficos e os artrópodes como 

predadores e parasitoides. Ao considerar a ação simultânea dos fungos entomopatogênicos 

e do C. externa é possível que o predador entre em contato direto com os conídios no 

momento da aplicação ao forragear a superfície foliar infectada, ou ainda, pelo consumo de 

presas que estejam com os conídios aderidos no exoesqueleto (ALVES, 1998; FRANÇA et 

al., 2006). 

O sucesso do fungo entomopatogênico não depende apenas da alta patogenicidade 

em relação aos artrópodes-pragas, mas também na seletividade e baixa virulência sobre os 

insetos não-alvo (Portilla et al. 2017a).  

Os estudos que permeiam a complexibilidade do terceiro nível trófico estão 

relacionados aos efeitos diretos e indiretos dos entomopatógenos através da ação endofítica 

dos microrganismos, com resultados de sinergismo entre os predadores e parasitoides 

(VEGA et al., 2018; CANASSA et al., 2019; GONZÁLEZ-MAS et al., 2019); ou través de 

aplicações diretas das suspensões fúngicas sobre os insetos, com implicações negativas 

correlacionadas com as altas dosagens (PORTILLA et al., 2017b).  

Estudos que integram a ação de crisopideos com entomopatógenos consideram 

benéfica a interações entre os fungos entomopatogênicos e o predador Chrysoperla carnea 

(Neuroptera: Chrysopidae) (ZHU; KIM, 2012; RÍOS-MORENO et al. 2017) e C. externa 

(DIAS et al., 2019), possibilitando a ação conjunta destes inimigos naturais no manejo de 

pragas.  

Diante dos trabalhos apresentados fica evidente a ação benéfica dos insetos 

entomófagos e dos entomopatógenos na regulação de populações de lepidópteros-pragas e, 

pressupõe-se que exista uma interação positiva entre os fungos entomopatogênicos e C. 

externa para o manejo de H. armigera. Deste modo, propõe-se avaliar as interações entre o 

predador C. externa (Hagen 1861) (Neuroptera: Chrysopidae), os fungos 
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entomopatogênicos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae (isolado ESALQ 

E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), visando o manejo de H. armigera. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Aspectos gerais de Helicoverpa armigera  

 

Alguns dos principais lepidópteros-pragas de importância agrícola pertencem a 

subfamília Heliothinae e dentre esses destaca-se o gênero Helicoverpa, com diversas 

espécies de ocorrência nas Américas (HARDWICK, 1965). Helicoverpa armigera (Hübner 

1805) (Lepidoptera: Noctuidae), apresenta problemas de identificação devido à 

similaridade morfológica com outras espécies do grupo Heliothis e que gera controversas 

desde a primeira identificação (CABI/EPPO, 1992).  

Anteriormente, Hardwick descreveu H. armigera como Heliothis armigera Hübner 

ou Heliothis obsoleta F., no entanto, após a análise completa dos grupos de lagartas de 

ocorrência comum em espigas, Hardwick descreveu o gênero Helicoverpa composto por 18 

espécies (MITTER et al.,1993).  

As espécies que compõe à subfamília Heliothinae, como a H. armigera é 

Helicoverpa zea, Heliothis virescens e Helicoverpa gelotopoeon apresentam similaridades, 

pois compartilham algumas características morfológicas, como o padrão de coloração (ALI; 

CHOUDHURY, 2009). Devido as características similares com outras espécies de 

noctuídeos e a abrangência de plantas hospedeiras em diversos países, H. armigera 

apresenta várias sinonímias e nomes vulgares como: lagarta do velho mundo “old world 

bollworm” conhecido mundialmente (CABI, 2016). 

Para facilitar a identificação em campo, a espécie apresenta características 

morfológicas importantes à serem analisadas como: o formato de "sela" no primeiro 

segmento abdominal a partir do quarto ínstar e o comportamento de dobrar a cápsula da 

cabeça em direção ao primeiro par de pernas falsas quando tocadas e tegumento coriáceo 

(MATTHEWS, 1993; ÀVILA et al., 2013). Para os adultos existe dimorfismo sexual, 
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sendo que as fêmeas possuem o primeiro par de asas de cor marrom-alaranjada enquanto os 

machos possuem o primeiro par de asas de cor cinza-esverdeada (CZEPAK et al. 2013).  

 

2.2  Aspectos biológicos de H. armigera 

 

 Os lepidópteros apresentam metamorfose completa, composta pelas fases de ovo, 

larva, pré-pupa, pupa e adultos (ANEXO 1). O ovo de H. armigera apresenta forma oval, 

mais aguda na parte apical e pouco achatado na base com diâmetro de 0,5 mm. A postura 

possui coloração marfim e com o desenvolvimento embrionário adquiri coloração mais 

escuro (CORTES, 1972) (ANEXO 1- A).  

A espécie apresenta de cinco a seis ínstares larvais, variando de acordo com a 

disponibilidade e qualidade do alimento, condições climáticas e características genéticas 

(ARAÚJO, 1990) (ANEXO 1-B). 

Uma característica marcante para identificar lagartas de H. armigera é a presença de 

tubérculos abdominais escuros e bem nítidos na região dorsal que se expressam a partir do 

quarto instar (MATTHEWS, 1999). A duração da fase larval varia de 15 a 17 dias; porém, 

em condições extremas pode variar, de 10,9 dias a 35ºC e 41,1 dias a 15ºC (FERREIRA, 

1989; FIGUEIREDO et al., 2006).  

Ao chegar ao final do último instar larval, variando entre o 5º ou 6º instar, a lagarta 

passa pela fase de pré-pupa, como características deste período o inseto cessa a 

alimentação, reduz sua movimentação, apresenta tamanho diminuto e procura abrigo para 

confeccionar um casulo, no qual a lagarta tece com fios de ceda e cria uma proteção 

externa, para posterior transformação em pupa (ANEXO 1-C).  

No início a pupa apresenta coloração verde-clara e após certo período o tegumento 

começa a ficar rígido e a pupa apresenta uma cor castanha (ANEXO 1-C e D), devido a 

ação do ambiente em conjunto com hormônios. Nesta fase já é possível através de 

observações genitália externas separa-las por sexo (ARAÚJO, 1990). A pupa apresenta um 

formato fusiforme e as dimensões variando de 12 a 20 mm com um estágio de duração de 

10 a 14 dias (ALI; CHOUDHURY, 2009) (ANEXO 1-D). 
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Os adultos de H. armigera apresentam dimorfismo sexual, podendo-se distinguir a 

fêmea e o macho pela coloração e tamanho das asas. Os machos apresentam coloração das 

asas é verde acinzentada e envergadura com cerca de 35 mm (ANEXO 1- E); enquanto a 

fêmea apresenta uma coloração no tom base castanho rosado e envergadura de 40 mm 

aproximadamente (ANEXO 1-F). Nos dois sexos as asas anteriores apresentam uma 

mancha reniforme clara e uma linha com sete a oito pontos escuros na margem externa. As 

asas posteriores são de coloração branca, tendo uma larga banda distal preta apresentando 

uma mancha branca (ARAÚJO 1990). No entanto, para confirmação das espécies é 

imprescindível a caracterização morfológica, através da dissecção da genitália ou de 

ferramentas moleculares (POGUE 2004; TAY et al. 2013). 

A fêmea efetua a postura de forma isolada ou em pequenos agrupamentos (ANEXO 

1- H), normalmente na parte adaxial das folhas, ou sobre flores, talos e brotações terminais 

(MENSAH, 1996). De modo geral, as primeiras oviposições são inférteis e após 3 dias 

ficam cada vez mais amarelos, e cada fêmea ovoposita aproximadamente de 2.000 a 3.000 

ovos, com período de incubação é de 3,3 dias (NASREEN; MUSTAFA 2000).  

 

2.3  Importância econômica de H. armigera 

 

A lagarta do velho mundo Helicoverpa armigera (Hübner 1805) (Lepidoptera: 

Noctuidae), considerada anteriormente no Brasil uma praga quarentenária, foi relatada pela 

primeira vez em regiões brasileiras no ano agrícola 2013/2014 proporcionando perdas em 

produtividade em importantes culturas como algodão, soja, milho feijão, tomate, sorgo, 

milheto, trigo, crotalária e guandu (ÀVILA et al. 2013; CZEPAK et al., 2013; 

DEGRANDE; OMOTO, 2013). 

Os danos estão relacionados ao comportamento agressivo e hábito alimentar 

destrutivo das lagartas, consumindo estruturas vegetativas e reprodutivas como flores, 

vagens e frutos (SARWAR et al. 2009; ÁVILA et al., 2013; PRATISSOLI et al. 2015). Os 

adultos desta espécie possuem capacidade de migração em longas distâncias e alto 

potencial reprodutivo (DRAKE, 1991; WANG; LI, 1884; SUZANA et al., 2015). 

 

2.4  Manejo Integrado de H. armigera 
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O manejo de H. armigera tem se tornado ineficiente em alguns casos, devido 

características biológicas da espécie, como: hábito polífago, com mais de 100 espécies de 

plantas hospedeiras (FITT, 1989), dispersão e migração (DRAKE, 1991), dificuldade de 

identificação (TAY et al., 2013), seleção de populações resistentes à diversos grupos de 

inseticidas químicos (McCAFFERY, 1998; MARTIN et al., 2005; IRAC, 2016), evolução 

de resistência às proteínas inseticidas presentes em plantas Bt (ROMEIS et al. 2006; 

DOWNES et al. 2010) e principalmente pelo uso indiscriminado de inseticidas, por parte 

dos produtores, sem adoção de práticas de manejo integrado de forma correta e aplicável 

(EMBRAPA, 2013). 

O manejo integrado bem estruturado é arquitetado pela ação conjunta de várias 

ferramentas, tornando o conceito de MIP efetivo e harmônico (BUENO et al., 2017). Como 

a H. armigera foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2013 (CZEPAK et al., 2013), o 

manejo adotado no Brasil seguiu modelos de manejo dos países nos quais a espécie-praga 

apresenta expressividade (TAY et al., 2013; FITT; WILSON, 2000). Entre as táticas de 

manejo destacam-se: uso de armadilhas com feromônios sexuais, aplicação de inseticidas 

químicos e/ou formulações à base de microrganismos, respeitando a seletividade dos 

inimigos naturais, liberação de Trichogramma sp., uso de cultivares resistentes, Bt ou 

convencionais e destruição da soqueira (ÁVILA et al., 2013; CEZAPAK et al., 2013; 

FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). 

Embora essas práticas sejam recomendadas para o manejo de lepidópteros-pragas, o 

controle químico através de inseticidas sintéticos incluindo organofosforados e piretróides 

tem sido priorizado para o controle de H. armigera em diversas culturas no mundo 

(FATHIPOUR; SEDARATIAN 2013). Este fato está correlacionado à ideia de menor custo 

de produção, falta de informações idôneas sobre o manejo integrado de pragas (MIP) e as 

possibilidades de aplicabilidade no campo (BUENO et al., 2017). 

A premissa do manejo integrado de pragas (MIP) propõe a associação de 

ferramentas, com a possibilidade de associação e sinergismo entre os componentes de 
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controle, seja ele químico, biológico, mecânico, cultural, entre outros (LACEY et al., 2015; 

BUENO et al., 2017).  

Dentre as estratégias de manejo a literatura contribui com relatos de práticas 

eficazes para regulação de populações de H. armigera e dentre essas destacam-se: época de 

plantio (ÀVILA et al., 2013), uso de variedades resistentes (BOIÇA JÚNIOR et al., 2015; 

FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013), uso de material geneticamente modificado, que 

expresse a proteína Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (BAKHSH et 

al., 2015) ou interferem no RNA (RNAi e microRNA) (XIONG et al., 2013; AGRAWAL 

et al., 2015), monitoramento do inseto no campo (RAHMAN et al., 2016), tomada de 

decisão de acordo com nível de controle (SEDARATIAN et al., 2014), uso de inseticidas 

(CARNEIRO et al., 2014) e controle biológico (QAYYUM et al., 2015). 

O controle biológico é uma tática viável no controle de H. armigera (FATHIPOUR; 

SEDARATIAN, 2013) e os entomopatógenos e insetos entomófagos são importantes 

componentes de programas de controle biológico (EMBRAPA, 2013; WANG et al., 2013).  

 

2.5 Aspectos gerais de Chrysoperla externa  

 

A fauna Neotropical de crisopideos é muito rica em biodiversidade, com 82 gêneros 

(OSWALD, 2018) e destaque no Brasil para à espécie Chrysoperla externa (Neuroptera: 

Chrysopidae) (FREITAS, 2001; MAIA et al., 2004; BEZERRA et al., 2009). 

Os crisopideos apresentam metamorfose completa (ALBUQUERQUE et al., 2009). 

A fase larval possui três instares, nos quais somente neste período apresentam hábito 

predador (CANARD; PRINCIPI, 1984). Alimentam-se de insetos de tegumento mole como 

afídeos, ovos e lagartas pequenas (BORTOLI et al, 2006; DIAS et al., 2018; PESSOA et al. 

2004).  

Após a fecundação as fêmeas colocam os ovos no substrato presos à um fio delgado 

(pedicelo) (ANEXO 2- A) e essa característica é um fator evolutivo e raro, que compõe o 

mecanismo de defesa contra o hábito canibal da espécie ou de outros artrópodes (Smith, 
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1922). A fêmea pode colocar de 40 a mais de 2.000 ovos, com a viabilidade superior a 

95%, dependendo da fonte alimentar (Waquil, 2003). 

Ao eclodirem as larvas são de coloração marrom-acinzentada ou amarelo-palha, 

mudando para coloração amarelada ou marrom-clara, de acordo com o seu 

desenvolvimento. As larvas apresentam aparelho bucal sugador mandibular, onde as longas 

mandíbulas auxiliam na captura da presa, as pernas são do tipo ambulatórias normais e o 

corpo possui várias cerdas (SILVA, 1991) (ANEXO 2- B). 

A fase larval apresenta três instares são predadoras (CANARD; PRINCIPI, 1984). 

O canibalismo entre as larvas recém-eclodidas e os ovos da mesma espécie é comum, 

seguindo até o final do período larval (Lira, 2005), mas se estiverem saciadas, elas não se 

tornarão canibais (CANARD; PRINCIPI 1984). A alimentação do predador é intensificada 

no 3º instar, onde as larvas consomem até 80% do alimento ingerido (CAETANO et al., 

1996; ALBUQUERQUE, 2009). Ao final do 3° instar a larva passa por processo de pré-

pupa (ANEXO 2- C), com interrupção da alimentação e posteriormente torna-se pupa, com 

o desenvolvimento do casulo de seda, produzida nos tubos de Malpighi e excretada pelo 

ânus (RIBEIRO, 1988) (ANEXO 2- D).  

Os adultos possuem corpo delicado com aproximadamente 10-15 mm de 

comprimento, de coloração verde, e de asas transparentes, membranosas reticuladas, com 

asas anteriores com nervuras transversais costais, as antenas são filiformes, e olhos são de 

cor amarelo-ouro brilhantes (ANEXO 2- F), e alimentam-se de pólen e “honeydew” 

(ALBUQUERQUE et al., 2009).  

Os adultos mantidos em laboratório, alimentam-se de dieta artificial de lêvedo de 

cerveja e mel (RIBEIRO, 1988). O ciclo biológico tem duração de aproximadamente 40 

dias, sendo que nas regiões tropicais, podem produzir, de 5 a 6 gerações por ano 

(WAQUIL, 2003). 

 

2.6  Importância do C. externa no manejo de pragas. 

É um inimigo natural de ocorrência comum em diversas regiões brasileiras (MAIA 

et al., 2004), com importância na regulação de populações de pragas como afídeos, mosca-
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branca, ovos e pequenos lepidópteros além de ácaros (SANTOS et al., 2003; PESSOA et 

al., 2005; BEZERRA et al., 2009; ALBUQUERQUE, 2009).  

Estudos comprovam a efetividade desta espécie predadora no controle biológico de 

pragas em cultivo de algodão, trigo, sorgo, citrus, pessegueiro, acerola e melão (PESSOA et 

al., 2005; LEBRE et al., 2007; PITWAK et al., 2016; PASINI, 2017; SILVA et al., 2017; 

HEWLETT et al., 2018; ARMAS et al., 2019). 

Esta espécie têm despertado interesse nas pesquisas de controle biológico aplicado 

devido à facilidade de criação em laboratório e generalidade em presas consumidas 

(BEZERRA et al., 2009) e obtendo alto desempenho no consumo de ovos de lepidópteros 

de diferentes espécies (BORTOLI et al., 2006; MURATA et al., 2006; PESSOA et al., 

2010), e ovos de H. armigera (ALBUQUERQUE; CRUZ, 2017). 

 

2.7  Fungos entomopatogênicos  

 

A palavra entomogênica foi derivada de duas palavras gregas: “entomon”, que 

significa insetos, e “genes”, significando surgir. De tal modo, o significado etimológico de 

microrganismo entomopatógeno é “microorganismos que surgem em insetos” (SANDHU 

et al. 2001). 

Os fungos entomopatogênicos são de origem natural do solo, provocam epizootias 

em diversas espécies-pragas (IGNOFFO, 1981; ALVES; LOPES, 2008). Os 

microrganismos apresentam vantagens para o controle de pragas como: especificidade e 

seletividade, facilidade de multiplicação, dispersão, produção artificiais e ausência de 

poluição ambiental e toxicidade ao homem (ALVES, 1998). 

O modo de ação dos fungos é através da infecção dos hospedeiros suscetíveis via 

penetração direta através da cutícula (ALVES; LOPES, 2008). No entanto, estudos têm 

demonstrado que diversas formas de inoculação destes microrganismos em plantas 

hospedeiras tem ação endofítica contra artrópodes-pragas (VEGA 2018). 

2.8  Aplicabilidade dos fungos entomopatogênicos no controle de pragas 
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Os fungos entomopatogênicos são inimigos naturais de uma ampla variedade de 

artrópodes-pragas como ácaros e insetos (KHAN et al., 2012; LACEY et al. 2015). Com 

ocorrência de forma enzoótica sobre dípteros, himenópteros e ortópteros e epizoótica em 

coleópteros, lepidópteros, hemípteros (ALVES, 1998).  

Epizootias de fungos entomopatogênicos são observadas frequentemente entre 

populações de insetos, caracterizando o grande potencial desses microorganismos para a 

redução de populações de pragas (KHAN et al., 2012). O primeiro relato da ação natural de 

fungo M. rileyi sobre H. armigera no Brasil foi em cultivo de algodão, no ano de 2015 

(COSTA et al., 2015). Para o estado de Mato Grosso do Sul são relatadas epizootias e 

enzootias de M. rileyi sobre H. armigera em soja durante as safras de 2017/2018 e 

2018/2019 (DIAS et al., 2018; DIAS et al., 2019).  

Embora existam relatos da ação natural de M. rileyi sobre H. armigera, este fungo 

não possui formulação comercial, com estudos satisfatórios para produção do mesmo em 

arroz e diferentes níveis de hidratação (DIAS et al., 2017; LOUREIRO et al., 2019). A 

produção, armazenamento e formulação em massa in vitro dos fungos entomopatogênicos 

são fatores que tem restringido seu incremento como agentes de controle biológico (PELL 

et al., 2001). 

Dentre os fungos mais utilizados no mundo para controle biológico aplicado 

destacam-se B. bassiana e M. anispoliae, devido à patogenicidade relatada sobre várias 

pragas-agrícolas de diferentes sistemas de cultivo do mundo (SANDHU et al. 2012). Em 

menor escala encontram-se os fungos Lecanicilium muscarium, Lecanicilium longisporum 

e Lecanicilium fumosorosea (VEGA, 2018).  

A grande parte dos produtos comerciais, recomendados para o manejo de insetos e 

ácaros baseiam-se principalmente em Beauveria spp., Metarhizium spp., Isaria 

fumosorosea e Lecanicillium spp. (FARIA; WRAIGHT, 2007). 

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 

2019), no mercado de produtos fitossanitários existem aproximadamente 27 produtos à base 

B. bassiana e 38 produtos formulados com M. anisopliae e estes são recomendados para 

artrópodes-pragas de diversas culturas (MAPA, 2019). 

Em relação o potencial patogênico dos fungos entomopatogênicos sobre H. 

armigera, a literatura contribui com estudos em condições de laboratório e campo 
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utilizando como agente de controle, isolados de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, 

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok e Metarhizium rileyi (Farlow) Samson, nos quais 

demonstraram que essas espécies fúngicas apresentam alta virulência sobre diferentes 

instares larvais de H. armigera (HOLDOM; VAN DE KLASHORST, 1986; HASSANI 

2000; SANDHU et al. 2001; SUN et al. 2001; TANG; HOU 2001; DEVI et al. 2003; 

WANG; LEGER 2006; KALVNADI et al., 2018 ). 

 

2.9 Interações entre fungos entomopatogênicos e insetos entomófagos 

 

Os fungos entomopatogênicos possuem vantagens que favorecem seu 

desenvolvimento como agentes de controle biológico, por representarem risco mínimo para 

organismos benéficos não alvos, como abelhas, minhocas e colêmbolos, e inimigos 

naturais, como vespas parasitas, besouros predadores e crisopideos (PESSOA et al. 2005; 

CARDOSO et al., 2007; POTRICH et al., 2009; POLANCZYK et al., 2010; LACEY et al., 

2015; CONSCECHI 2017; PORTILLA et al., 2017; DIAS et al., 2019). 

Embora o uso de fungos entomopatogênicos seja considerado seguro em relação ao 

meio ambiente, são necessárias pesquisas que comprovem a segurança ou o impacto que 

determinado microrganismo entomopatogênico possa causar sobre outros inimigos naturais 

(MILNER, 1997; LOUREIRO; MOINO JUNIOR, 2007). 

Produtos à base de fungos entomopatogênicos demonstram um constante 

crescimento no mercado de insumos agrícolas (MAPA, 2019), o que desperta a 

preocupação sobre os possíveis efeitos em organismos não alvos, pois, estes fungos 

apresentam uma vasta gama de hospedeiro incluindo inimigos naturais (POTRICH et al, 

2009; POLANCZYK et al, 2010). 

Estudos demonstraram que os fungos entomopatogênicos podem causar impacto 

sobre o desenvolvimento de predadores e outros insetos não-alvo (ALVES, 1998; 

LOUREIRO; MOINO JUNIOR, 2007). Deste modo, estes agentes de controle biológico 

podem agir sinergicamente ou antagonicamente (PORTILLA et al., 2017b). 

Interações entre agentes de controle microbiano e organismos não-alvo podem 

acontecer através da infecção direta, porém esses efeitos podem ser evitados ou 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201118301496#!
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minimizados através da seleção cuidadosa de patógenos específicos (GOETTEL; HAJEK, 

2001). Estudos com fungos entomopatogênicos em interação com C. externa realizados no 

Brasil indicam a possibilidade de aplicação simultânea destes inimigos naturais, 

propiciando a associação de práticas para o manejo eficiente de pragas (SCHILICK et al., 

2015; PESSOA et al., 2005; GENEROSO, 2002; DIAS et al., 2019). 

O sucesso dos programas de controle biológico depende do entendimento mais 

complexo entre os hospedeiros e o terceiro nível trófico, principalmente em relação aos 

inimigos naturais como predadores e parasitoides (MAGALHÃES et al., 1998). Os estudos 

de interações entre entomopatógenos e insetos entomófagos podem ser analisadas de 

diversas maneiras, pois esses microrganismos podem prejudicar ou não inimigos naturais, e 

isto depende do tipo de patógeno, concentração e espécie de inimigo natural e forma de 

exposição (SANTORO et al., 2007; ROSSI-ZALAF et al., 2008).  

As pesquisas que investigam os efeitos diretos e indiretos dos entomopatógenos 

sobre predadores e parasitoides estão relacionados às aplicações diretas das suspensões 

fúngicas sobre os insetos, onde implicações negativas estão correlacionadas com as altas 

dosagens (PORTILLA et al., 2017b). As interações, aliados à utilização de fungos 

entomopatogênicos com ação endofítica, principalmente dos gêneros Beauveria e 

Metarhizium, têm tido respostas satisfatórias na redução das populações de pragas, efeito 

fisiológico benéfico para o desenvolvimento das plantas hospedeiras e sinergismo entre os 

predadores e parasitoides (CANASSA et al., 2019; GONZÁLEZ-MAS et al. 2019).  

A interação positiva propõe a ação conjunta de B. bassiana, M. anisopliae e M. 

rileyi e C. externa ao considerar um programa de controle biológico baseado na aplicação 

dos entomopatógenos e liberação massiva do predador simultaneamente. Ao pontuar os 

benefícios deste sinergismo podemos considerar as vantagens dos fungos 

entomopatogênicos em relação aos outros microrganismos: age via contato permitindo a 

ação em diversos estágios de desenvolvimento do inseto, largo espectro de espécies 

suscetíveis, causam epizootias, alta capacidade de disseminação e mecanismos de 

sobrevivência permitindo maior persistência no ambiente (SUJJI et al., 2002; ALVES; 
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LOPES 2008). Combinada a ação dos fungos na redução populacional de H. armigera, o C. 

externa atua de forma conjunta alimentando-se de ovos e pequenas lagartas presentes na 

área. É importante validar a ação de um inimigo natural sobre ovos de lepidópteros-pragas 

considerando a redução de problemas futuros com a eclosão e desenvolvimento das lagartas 

alimentando-se das plantas hospedeiras e principalmente na redução populacional da 

espécie-praga. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar as interações entre o predador C. externa (Hagen 1861) (Neuroptera: 

Chrysopidae), os fungos entomopatogênicos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. 

anisopliae (isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), para o controle de H. 

armigera. 

 

4 HIPÓTESES 

 

1- Os isolados dos fungos entomopatogênicos, B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. 

anisopliae (isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), apresentam virulência 

sobre lagartas de 1º ao 5º instar de H. armigera; 

 

2- Os fungos entomopatogênicos, B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae 

(isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03) são seletivos sobre larvas de 1º, 2º 

e 3º instar de C. externa; 

 

3- Os isolados dos fungos entomopatogênicos, B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. 

anisopliae (isolado ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), não interferem 

negativamente no potencial predatório de C. externa;  

 

4-  Suspensões fúngicas com maior concentração de conídios, não reduz a capacidade 

predatória de C. externa; 

 

5- Larvas de C. externa não diferenciam presas infectadas ou isentas de fungos 

entomopatogênicos durante (0, 24 e 48 h) de exposição; 

 

6- O tempo de exposição dos fungos sobre as presas, não reduz a capacidade de 

consumo de C. externa; 
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7- Existe interação positiva entre C. externa e os isolados avaliados;  

 

8- Há possibilidade de utilização simultânea destes agentes de controle natural para 

redução populacional de H. armigera;  

 

9- As metodologias de exposição (DA ou DF), não interferem na ação do fungo 

entomopatogênico em relação à espécie-praga, ao predador e sua capacidade 

predatória. 
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Article 1 

Fungos entomopatogênicos no manejo de Helicoverpa 2 

armigera (Lepidoptera: Noctuidae) 3 

Resumo: A Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga de importância agrícola no 4 

Brasil e no mundo, com danos associados à diversas culturas. Este trabalho teve como objetivo 5 

avaliar a virulência de Beauveria bassiana (ESALQ PL63), Metarhizium anisopliae (ESALQ E9) e 6 

Metarhizium rileyi (UFMS 03), sobre cinco instares larvais (L1, L2, L3, L4 e L5) de H. armigera. Os 7 

tratamentos foram: controle (água destilada esterilizada + 0.001% Tween80©) (T1); B. bassiana (T2); 8 

M. anisopliae (T3) e M. rileyi (T4), nas concentrações: (1×107; 1×108 e 1×109 conídios mL-1). Os 9 

tratamentos foram aplicados através da torre de Potter adaptada utilizando duas metodologias de 10 

aplicação: aplicação direta (DA) e filme seco (DF). Os resultados indicam que os isolados testados 11 

proporcionaram baixa mortalidade sobre os estágios larvais de H. armigera (L1, L2, L3, L4 e L5). Os 12 

fungos entomopatogênicos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae (isolado ESALQ E9) e 13 

M. rileyi (isolado UFMS 03) nas concentrações (1×107, 1×108 ou 1×109 con.mL−1) não foram 14 

virulentos às lagartas de H. armigera. Houve crescimento micelial sobre todos os cadáveres do 15 

tratamento B. bassiana  16 

Palavras-chave: Hypocreales, lagarta do velho mundo, Glycine max, controle biológico, controle 17 

microbiano, entomopatógenos, Beauveria, Metarhizium 18 

1. Introdução 19 

A lagarta do velho mundo Helicoverpa armigera (Hübner 1805) (Lepidoptera: Noctuidae), 20 

considerada anteriormente no Brasil uma praga quarentenária foi relatada pela primeira vez em 21 

regiões brasileiras no ano agrícola 2013/2014 e proporcionou perdas em produtividade de diversas 22 

culturas de importância econômica [1-2]. 23 

O controle químico tem sido a principal estratégia de manejo para H. armigera em diferentes 24 

sistemas de cultivo [3]; e este fato está correlacionado à ideia de menor custo de produção, falta de 25 

informações idôneas sobre o manejo integrado de pragas (MIP) e as possibilidades de 26 

aplicabilidade no campo [4]. 27 

Os fungos entomopatogênicos são um conjunto diversificado de espécies com um aspecto em 28 

comum: infectam e causam doenças em artrópodes [5]. Os gêneros Aspergillus, Beauveria, 29 

Metarhizium, Cordyceps, Isaria e Pandora destacam-se como agentes no controle microbiano de 30 

artrópodes-pragas [6]. 31 

Estudos com fungos entomopatogênicos no controle de pragas em condições de laboratório e 32 

de campo, demonstraram que isolados das espécies: Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, Metarhizium 33 

anisopliae (Metsch.) Sorok e Metarhizium rileyi (Farlow) Samson apresentam alta virulência sobre 34 

diferentes instares larvais de H. armigera [7- 14]. 35 

Epizootias de fungos entomopatogênicos são observadas frequentemente entre populações de 36 

insetos, e este fenômeno caracteriza o grande potencial desses microrganismos para a redução de 37 

populações de pragas [15]. O primeiro relato da ação natural de fungo entomopatogênico M. rileyi 38 

sobre H. armigera no Brasil foi em cultivo de algodão, no ano de 2015 [16]. Para o estado de Mato 39 

Grosso do Sul são relatadas epizootias e enzootias de M. rileyi sobre H. armigera em soja durante as 40 

safras de 2017/2018 e 2018/2019 [17-18]. 41 

Embora existam relatos da ação natural de M. rileyi sobre H. armigera, este fungo não possui 42 

formulação comercial com estudos satisfatórios para produção do mesmo em arroz e diferentes 43 

níveis de hidratação [19-20]. A produção, armazenamento e formulação em massa in vitro dos 44 

fungos entomopatogênicos são fatores que têm restringido seu incremento como agentes de 45 

controle biológico [21]. 46 
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A agricultura atual incrementou a utilização dos fungos entomopatogênicos no manejo 47 

integrado, devido ao grande potencial que estes microrganismos apresentam para redução de 48 

populações de artrópodes-pragas [22], e por não causarem danos à saúde humana e aos 49 

ecossistemas [23]. 50 

Diante da importância das espécies fúngicas como agentes de controle biológico de pragas 51 

agrícolas, este estudo teve por objetivo avaliar a patogenicidade de Beauveria bassiana (ESALQ 52 

PL63), Metarhizium anisopliae (ESALQ E9) e Metarhizium rileyi (UFMS 03), sobre larvas de primeiro, 53 

segundo, terceiro, quarto e quinto instar de H. armigera. 54 

2. Material e Métodos  55 

2.1 Obtenção dos fungos entomopatogênicos  56 

Foram utilizados os formulados comerciais à base dos fungos Beauveria bassiana (isolado 57 

ESALQ PL63) (BOVERIL®) e Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ E9) (METARRIL®). O 58 

Metarhizium rileyi, não possui formulação comercial disponível, sendo que o isolado UFMS 03 59 

pertence ao banco de entomopatógenos do Laboratório de Entomologia da Universidade Federal de 60 

Mato Grosso do Sul, Campus de Chapadão do Sul, MS, Brasil e foi produzido em meio de cultura 61 

Sabouraud de acordo com a metodologia de Loureiro et al.[20]. 62 

2.2 Obtenção e criação massal de Helicoverpa armigera 63 

Para o estabelecimento da criação massiva foram coletados adultos e lagartas de H. armigera 64 

de diferentes idades em cultivo de soja na safra 2017/2018 e 2018/2019, isentas de pulverizações com 65 

produtos fitossanitários químicos, em área pertencente à área Experimental da Universidade 66 

Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de Chapadão do Sul, MS, Brasil. 67 

Em condição de laboratório sob, temperatura de 25±1 °C, umidade relativa (UR) de 70±10% e 68 

fotoperíodo de 12 horas (luz e escuro =L:D), as lagartas foram mantidas em unidades de criação do 69 

tipo plástico com capacidade para 16 indivíduos, de acordo com Dias et al. (2019) [24] e receberam 70 

diariamente dieta artificial a base de feijão branco, adaptada de GREENE et al.,(1976) [25]. As pupas 71 

de H. armigera foram separadas por sexo e após a emergência dos adultos e alocados em gaiolas 72 

totalizando 8 casais/gaiola [26-27]. 73 

2.3 Bioensaios 74 

Os bioensaios foram conduzidos em laboratório sob condições de temperatura de 25±1 °C, UR 75 

de 70±10% e fotoperíodo de 12 horas (L: D). As posturas provenientes de criação massiva foram 76 

separadas para a montagem do experimento e após à eclosão, as lagartas de H. armigera com 77 

tamanho de (1-3 mm) foram individualizadas em placas de Petri®, onde foram mantidas separadas 78 

e alimentadas com dieta artificial até o estágio larval referente às aplicações. Para o preparo das 79 

suspensões fúngicas foram realizadas diluições de (1 grama) de cada isolado em água destilada e 80 

esterilizada + 0.01% (v/v) Tween80®, posteriormente foi realizada a contagem dos conídios com 81 

auxílio de câmara de Neubauer, counting chamber, (Boeco®), Lab-Líder, Ribeirão Preto, SP, Brazil, 82 

com finalidade de padronização das concentrações [28]. 83 

Os tratamentos foram constituídos: (T1) controle (água destilada esterilizada + Tween80®); (T2) 84 

B. bassiana (isolado ESALQ PL63); (T3) M. anisopliae (isolado ESALQ E9); (T4) M. rileyi (isolado 85 

UFMS 03), em diferentes concentrações: (1×107; 1×108 e 1×109 con. mL-1), onde para cada suspensão 86 

fúngica foi adicionado 1 mL deTween80®. Às aplicações foram realizadas com auxílio de torre de 87 
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Potter adaptada, com um volume padrão de 2 mL/repetição, através de duas metodologias de 88 

exposição: aplicação direta (DA), tratamentos aplicados diretamente sobre as lagartas e placas de 89 

Petri® (arenas) [27], e a metodologia do filme seco (D.F.) com aplicação dos tratamentos somente 90 

sobre as arenas, com a inserção das lagartas após a secagem do excesso de umidade [30], de acordo 91 

com protocolo proposto pela “International Organization for Biological and Integrated Control of 92 

Noxious Animals and Plants” (IOBC), West Palaearctic Regional Section (WPRS), com intuito de 93 

padronizar os testes de seletividade de artrópodes a substâncias químicas e ou à entomopatógenos 94 

[31]. 95 

Foram utilizadas lagartas de H. armigera de primeiro instar (L1), (>24 h) após à eclosão, lagartas 96 

de segundo (L2), terceiro (L3), quarto (L4) e quinto (L5) instar, com (>24 h) após a mudança de 97 

estágio larval.  98 

As avaliações de mortalidade foram realizadas a cada 24 horas, com a mortalidade acumulada 99 

à cada de 3 dias estendendo as avaliações até o 12º dia após as aplicações (DAA). 100 

Para confirmação da mortalidade as lagartas mortas foram colocadas em câmara úmida com 101 

intuito de permitir à conidiogênese sobre os cadaveres [32]. 102 

2.4 Análise estatística 103 

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com arranjo fatorial (4 104 

× 3 × 2) com 4 tratamentos (P), três concentrações (C) e duas metodologias de aplicação (A). Foram 105 

utilizadas 30 repetições compostas por 1 lagarta/instar de H. armigera para cada tratamento, 106 

combinações de concentrações e metodologias de aplicação, totalizando 600 lagartas/ instar 107 

incluindo o tratamento controle. O bioensaio foi replicado 3 vezes.  108 

Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e comparação de médias pelo 109 

teste de Tukey à 5% de probabilidade, utilizando o software Rbio [33]. 110 

3. Resultados 111 

3.1. Mortalidade de primeiro instar de Helicoverpa armigera  112 

Os produtos (P), os métodos de aplicação (A), as concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, 113 

A×C, e P×A×C) não influenciaram significativamente na mortalidade de H. armigera (L1) ao 3º,6º, 9º 114 

e 12º (DAA), (p > 0.05; Tabela 1). 115 

Tabela 1. ANOVA de mortalidade de primeiro instar de Helicoverpa armigera infectada com 116 

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH de 70 ± 10% e 117 

fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 118 

SV DF 3º 6º 9º 12º 

Product (P) 3 0.50 ns 0.52 ns 0.62 ns 0.75 ns 

Application (A) 1 0.89 ns 1.00 ns 0.88 ns 0.75 ns 

Concentration (C) 3 0.95 ns 0.82 ns 0.99 ns 0.98 ns 

A × P 3 0.88 ns 0.93 ns 0.99 ns 0.94 ns 

A × C 3 0.99ns 1.00 ns 1.00 ns 0.99 ns 

P × C 9 0.95 ns 0.99 ns 0.99 ns 0.98 ns 

A × P × C 9 1.00 ns 0.99 ns 1.00 ns 1.00 ns 

Residue 580 62.36  0.07 0.06  0.06 

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo a 5% de probabilidade pelo 119 

teste F. FV: Fonte de Variação; GL: Grau de Liberdade. Os números representam os valores de F. 120 

Os fungos entomopatogênicos B. bassiana, M. anisopliae e M. rileyi nas condições testadas 121 

proporcionaram baixa médias mortalidade de lagartas de primeiro instar (L1) de H. armigera em 122 

relação ao controle, não apresentando diferenças significativas (Tabela 2). 123 
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A mortalidade das lagartas infectadas com B. bassiana foi confirmada pela esporulação 124 

conidiogênese em todos os cadáveres. 125 

Tabela 2. Médias (média ± erro padrão) de mortalidade de primeiro instar de Helicoverpa armigera 126 

infectada com Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi ao 3º, 6º, 9º e 12º DAA, 127 

(T: 25 ± 1°C. RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 128 

Product (P) 3º 6º 9º 12º 

Control 0.03± 0.03 a 0.03 ± 0.03 a 0.03 ± 0. 03 c 0.03 ± 0.03 a 

B. bassiana 0.09 ± 0.02 a 0.09 ± 0.02 a 0.08 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 

M. anisopliae 0.07 ± 0.02 a 0.07 ± 0.01 a 0.06 ± 0.02 a 0.06 ± 0.02 a 

M. rileyi 0.08 ± 0.02 a 0.08 ± 0.02 a 0.06 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 

Application (A)     

Direct (D.A.) 0.08 ± 0.01 a 0.08 ± 0.01 a 0.06 ± 0.01 a 0.07 ± 0.01 a 

Dry film (D.O.) 0.08 ± 0.01 a 0.08 ± 0.01 a 0.07 ± 0.01 a 0.06 ± 0.01 a 

Concentration (C)     

107 con.mL-1 0.09 ± 0.02 a 0.08 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 0.06 ± 0.02 a 

108 con.mL-1 0.09 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 0.06 ± 0.02 a 0.06 ± 0.02 a 

109 con.mL-1 0.08 ± 0.02 a 0.10 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 

Para cada fator com médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, não diferem 129 

estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. 130 

3.2. Mortalidade de segundo instar de Helicoverpa armigera  131 

Os produtos testados influenciaram na mortalidade de H. armigera (L2), onde esta variável diferiu 132 

significativamente dos demais fatores apenas no 6º (DAA) (p < 0.05; Tabela 3).  133 

Os métodos de aplicação (A), as concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, A×C, e P×A×C), 134 

não influenciaram na mortalidade de H. armigera (L2) ao 3º,6º, 9º e 12º (DAA), (p > 0.05; Tabela 3). 135 

Tabela 3. ANOVA de mortalidade de segundo instar de Helicoverpa armigera infectada com Beauveria 136 

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 137 

horas (L:D)). 138 

SV DF 3º 6º 9º 12º 

Product (P) 3 0.15 ns 0.00 * 0.19 ns 0.05 ns 

Application (A) 1 0.90 ns 0.76 ns 0.76 ns 0.85 ns 

Concentration (C) 3 0.60 ns 0.94 ns 0.94 ns 0.97 ns 

P×A 3 1.00 ns 0.98 ns 0.91 ns 0.96 ns 

P×C 9 0.80 ns 0.99 ns 0.99 ns 1.00 ns 

A×C 3 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 0.96 ns 

P×A×C 9 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

Residue 580 0.10 0.07 0.07 0.05 

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo a 5% de probabilidade pelo 139 

teste F. FV: Fonte de Variação; GL: Grau de Liberdade. Os números representam os valores de F. 140 
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As medias de mortalidade foram significativamente iguais quando comparadas as 141 

metodologias de aplicação (A) e concentrações (C) (1×107; 1×108 e 1×109 con. mL-1), até o 12º dia 142 

(DAA), no entanto, ao 6º (DAA), o fungo B. bassiana proporcionou maior mortalidade para H. 143 

armigera (L2), em relação às lagartas tratadas com M. rileyi (Tabela 4). 144 

Tabela 4. Médias (média ± erro padrão) de mortalidade de segundo instar de Helicoverpa armigera 145 

infectada com Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi ao 3º, 6º, 9º e 12º DAA, 146 

(T: 25 ± 1°C. RH of 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 147 

Product (P) 3º 6º 9º 12º 

Control 0.13 ± 0.00 a 0.05 ± 0.05 ab 0.05 ± 0. 04 a 0.03 ± 0.04 a 

B. bassiana 0.12 ± 0.00 a 0.13 ± 0.02 a 0.11 ± 0.02 a 0.07 ± 0.03 a 

M. anisopliae 0.11 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 ab 0.05 ± 0.00 a 0.05 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.14 ± 0.00 a 0.04 ± 0.00 b 0.07 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

Application (A)     

Direct (D.A.) 0.11 ± 0.00 a 0.08 ± 0.02 a 0.08 ± 0.02 a 0.05 ± 0.02 a 

Dry film (D.O.) 0.12 ± 0.00 a 0.07 ± 0.02 a 0.07 ± 0.02 a 0.05 ± 0.02 a 

Concentration (C)     

107 con.mL-1 0.10 ± 0.02 a 0.07 ± 0.03 a 0.07 ± 0.03 a 0.05 ± 0.03 a 

108 con.mL-1 0.13 ± 0.00 a 0.09 ± 0.02 a 0.08 ± 0.03 a 0.06 ± 0.03 a 

109 con.mL-1 0.14 ± 0.00 a 0.07 ± 0.02 a 0.07 ± 0.03 a 0.05 ± 0.03 a 

Para cada fator com médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, não diferem 148 

estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. 149 

A mortalidade das lagartas infectadas com B. bassiana foi confirmada pela conidiogênese em 150 

todos os cadáveres. 151 

3.3. Mortalidade de terceiro instar de Helicoverpa armigera  152 

Os produtos (P), os métodos de aplicação (A), as concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, 153 

A×C, and P×A×C), não influenciaram significativamente na mortalidade de H. armigera (L3) ao 3º,6º, 154 

9º e 12º (DAA), (p > 0.05; Tabela 5). 155 

Tabela 5. ANOVA de mortalidade de terceiro instar de Helicoverpa armigera infectada com Beauveria 156 

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 157 

horas (L:D)). 158 

SV DF 3º 6º 9º 12º 

Product (P) 3 0.43 ns 0.50 ns 0.62 ns 0.70 ns 

Application (A) 1 1.00 ns 1.00 ns 0.87 ns 1.00 ns 

Concentration (C) 3 1.00 ns 0.97 ns 0.98 ns 0.94 ns 

P×A 3 1.00 ns 0.98 ns 1.00 ns 0.98 ns 

P×C 9 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

A×C 3 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

P×A×C 9 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

Residue 580 0.08 0.07 0.06 0.06 

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo a 5% de probabilidade pelo 159 

teste F. FV: Fonte de Variação; GL: Grau de Liberdade. Os números representam os valores de F. 160 



37 
 

 

As medias de mortalidade de H. armigera (L3), não diferiram entre os produtos (P), os métodos 161 

de aplicação (A), as concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, A×C, e P×A×C), ao 3º,6º, 9º e 12º 162 

(DAA), (Tabela 6). 163 

Tabela 6. Médias (média ± erro padrão) de mortalidade de terceiro instar de Helicoverpa armigera 164 

infectada com Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi ao 3º, 6º, 9º e 12º DAA, 165 

(T: 25 ± 1°C. RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 166 

Product (P) 3º 6º 9º 12º 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

B. bassiana 0.10 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 

M. anisopliae 0.10 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.10 ± 0. 00 a 0.08 ± 0. 00 a 0.06 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 

Application (A)     

Direct (D.A.) 0.09 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 

Dry film (D.O.) 0.09 ± 0. 00 a 0.08 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 

Concentration (C)     

107 con.mL-1 0.10 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 

108 con.mL-1 0.10 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 

109 con.mL-1 0.10 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 

Para cada fator com médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, não diferem 167 

estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. 168 

A mortalidade das lagartas infectadas com B. bassiana foi confirmada pela conidiogênese em 169 

todos os cadáveres e apenas dois de M. rileyi. 170 

3.4. Mortalidade de quarto instar de Helicoverpa armigera 171 

Entre os fatores avaliados, apenas as metodologias de exposição (A) dos tratamentos diferiram 172 

significativamente em relação à mortalidade do quarto instar de H. armigera (L4), ao 3º,6º, 9º e 12º 173 

(DAA), (p < 0.05; Table 7)  174 

Tabela 7. ANOVA de mortalidade de quarto instar de Helicoverpa armigera infectada com Beauveria 175 

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 176 

horas (L:D)). 177 

FV DF 3º 6º 9º 12º 

Product (P) 3 0.07 ns 0.08 ns 0.29 ns 0.61 ns 

Application (A) 1 0.64 ns 0.03 * 0.58 ns 0.64 ns 

Concentration (C) 3 0.84 ns 0.61 ns 0.61 ns 0.94 ns 

P×A 3 0.24 ns 0.88 ns 0.23 ns 0.98 ns 

P×C 9 0.72 ns 1.00 ns 0.96 ns 1.00 ns 

A×C 3 0.98 ns 0.62 ns 0.96 ns 0.98 ns 

P×A×C 9 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

Residue 580 0.12 0.10 0.08 0.06 

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo a 5% de probabilidade pelo 178 

teste F. FV: Fonte de Variação; GL: Grau de Liberdade. Os números representam os valores de F. 179 

Os produtos (P) e concentrações (C) testados não apresentaram diferenças significativas entre 180 

as médias de mortalidade de H. armigera (L4) até o 12º (DAA), porém a metodologia de exposição 181 
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filme seco (DF) ao 6º dia proporcionou menor média de mortalidade em relação à aplicação direta 182 

(DA), (Table 8). 183 

A mortalidade das lagartas infectadas com B. bassiana foi confirmada pelo crescimento micelial 184 

sobre todos os cadáveres e 10% para M. anisopliae. 185 

Tabela 8. Médias (média ± erro padrão) de mortalidade de quarto instar de Helicoverpa armigera 186 

infectada com Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi ao 3º, 6º, 9º e 12º DAA, 187 

(T: 25 ± 1°C. RH of 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 188 

Product (P) 3º 6º 9º 12º 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.033 ± 0.00 a 

B. bassiana 0.14 ± 0.00 a 0.13 ± 0.00 a 0.11 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

M. anisopliae 0.15 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.17 ± 0. 00 a 0.13 ± 0. 00 a 0.11 ± 0. 00 a 0.03 ± 0. 00 a 

Application (A)     

Direct (D.A.) 0.15 ± 0.00 a 0.14 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

Dry film (D.O.) 0.13 ± 0. 00 a 0.09 ± 0. 00 b 0.09 ± 0. 00 a 0.03 ± 0. 00 a 

Concentration (C)     

107 con.mL-1 0.17 ± 0.00 a 0.12 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

108 con.mL-1 0.13 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 a 0.12 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

109 con.mL-1 0.16 ± 0.00 a 0.14 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

Para cada fator com médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, não diferem 189 

estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. 190 

3.5. Mortalidade de quinto de Helicoverpa armigera 191 

Os produtos (P), os métodos de aplicação (A), as concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, 192 

A×C, and P×A×C) não influenciaram significativamente na mortalidade de H. armigera (L5) ao 3º,6º, 193 

9º e 12º (DAA), (p > 0.05; Tabela 9). 194 

Tabela 9. ANOVA de mortalidade de quinto instar de Helicoverpa armigera infectada com Beauveria 195 

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 196 

horas (L:D)). 197 

SV DF 3º 6º 9º 12º 

Product (P) 3 0.54 ns 0.23 ns 0.27 ns 0.35 ns 

Application (A) 1 0.63 ns 0.76 ns 0.76 ns 0.87 ns 

Concentration (C) 3 0.94 ns 0.80 ns 0.89 ns 0.93 ns 

P×A 3 0.98 ns 0.88 ns 0.94 ns 0.85 ns 

P×C 9 0.99 ns 1.00 ns 0.99 ns 0.99 ns 

A×C 3 0.98 ns 0.95 ns 1.00 ns 1.00 ns 

P×A×C 9 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 1.00 ns 

Residue 580 0.06 0.07 0.07 0.06 

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo a 5% de probabilidade pelo 198 

teste F. FV: Fonte de Variação; GL: Grau de Liberdade. Os números representam os valores de F. 199 
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As medias de mortalidade do quinto instar de H. armigera (L5) não foram influenciadas pelos 200 

tratamentos (P), métodos de aplicação (A), concentrações (C) e as interações (P×A, P×C, A×C, and 201 

P×A×C), ao 3º,6º, 9º e 12º (DAA), (Tabela 10). 202 

Tabela 10. Médias (média ± erro padrão) de mortalidade de quinto instar de Helicoverpa armigera 203 

infectada com Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi ao 3º, 6º, 9º e 12º DAA, 204 

(T: 25 ± 1°C. RH de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 horas (L:D)). 205 

Product (P) 3º 6º 9º 12º 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 

B. bassiana 0.08 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 

M. anisopliae 0.07 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 0.05 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.06 ± 0. 00 a 0.06 ± 0. 00 a 0.06 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 

Application (A)     

Direct (D.A.) 0.07 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 

Dry film (D.O.) 0.06 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 0.07 ± 0. 00 a 

Concentration (C)     

107 con.mL-1 0.08 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 

108 con.mL-1 0.08 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.09 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 

109 con.mL-1 0.07 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 

Para cada fator com médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, não diferem 206 

estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. 207 

A mortalidade das lagartas infectadas com B. bassiana foi confirmada pela conidiogênese em 208 

todos os cadáveres. 209 

4. Discussão 210 

De modo geral, os isolados dos fungos entomopatogênicos testados, nas diferentes 211 

concentrações e metodologias de exposição proporcionaram baixa virulência sobre os cinco instares 212 

larvais de H. armigera. A literatura descreve diversos fatores que podem interferir na 213 

patogenicidade e virulência dos fungos entomopatogênicos, dentre os quais podemos considerar 214 

como possíveis interferências neste estudo: variabilidade genética de cada isolado, característica 215 

inerente aos fungos entomopatogênicos em relação à produção de proteases, composição cuticular 216 

da espécie e espessura da cutícula [34-38]. 217 

Sabe-se que o modo de infecção dos fungos entomopatogênicos envolve os processos de 218 

adesão, germinação e penetração do patógeno sobre a cutícula do inseto, ultrapassando barreiras 219 

físicas e químicas [39-40]. As barreiras químicas são quebradas através da produção de proteases e 220 

quitinases com função degradadora da cutícula do hospedeiro [37, 41]. E a velocidade na qual a 221 

estrutura reprodutiva dos fungos ultrapassa à cutícula do hospedeiro varia de acordo com a 222 

espessura da cutícula do inseto [36]. 223 

Considerando a hipótese que os fungos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae (isolado 224 

ESALQ E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03), proporcionaram baixa virulência sobre H. armigera devido 225 

à composição cuticular desta espécie é possível que os nutrientes que promovem a estruturação 226 

cuticular das lagartas tenham proporcionado uma barreira de proteção que impediu a penetração e 227 

posterior germinação dos conídios.  228 

Entre os componentes que proporcionam a estruturação e fortalecimento da cutícula dos 229 

insetos, destaca-se a melanina, que interfere na penetração de patógenos, através de barreiras de 230 
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proteção física ou mecânica conferindo à cutícula importantes mecanismos de defesa contra 231 

patógenos, devido às propriedades químicas que aumentam sua imunidade e atividade 232 

antimicrobiana [42-46]. 233 

A baixa mortalidade apresentada neste estudo, contradiz os resultados de mortalidade obtidos 234 

em testes de laboratório com isolados dos fungos entomopatogênicos M. anisopliae, B. bassiana e 235 

Paecilomyces fumosoroseus visando o controle de H. armigera, com variação de 68-100% de 236 

mortalidade corrigida independente do estágio larval (L2-L5), [47]. Bioensaios utilizando M. rileyi 237 

(1×107 conídios mL-1) resultando em 90,5% de mortalidade de quarto instar de H. armigera 238 

alimentadas com folhas de milho, soja, tomate e crisântemo tratados com este fungo [48]. 239 

Em relação à conidiogênese foram observados crescimento micelial de 100% das lagartas 240 

mortas no tratamento com BOVERIL® (isolado ESALQ PL63), 10% para METARRIL® (isolado 241 

ESALQ E9) e apenas dois cadáveres para M. rileyi (isolado UFMS 03). Os resultados de baixa 242 

esporulação para Metarhizium corroboram com outros [47] que observaram menor porcentagem de 243 

esporulação de M. anisopliae (isolado 79), (18,07%), em relação ao crescimento micelial de B. bassiana 244 

(isolado 124), (67,19 %) e P. fumosoroseus (isolado 14) com (84,41%) sobre H. armigera.  245 

Uma explicação alternativa é que em altas doses de fungos, numerosos esporos fúngicos 246 

podem penetrar no hospedeiro simultaneamente causando a morte prematura do inseto, devido 247 

fatores como a perda de água e, antes que o fungo possa explorar efetivamente os recursos 248 

resultando em morte das larvas logo após a inoculação, não possibilitando a conidiogênese sobre o 249 

cadáver [46].  250 

A baixa suscetibilidade das lagartas de H. armigera aos fungos testados, não indica que esta 251 

população está totalmente ilesa aos fungos entomopatogênicos, pois existe a possibilidade de 252 

efeitos secundários associados aos estágios subsequentes. Estudos dos efeitos deletérios de M. 253 

anisopliae (isolado M14) no condicionamento de H. armigera indicam que diferentes concentrações 254 

sub-letais do fungo podem reduzir o crescimento populacional da F1 [48]. Efeitos indiretos sobre 255 

populações de H. armigera também são relatados para aplicação de B. bassiana (isolado DC2) 256 

proporcionando deformações dos adultos e ovos inférteis [14]. 257 

Sabe-se que mecanismo de infecção dos fungos entomopatogênicos é altamente especializado e 258 

complexo, pois explora aspectos ainda não descritos por completo, como a relação inseto-fungo 259 

[49]. Virulência de cada isolado [50] e a suscetibilidade do hospedeiro [51].  260 

Diante da importância da H. armigera como praga agrícola e a biodiversidade de fungos 261 

entomopatogênicos que o Brasil dispõe, novas investigações de virulência de cepas fúngicas são 262 

necessárias para o incrementar o manejo integrado de lepidópteros-pragas através do controle 263 

microbiano, potencial de novos isolados e principalmente o entendimento das relações entre os 264 

mcirorganismos e os mecanismos de defesa dos hospedeiros. 265 

5. Conclusões 266 

Os fungos entomopatogênicos B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. anisopliae (isolado ESALQ 267 

E9) e M. rileyi (isolado UFMS 03) nas concentrações (1×107, 1×108, e 1×109 con.mL−1) e métodos de 268 

aplicação (DA ou DF) não foram virulentos às lagartas de primeiro, segundo, terceiro, quarto e 269 

quinto instar de H. armigera. A mortalidade do tratamento com B. bassiana (isolado ESALQ PL63) foi 270 

confirmada pela conidiogênese sobre todos os cadáveres. 271 
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Virulence of Entomopathogenic Fungi on Larvae of Chrysoperla externa (Neuroptera: 
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Abstract: Assuming the selective action of entomopathogenic fungi in relation to green lacewings, 10 

in this study we evaluated the virulence of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (ESALQ 11 

PL63), Metarhizium anisopliae (ESALQ E9) and M. rileyi (UFMS 03) on the mortality and duration of 12 

the first-, second-, and third-instar larvae of Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae). For 13 

this purpose, different experimental treatments were tested: control, distilled water and 0,01% 14 

Tween80©; and B. bassiana, M. anisopliae, and M. rileyi on the concentrations of 1×107, 1×108 and 15 

1×109 conidia mL-1. The treatments were applied with a Potter spray tower using two distinct 16 

methodologies: direct application and dry film. There was no mortality for first, second and third 17 

instar larvae of C. externa treated with M. anisopliae and M. rileyi. However, low mortality of B. 18 

bassiana on these three larval instars was showed at 120 HAA. The percentage of individuals 19 

which revealed changes in the larval instar and the duration of the pupal period varied among the 20 

different entomopathogenic fungi and control treatment, application methodology and 21 

concentrations. Mycelial growth was observed in all dead bodies of larvae infected with B. bassiana 22 

and in two dead bodies with M. anisopliae. Despite B. bassiana has revealed higher virulence than 23 

M. anisopliae and M. rileyi on larvae of C. externa, these three entomopathogenic fungi may be used 24 

in association with C. externa for integrated pest management in cropping systems. 25 

Keywords: Hypocreales; entomopathogens; microbial control; entomophagous; predator; green 26 

lacewing; integrated pest management; sustainability 27 

1. Introduction 28 

The Neotropical fauna of green lacewings presents high diversity, with 82 genera [1]. The 29 

species Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) is commonly found in Brazil, 30 

with reports of the occurrence in different regions [2]. Studies have proven the effectiveness of this 31 

predatory species in the biological control of pests in the cultivation of cotton, wheat, sorghum, 32 

citrus, peach, and melon [3-8]. 33 

Among the entomopathogens, the entomopathogenic fungi are in the biological control of 34 

arthropod pests through natural epizootics [9]. In the system of integrated pest management (IPM), 35 

the fungi belonging to the genera Beauveria, Metarhizium, and Isaria are the most widely used in 36 

applied biological control of various arthropod pests [10-11]. The agricultural production systems 37 

have adopted the IPM as a model of success in agriculture; however, the chemical control is still a 38 

priority, and this is due to the idea of lower production cost and mainly to the lack of suitable 39 

information about the association of management tools that fit the applicability in production field 40 

[12]. 41 
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The use of pesticides incorrectly and excessive has provided the reduction of natural enemies, 42 

selection of resistant populations, and resurgence of pests [13-15]. The phytosanitary products 43 

selective may intervene in the development and survival of entomophagous and entomopathogens 44 

[16.14]. There are reports of negative interference of pesticides on all stages of development of C. 45 

externa [17-21]. 46 

The selectivity of the entomopathogenic fungi concerning green lacewings raises the potential 47 

of biological control by the synergism and conservation of natural enemies in the agroecosystem. 48 

Studies carried out in Brazil indicate selectivity of entomopathogenic fungi on the species of green 49 

lacewings, C. externa, and Ceraeochrysa cincta (Neuroptera: Chrysopidae) [22-26]. 50 

Assuming the selective action of entomopathogenic fungi in relation to chrysopidae, this study 51 

aimed to evaluate the selectivity of entomopathogenic fungi B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. 52 

anisopliae (isolado ESALQ E9) and M. rileyi (isolado UFMS 03) on the larval stage of C. externa. 53 

2. Materials and Methods 54 

The fungi Beauveria bassiana (isolado ESALQ PL63) and Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ 55 

E9) were obtained from commercial formulated BOVERIL® and METARRIL®, respectively. The 56 

Metarhizium rileyi (isolado UFMS 03) was derived from the database of entomology laboratory of 57 

the Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campus of Chapadão do Sul, MS, Brazil. The 58 

isolado UFMS 03 was produced following the standard methodology [27]. 59 

1.1.  Obtaining and rearing Chrysoperla externa 60 

Adults of C. externa from collections in maize crop and grasses in the experimental area of the 61 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Chapadão do Sul, Brazil were identified [28] and kept 62 

in a climatized room at temperature of 25±1 °C, relative humidity (RH) 70±10% and photoperiod of 63 

12 hours (light: dark=L:D). 64 

The handling of postures and rearing of adults and larvae of C. externa were performed with a  65 

standard methodology [29]. As a nutrition source was provided, an artificial diet composed of yeast 66 

of beer and honey (v/v) for adults and eggs of Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) 67 

for larvae [30-31]. 68 

2.3 Selectivity of the entomopathogenic fungi to Chrysoperla externa larvae 69 

Under controlled conditions with temperature of 25±1 °C, (RH) 70±10% and photoperiod of 12 70 

hours (L:D), larvae of first, second and third instar of C. externa were individualized in Petri plates® 71 

(Figure S1 A, B, C) and then applied with the help of Potter´s tower adjusted with pressure 1.5 MPa, 72 

2 mL of treatments: T1: control (sterile distilled water + 0,001% (v/v) Tween 80©); T2: B. bassiana 73 

(isolate ESALQ PL63); T3: M. anisopliae (isolate ESALQ E9); T4: N. rileyi (isolado UFMS 03) in 74 

concentrations: (1×107, 1×108 and 1×109 conidia mL-1 = con.mL-1). In all fungal suspensions were 75 

added 0,001% (v/v) of Tween 80© (Figure S1 (D)). Two methodologies were used: direct application 76 

(DA) of treatments on the larvae of first, second, third instar, and artificial diet (eggs of A. kuehniella 77 

sterilized and inside of Petri dishes® called arenas [32] (Figure S1 (E)). In the methodology of dry 78 

film (DF), the treatments were applied on the arenas, with insertion of larvae and artificial diet after 79 

drying the excess moisture (Figure S1 (F)), according to the model proposed by the International 80 
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Organization for Biological and Integrated Control of Harmful Animals and Plants, Western 81 

Palaearctic Regional Section (IOB/WPRS) [33-34]. 82 

After the applications and its drying, the Petri dishes® were sealed with plastic film and then 83 

closed with their lids of glass to avoid leakage of larvae and wrapped within the biological oxygen 84 

demand (B.O.D) chamber under the following conditions: temperature 25±1  C, (RH) 70±10% and 85 

photoperiod of 12 hours (L:D). Larvae received an artificial diet (eggs of A. kuehniella) following the 86 

nutritional needs of each instar [35]. 87 

The larval mortality and the duration of each larval stage during 24, 48, 72, 96, and 120 hours 88 

after application (HAA) was determined. For confirmation of larval mortality, the methodology of 89 

surface disinfection of larvae and preparation of a humid chamber was used as described by [24]. 90 

For the third instar larvae that survived to the treatments, the ratings were extended up to 168 91 

hours (HAA) with the counting of individuals who have reached the stage of pre-pupae and pupae 92 

and duration of these periods. The pupal viability was evaluated by the emergence of adults. 93 

The viability of adults was recorded until 24 hours after the emergency, whereas viable insects 94 

that had regular morphological specifications: antennas whole, compound eyes, abdomen full, total 95 

opening of the wings, and size of insects between (20-23 mm). This visual scale was adopted before 96 

the information available in the literature [36] and of deformities observed in other bioassays. 97 

2.4 Statistical Analysis 98 

A completely randomized experimental design was used considering a 4 x 3 x 2 + 1 factorial 99 

arrangement with 30 replicates for each larval age (first, second and third instar), i.e. four 100 

treatments (P= Products), three concentrations (C= concentrations (1×107, 1×108 and 1×109 con mL-1)), 101 

two application methods (A= Application (direct application (DA) and dry film (DF)) and a control 102 

treatment. Bioassay of entomopathogenic fungi selectivity to larvae of C. externa was performed in 103 

three replicates. 104 

The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and means compared by Tukey test 105 

at 5% probability level using the software Rbio [37]. 106 

3. Results 107 

3.1. Mortality and duration of the first instar of Chrysoperla externa 108 

First instar larvae of C. externa have a higher susceptibility to the product (P) B. bassiana at 120 109 

(HAA), differing significantly from the other treatments (control, M. anisopliae and M. rileyi) (p < 110 

0.05; Table 1). The application methods (A), the concentrations (C) and the interactions (P×A, P×C, 111 

A×C, and P×A×C) did not significantly affect the survival of first instar larvae of 24 to 120 (HAA) (p 112 

> 0.05; Table 1). 113 

The average mortality (0.03) recorded for the first instar larvae of C. externa 24 to 96 (HAA) did 114 

not differ significantly between the independent factors (P, A and C) and in interactions (P×A, P×C, 115 

A×C, and P×A×C). At 120 (HAA), the larvae treated with B. bassiana isolates showed higher mean 116 

mortality (0.26) differing significantly among the products (P) (Table 2). 117 

 118 

 119 
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Table 1. ANOVA of the mortality of first instar larvae of Chrysoperla externa after application of 120 

entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, 121 

RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)) 122 

SV DF 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Product (P) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 1.40* 

Application (A) 1 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.08 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.21 ns 

PxA 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.03 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.02 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

Residue 580 0.03 0.03 0.03 0.03 0.01 

*Significance at 5% probability level by F-test; ns: not-significance at 5% probability by F-test. SV: source of 123 

variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-values. 124 

Table 2. Means (mean ± standard error) of mortality of Chrysoperla externa larvae after application of 125 

the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 126 

1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 127 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 b 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.26 ± 0.03 a 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.12 ± 0.02 b 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.07 ± 0.01 b 

Application (A)      

Direct (DA) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.01 a 

Dry film (DF) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.13 ± 0.01 a 

Concentration (C)      

107 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.19 ± 0.01 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.01 a 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.10 ± 0.01 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the columns do not differ statistically by Tukey 128 

test at 5% probability. 129 

The duration of the first instar of C. externa ranged regardless of the treatments applied (P), 130 

with significant differences from 48 to 120 (HAA) (p < 0.05; Table 3). The application methods (A) 131 

did not differ significantly between the periods evaluated, so the methods of exposure did not 132 

influence the duration of first instar larvae of green lacewings. The concentration (C) of treatments 133 

showed significant differences only with 120 (HAA). The interactions do not differ significantly (p > 134 

0.05; Table 3). 135 

 136 

 137 

 138 
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Table 3. ANOVA of the duration of first instar larvae of Chrysoperla externa after application of the 139 

entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1 140 

°C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)) 141 

SV DF 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Product (P) 3 0.00 ns 6.59* 4.35* 1.27* 1.65* 

Application (A) 1 0.00 ns 0.13 ns 0.01 ns 0.10 ns 0.20 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.05 ns 0.23 ns 0.27 ns 0.48* 

PxA 3 0.00 ns 0.12 ns 0.34 ns 0.18 ns 0.24 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.12 ns 0.46 ns 0.28 ns 0.11 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.02 ns 0.11 ns 0.18 ns 0.15 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.03 ns 0.04 ns 0.05 ns 0.06 ns 

Residue 580 0.03 0.12 0.17 0.21 0.12 

*Significance at 5% probability level by F-test; ns: not-significance at 5% probability by F-test. SV: 142 

source of variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-values. 143 

The larvae of C. externa presented a change in larval stage between 48 and 120 (HAA), with 144 

significant differences only between the factor (P) (p < 0.05; Table 4). 145 

Table 4. Means (mean ± standard error) for the duration of first instar larvae of Chrysoperla externa 146 

after application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and 147 

Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 148 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.73 ± 0.05 a 0.13 ± 0, 04 c 0.16 ± 0.04 b 0.03 ± 0.00 c 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.12 ± 0.02 b 0.13 ± 0.02 c 0.43 ± 0.03 a  0.17 ± 0.02 ab 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 b 0.31 ± 0.00 b 0.28 ± 0.00 ab 0.28 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.18 ± 0.00 b 0.48 ± 0.00 a 0.32 ± 0.00 a  0.07 ± 0.00 bc 

Application (A)      

Direct (DA) 0.03 ± 0.00 a 0.21 ± 0.02 a 0.29 ± 0.02 a 0.31 ± 0.02 a 0.14 ± 0.01 a 

Dry film (DF) 0.03 ± 0.00 a 0.18 ± 0.02 a 0.28 ± 0.02 a 0.34 ± 0.02 a 0.18 ± 0.02 a 

Concentration (C)      

107 con.mL-1 0.03 ± 0.02 a 0.11 ± 0.03 a 0.31 ± 0.03 a 0.29 ± 0.03 a 0.21 ± 0.02 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.02 a 0.34 ± 0.03 a 0.36 ± 0.03 a 0.10 ± 0.01 b 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.14 ± 0.02 a 0.26 ± 0.03 a 0.38 ± 0.03 a 0.21 ± 0.02 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the columns do not differ statistically by Tukey 149 

test at 5% probability. 150 

At 48 (HAA), all of the entomopathogenic fungi have reduced the duration of first instar larvae 151 

concerning control.  At 72 (HAA), the larvae infected with the fungus M. rileyi showed the higher 152 

mean duration of first instar (0.48) concerning the other treatments, followed by treatment with M. 153 

anisopliae (0.31), both with significant differences concerning the control and B. bassiana (0.13). At 96 154 

(HAA), the larvae of the control treatment presented lower of larval duration (0.16) concerning B. 155 

bassiana (0.43) and M. rileyi (0.32). At 120 (HAA), the larvae treated with B. bassiana (0.28) and M. 156 
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anisopliae (0.17) differed significantly concerning the control (0.03) for the duration of first instar (p < 157 

0.05; Table 4). 158 

3.2. Mortality and duration of the second instar of Chrysoperla externa 159 

The mortality of second instar larvae of C. externa was observed only at 120 (HAA) with 160 

significant differences between the factor (P) (p < 0.05; Table 5). The factors (A), (C) and the 161 

interactions (P×A, P×C, A×C, or P×A×C) did not significantly affect the survival of larval stage (p > 162 

0.05; Table 5). 163 

Table 5. ANOVA of the mortality of second instar larvae of Chrysoperla externa after application of 164 

entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, 165 

RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)) 166 

SV DF 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Product (P) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.80* 

Application (A) 1 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

PxA 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.06 ns 

Residue 580 0.03 0.03 0.03 0.03 0.07 

* Significance at 5% probability level by F-test; ns: not-significance at 5% probability by F-test. SV: 167 

source of variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-values. 168 

The treatment with B. bassiana provided greater mortality (0.17) of second instar larvae at 120 169 

(HAA), differing significantly from the control (0.03), M. anisopliae (0.05), and M. rileyi (0.03) (Table 170 

6). 171 

Table 6. Means (mean ± standard error) for mortality of second instar larvae of Chrysoperla externa 172 

after application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and 173 

Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1°C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 174 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 b 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.17 ± 0.02 a 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.05 ± 0.00 b 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 b 

Application (A)      

Direct (DA) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.08 ± 0.01 a 

Dry film (DF) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.07 ± 0.01 a 

Concentration (C)      

107 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.10 ± 0.01 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.07 ± 0.01 a 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.08 ± 0.01 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the columns do not differ statistically by Tukey 175 

test at 5% probability level. 176 
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About the duration of the second instar was observed variations in exchange for the larval 177 

stage at 72 and 96 (HAA), with significant differences only for the product (P) (p < 0.05; Table 7). In 178 

all periods evaluated the factors (A and C) and the interactions (P×A, P×C, A×C, or P×A×C) were 179 

not significant (p > 0.05; Table 7). 180 

Table 7. ANOVA of the duration of second instar larvae of Chrysoperla externa after application of 181 

the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 182 

1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 183 

SV GL 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Product (P) 3 0.00 ns 0.26 ns 0.71* 0.63* 0.00 ns 

Application (A) 1 0.00 ns 0.02 ns 0.00 ns 0.02 ns 0.00 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.06 ns 0,21 ns 0.24 ns 0.00 ns 

PxA 3 0.00 ns 0.25 ns 0.39 ns 0.24 ns 0.00 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.10 ns 0.09 ns 0.04 ns 0.00 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.11 ns 0.01 ns 0.15 ns 0.00 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.07 ns 0.10 ns 0.07 ns 0.00 ns 

Residue 580 0.03 0.14 0.23 0.23 0.03 

* Significance at 5% probability level by F-test; ns not-significance at 5% probability level by F-test. 184 

SV: source of variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-values. 185 

About the duration of the second instar, the exchange for the subsequent larval stage were 186 

higher at 72 and 96 (HAA), where the larvae treated with B. bassiana presented a lower duration 187 

concerning the control treatment. At 96 (HAA) were observed greater duration of the larval period 188 

of the second instar concerning control when this stage was treated with M. rileyi (Table 8). 189 

Table 8. Means (mean ± standard error) for the duration of second instar larvae of Chrysoperla 190 

externa after application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and 191 

Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 192 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.28 ± 0.05 a 0.48 ± 0.06 a 0.23 ± 0.05 b 0.03 ± 0.00 a 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.03 a 0.30 ± 0.03 b 0.39 ± 0.03 ab 0.03 ± 0.00 a 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.16 ± 0.02 a 0.43 ± 0.03 ab 0.38 ± 0.03 ab 0.03 ± 0.00 a 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.17 ± 0.02 a 0.37 ± 0.03 ab 0.43 ± 0.03 a 0.03 ± 0.00 a 

Application (A)      

Direct (DA) 0.03 ± 0.02 a 0.18 ± 0.02 a 0.38 ± 0.02 a 0.38 ± 0.02 a 0.03 ± 0.00 a 

Dry film (DF) 0.03 ± 0.00 a 0.17 ± 0.02 a 0.38 ± 0.02 a 0.39 ± 0.02 a 0.03 ± 0.00 a 

Concentration (C)      

107 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.02 a 0.41 ± 0.03 a 0.35 ± 0.03 a 0.03 ± 0.00 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.19 ± 0.02 a 0.33 ± 0.03 a 0.43 ± 0.03 a 0.03 ± 0.00 a 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.02 a 0.36 ± 0.03 a 0.43 ± 0.03 a 0.03 ± 0.00 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the columns do not differ statistically by Tukey 193 

test at 5% probability level. 194 



52 
 

 
 

 

3.3. Mortality and duration of the third instar of Chrysoperla externa 195 

Third instar larvae of C. externa presented mortality at 120 (HAA), with a significant difference 196 

between the products (P) (p < 0.05; Table 9). The application methods (A) concentrations (C) and the 197 

interactions (P×A, P×C, A×C, or P×A×C) did not significantly affect the survival of third instar 198 

larvae of C. externa (p > 0.05; Table 9). 199 

Table 9. ANOVA of the mortality of third instar larvae of Chrysoperla externa after application of 200 

entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1 201 

°C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 202 

SV  24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Product (P) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.15* 

Application (A) 1 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.41 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.46 ns 

PxA 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.01 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.03 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.00 ns 0.18 ns 

Residue 580 0.03 0.03 0.03 0.03 0.05 

*Significance at 5% probability by F-test; ns not-significance at 5% probability by F-test. SV: source 203 

of variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-values. 204 

The treatment with B. bassiana provided higher mortality (0.10) for the third instar larvae of C. 205 

externa concerning treatments with other fungal suspensions and control. The other factors did not 206 

influence the increase of mortality (Table 10). 207 

Table 10. Means (mean ± standard error) of the mortality third larvae of Chrysoperla externa after 208 

application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium 209 

rileyi (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 210 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 b 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.10 ± 0.00 a 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.05 ± 0.00 b 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 b 

Application (A)      

Direct (D.A.) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0,00 a 0.06 ± 0.00 a 

Dry film (D.O.) 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0,00 a 0.05 ± 0.00 a 

Concentration (C)      

107 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.05 ± 0.00 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.08 ± 0.00 a 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.03 ± 0.00 a 0.04 ± 0.00 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the columns do not differ statistically by Tukey 211 

test at 5% probability level. 212 



53 
 

 
 

 

The third instar larvae that survived to the treatments began the process of changes to the pre-213 

pupae from 72 (HAA), and all the larvae reached this stage at 120 (HAA), with significant 214 

differences (P) (A) and (C) tested (p < 0.05; Table 11). 215 

Postoperative changes to the pre-pupal stage, all insects showed power outage and formation 216 

of cocoons, the process lasted between 148 and 164 (HAA), with significant differences only 217 

concerning products (P) (p < 0.05; Table 11). The factors (P), (A), (C) or in interactions (P×A, P×C, 218 

A×C, or P×A×C) did not differ significantly to the pupal stage (p > 0.05; Table 11). 219 

Individual analysis for each evaluation time noticed that the larvae of the control treatment 220 

began the process of change from 72 (HAA), with a higher average concerning the others (P). In this 221 

period were also observed variations for the factor (A), with a higher average for (DA) in relation 222 

(DF). The concentration (C) (1x109 con.mL-1) showed lower average in relation to the concentration 223 

(1x107 con.mL-1) (Table 12). 224 

At 96 (HAA), the larvae treated with M. anisopliae and M. rileyi presented lower averages for 225 

the process of pre-pupae concerning control larvae; the concentration (C) (1x109 con.mL-1) showed 226 

mean variation in larval period lower than the other treatments (Table 12). At 120 (HAA), all insects 227 

have concluded the phase of pre-pupae, and the control treatment presented a lower mean 228 

concerning the entomopathogenic fungi; the concentration (C) (1x109 con.mL-1) showed higher 229 

mean concerning the other concentrations (Table 12). 230 

In the period from 148 to 164 (HAA), all chrysopids reached the pupal stage; in this period 231 

were recorded a higher duration for larvae treated with B. bassiana concerning M. anisopliae and M. 232 

rileyi. The pupae do not display variations of duration (days) (Table 12). The pupae showed 100% of 233 

viability from the emergence of adults. The adults showed no visual morphological deformities, 234 

where all presented whole antennas, compound eyes, full abdomen, and size between 21-23 mm 235 

(Figure S2 A, B, C). 236 

3.4. Confirmed mortality 237 

Conidiogenesis was observed in larvae treated with B. bassiana (all corpses) (Figure S3 A, B, C) 238 

and M. anisopliae (dead bodies 2). There was no growth of entomopathogens applied nor of 239 

opportunistic fungi on the corpses of the control treatment and M. rileyi. 240 

 241 
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Table 11. ANOVA for the duration of third instar larvae of Chrysoperla externa after application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, 242 

Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 243 

SV DF 24 

hours 

48 

hours 

72 

hours 

96 

hours 

120  

hours 

148 

hours 

164  

hours 

Pupae 

Product (P) 3 0.00 ns 0.00 ns 1.21* 2.97* 4.12* 4.98* 4.12* 3.44 ns 

Application (A) 1 0.00 ns 0.00 ns 0.32* 0.02 ns 1.50 ns 2.40 ns 1.50 ns 0,54 ns 

Concentration (C) 3 0.00 ns 0.00 ns 0.72* 3.68* 1.54* 1.26 ns 0.87 ns 0.75 ns 

PxA 3 0.00 ns 0.00 ns 0.20 ns 0.00 ns 1.07 ns 1.36 ns 1.07 ns 0.28 ns 

PxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.12 ns 1.07 ns 0.47 ns 0.57 ns 0.47 ns 0.52 ns 

AxC 3 0.00 ns 0.00 ns 0.06 ns 0.12 ns 1.43 ns 1.34 ns 1.43 ns 1.27 ns 

PxAxC 9 0.00 ns 0.00 ns 0.03 ns 0.19 ns 0.42 ns 0.28 ns 0.42 ns 0.87 ns 

Residue 580 0.03 0.03 0.07 0.20 0.64 0.65 0.64 1.68 

*Significance at 5% probability level by F-test; ns: not-significance at 5% probability level by F-test. SV: source of variation; DF: degrees of freedom; Numbers are F-244 

values.245 
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 246 

Table 12. Means (mean ± standard error) of the duration of third instar larvae and pupae of Chrysoperla externa after application of the entomopathogenic fungi Beauveria 247 

bassiana, Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 10% and photoperiod of 12 hours (L:D)). 248 

Product (P) 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours 120 hours 148 hours 164 hours Pupae 

Control 0.03 ± 0.00 a 0.28 ± 0.00 a 0.27 ± 0.05 a 0.73 ± 0, 00 a 0.11 ± 0.03 b 1.50± 0.11 ab 0.50± 0.11 ab 8.33 ± 0.07 a 

B. bassiana 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.00 a 0.13 ± 0.02 b 0.53 ± 0.03 ab 0.32 ± 0.03 a 1.32± 0.07 b 0.63 ± 0.06 a 8.75 ± 0.12 a 

M. anisopliae 0.03 ± 0.00 a 0.16 ± 0, 00 a 0.12 ± 0.02 b 0.35 ± 0.03 b 0.37 ± 0.03 a 1.65 ± 0.05 a 0.32 ± 0.05 b 8.51 ± 0.01 a 

M. rileyi 0.03 ± 0.00 a 0.17 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00 b 0.36 ± 0.03 b 0.32 ± 0.03 a 1.68± 0.05 a 0.31 ± 0.05 b 8.51 ± 0.05 a 

Application (A)         

Direct (DA) 0.03 ± 0.00 a 0.18 ± 0.00 a 0.12 ± 0.01 a 0.45 ± 0.02 a 0.31 ± 0.02 a 1.48± 0.05 a 0.48 ± 0.04 a 8.53 ± 0.08 a 

Dry film (DF) 0.03 ± 0.00 a 0.17 ± 0.00 a 0.08 ± 0.01 b 0.44 ± 0.02 a 0.29 ± 0.02 a 1.61± 0.04 a 0.38 ± 0.04 a 8.59 ± 0.05 a 

Concentration (C)         

107 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.00 a 0.16 ± 0.02 a 0.53 ± 0.03 a 0.29 ± 0.03 b 1.54 ± 0.06 a 0.42 ± 0.06 a 8.55 ± 0.01 a 

108 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.19 ± 0.00 a 0.09 ± 0.02 ab 0.48 ± 0.03 a 0.22 ± 0.05 b 1.66 ± 0.05 a 0.33 ± 0.05 a 8.68 ± 0.07 a 

109 con.mL-1 0.03 ± 0.00 a 0.15 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00 b 0.21 ± 0.03 b 0.48 ± 0.03 a 1.46± 0.06 a 0.50 ± 0.06 a 8.53 ± 0.11 a 

For each factor, mean followed by the same letter in the same columns do not differ statistically by Tukey test at 5% probability level. 249 

 250 

 251 

 252 

 253 

 254 
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4. Discussion 255 

The results obtained based on the assessment of the accumulated mortality of larvae and 256 

duration of each larval stage during 24, 48, 72, 96 and 120 hours after application of the fungal 257 

suspension showed that the entomopathogenic fungi M. anisopliae and M. rileyi in concentrations 258 

(1×107, 1×108, 1×109 con.mL-1) and application methods (DA or DF) were selective to larvae of first, 259 

second and third instar of C. externa. These results corroborate with the selectivity of M. anisopliae 260 

(E9) previously reported on first instar larvae of Ceraeochrysa cincta (Neuroptera: Chrysopidae) [24]. 261 

The mortality rate in the larval stage of C. externa to the fungus B. bassiana (ESALQ PL63) was 262 

associated with 120 (HAA) of fungal suspension. This period can be considered suitable for the 263 

colonization of the chrysopid larvae, since the germination of conidia on the host usually occurs 12 264 

hours after inoculation, with the invasion of hemocele in 24 hours, colonization of 3 to 5 days and 265 

death of 6 to 7 days after infection [38]. 266 

In Petri dishes® that received treatment with B. bassiana after drying, the excess moisture 267 

observed the formation of an adhesive film of white color on the conidia. This movie has 268 

maintained the artificial diet adhered to the surface of the Petri dishes® and reduced larvae 269 

mobility. The susceptibility of the larval stage of C. externa concerning the fungus B. bassiana is 270 

possibly related to the adhesive aspect that the treatment provided on the Neuroptera exoskeleton. 271 

In this case, the product inert BOVERIL® possibly favored the adherence and penetration of the 272 

conidia on the cuticle of the C. externa larvae. The mode of infection of the entomopathogenic fungi 273 

is via integument and involves processes of adherence and penetration of the pathogen on the 274 

insect cuticle, overcoming physical and chemical barriers, to later occur the germination [39-41]. 275 

Previous studies show that the interaction of adjuvants with entomopathogenic fungi Isaria 276 

fumosorosea (isolado ESALQ-1296) and B. bassiana (isolado ESALQ-PL63) enhances the pathogen 277 

action on the Asian citrus psyllid Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera, Liviidae), upon the 278 

physical and mechanical processes of infection by the integument [43-44]. The selectivity of the 279 

entomopathogenic fungi to entomophagous depends on several factors, among them the 280 

formulation of emulsifiers, adjuvants, and oils [42]. 281 

Although there was higher mortality for the larvae infected with B. bassiana, the values of 282 

average mortality can be considered the low impact, because according to previous studies, the 283 

entomopathogens are considered effective when it reaches 40% mortality of hosts [45-48]. 284 

The present study reports low mortality rates (< 30%) for larvae infected with B. bassiana, 285 

corroborating with results obtained by other studies that showed selectivity or compatibility of B. 286 

bassiana isolates with low mortality rates (< 30% harmless), on green lacewing species, such as first 287 

instar larvae of Chrysopa exterior Navás (Neuroptera, Chrysopidae) [49], third instar larvae of C. 288 

externa [23] and the larval stage of C. externa [50]. 289 

Although the present study has evaluated three different concentrations (1×107, 1×108 and 1×109 290 

con.mL-1) for each of the entomopathogenic fungi, the same did not influence the mortality of C. 291 

externa following the increase of conidia. Studies with third instar larvae of Chrysoperla kolthoffi 292 

Navás (1927) (Neuroptera: Chrysopidae) treated with M. anisopliae var. Anisopliae showed increase 293 

of mortality from the concentration of 1.5x108 con.mL-1, and 100% mortality for greater 294 

concentration of 1.5x1012 con.mL-1 [51]. Generally, the concentrations of entomopathogenic fungi 295 

suspensions have not interfered in the development of the biological cycle of third instar larvae of 296 

C. externa, in which postoperative changes to pre-pupae originated the pupae and subsequently, 297 

100% of adults emerged. However, studies with M. anisopliae var. Anisopliae on instar third-stage 298 

larvae of C. kolthoffi demonstrated that 75.8% of adults from the treatments belonged to the lowest 299 

concentrations (1.5x104 and 1.5x107 con.mL-1) [52]. 300 

The variations of duration between the larval stages to pre-pupae and pupae are not related to 301 

the treatments with entomopathogenic fungi, concentrations or application methods, because there 302 

were variations of these periods in the control treatment and the highest concentrations are not 303 

always indicated a greater duration of larval stage, or pre-pupae and pupae. Possibly, the variations 304 
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in the duration of the larval stages are related to the metabolism of each larva and food 305 

consumption during each stage. The exchanges of larval instars of chrysopids are associated with 306 

the quantity and quality of prey consumed to meet the nutrient needs of each larval stage because 307 

all the reservations of the larval phase will be used in the prepupae and pupae and the initial 308 

reproduction phase [36]. Generally, the lowest larval period was recorded for the second instar, a 309 

fact that can be attributed to the biological characteristics of the species [53-54]. The duration of the 310 

larval stage is an evaluative parameter important, due to the species C. externa present habit 311 

predator only at the juvenile stage [55-56]. 312 

The results obtained in this study show that the fungus B. bassiana (isolado ESALQ PL63), M. 313 

anisopliae (isolado ESALQ E9) and M. rileyi (isolado UFMS 03) do not interfere with the biological 314 

development of larvae of C. externa and can be recommended in conjunction aiming at the 315 

reduction of populations of arthropod pests, due to low susceptibility of this species of green 316 

lacewings in relation to the entomopathogenic fungi under the conditions tested. 317 

These results indicate that there are possibilities for new research to validate the selectivity of 318 

these isolados concerning the other phases of development of C. externa, in addition to the action of 319 

other isolados or biobased products on the development of different species of green lacewings of 320 

common occurrence in the Brazilian regions. 321 

New investigations are justified, even before the high diversity of fungal isolados from Brazil 322 

and the importance of determining factors for their virulence, such as the genetic variability of each 323 

isolate [57-59], the behavior and physiological condition of the host [60], the defense mechanisms 324 

used by insects [61,41,62,63], the lethal dose [64], the compatibility and interaction with the 325 

entomophagous [23, 50, 64-66]. 326 

5. Conclusions 327 

The entomopathogenic fungi M. anisopliae (isolado ESALQ E9) and M. rileyi (isolado UFMS 03) 328 

at concentrations (1×107, 1×108, 1×109 con.mL-1) and application methods (direct or dry film) were 329 

selective to larvae of first, second and third instar of C. externa. On the other hand, larvae of first, 330 

second, and third instar of C. externa have low susceptibility to B. bassiana (isolado ESALQ PL63), 331 

with mortality after 120 hours after application. It is worth noting that the duration of the larval 332 

stage and pre-pupae of C. externa presented variation (days), regardless of the treatment, 333 

concentration, or application methods. The insect's survivors of all treatments reached 100% of the 334 

viability of pupae and adults. In the case of corpses of treatment with B. bassiana (isolado ESALQ 335 

PL63), there has been conidiogenesis about all of them. 336 

Supplementary Materials: Figure S1. Bioassay of virulence of entomopathogens on the larval stage of 337 

Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae). Figure S2. Emergence of Chrysoperla externa (Neuroptera: 338 

Chrysopidae), after application of treatments on third instar larvae. Figure S3. Conidiogenesis of Beauveria 339 

bassiana (isolado ESALQ PL63), on cadavers of Chrysoperla externa with mortality 120 hours after application. 340 
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Abstract: The aim of the present study was to evaluate the interactions between Chrysoperla externa 14 

(Hagen, 1861) and the eggs and first-instar larvae of Helicoverpa armigera (Hübner 1805) infected by 15 

entomopathogenic fungi. The H. armigera eggs and larvae were treated with sterile distilled water 16 

+ 0.01% Tween 80 (T1, control), Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (T2), Metarhizium anisopliae (Metsch.) 17 

Sorok (T3), or Metarhizium rileyi (Farlow) Samson. (T4) at different concentrations (1 × 107, 1 × 108, 18 

and 1 × 109 con. mL−1). For each treatment, a single third-instar C. externa was offered prey (a 19 

combination of 80 eggs and 50 first-instar H. armigera larvae) at 0, 24, and 48 h after inoculation. 20 

Ten trials were completed for each treatment, and the entire experiment was repeated three times. 21 

Neither the concentrations of fungi nor the application method affected consumption by C. externa. 22 

Because all the predator larvae reached the pupal phase, with 100% viability in adults, these 23 

results suggest that entomopathogenic fungi and C. externa are compatible and that the 24 

simultaneous use of these biological control agents is possible for managing H. armigera. 25 

Keywords: Lepidoptera; Hypocreales; biological control; green lacewing; integrated pest 26 

management; compatibility 27 

 28 
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 30 

1. Introduction 31 

The occurrence of lepidopteran pests at high population densities has led to major economic 32 

losses in the agricultural and forestry sectors of Brazil [1]. The cotton caterpillar Helicoverpa armigera 33 

(Hübner 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) was considered in Brazil, a quarantine pest, with reports 34 

during occurrence and major damage of the 2013/2014 agricultural year [2]. H. armigera has a high 35 

potential to become a pest in countries into which it enters because the adults are capable of 36 

migration and possess high reproductive potential [3,4], whereas the larvae exhibit aggressive, 37 

polyphagous, and destructive eating habits, indiscriminately consuming both the vegetative and 38 

reproductive structures (e.g., flowers, pods, and fruits) of a variety of agricultural crops [5–7]. 39 

Furthermore, the succession and crop rotation systems used in Brazil promote damage by H. 40 

armigera by providing abundant food resources [8]. 41 

The interactions between populations from different regions [9], poorly structured pest 42 

management programs, and indiscriminate insecticide use have contributed to the selection 43 

pressure that has led H. armigera populations to develop resistance to approximately 49 active 44 

ingredients of commercially available insecticides [10,11]. Effective integrated pest management 45 

(IPM) must involve a well-architectured structure that includes a variety of tools, including 46 

biological control agents, entomopathogenic fungi, and insect predators [12–16]. Confirmatory 47 

studies of pathogenicity and virulence of entomopathogenic fungi on H. armigera have been 48 

presented [17] using Beauveria bassiana (Bals.) Vuill [18], Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok 49 

[19,20] and Metarhizium rileyi (Farlow) Samson [21]. 50 

Environmental factors such as temperature and precipitation can negatively affect the 51 

pathogenicity, virulence, and survival of entomopathogenic fungi. The combination of 52 

entomopathogenic fungi and other control agents such as predators may be a viable alternative in 53 

pest management [22]. Among entomophagous insects, the green lacewing, Chrysoperla externa 54 

(Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae), a veracious predator that is highly abundant and easy to 55 

culture in the laboratory, has gained attention in research into biological control [23,24]. 56 

The efficacy of entomopathogenic fungi depends on their high virulence, in regard to 57 

arthropod pests, as well as on their selectivity and low virulence toward non-target insects [25]. 58 

Studies in Brazil have demonstrated the compatibility of fungal and lacewing species [26–29], and 59 

Chrysopidae have also been demonstrated as effective consumers of lepidopteran eggs [30–33], 60 

including those of H. armigera [34]. However, there is still much to learn about the effect of 61 

entomopathogenic fungi on the green lacewing, especially regarding its consumption of infected 62 

prey. 63 

Studies that have investigated the direct and indirect effects of entomopathogens on predators 64 

and parasitoids have mostly focused on the direct application of fungal suspensions and have 65 

generally reported that higher doses are correlated with greater negative effects [35]. 66 

The genera Beauveria and Metarhizium may present endophytic action on plants providing 67 

better physiological performance and reducing the population arthropod-pests through synergism 68 

between predators and parasitoids [35,36]. It has been reported by [37,38] that the interaction 69 

between entomopathogenic fungi and the predator of Chrysoperla carnea (Neuroptera: Chrysopidae) 70 

is beneficial, thus enabling the joint application of these biocontrol organisms in aphid 71 

management. 72 

The objective of the present study was to evaluate the interaction between C. externa and the 73 

eggs and first-instar larvae of H. armigera treated with different concentrations of B. bassiana (isolate 74 

ESALQ PL63), M. anisopliae (isolate ESALQ E9), or M. rileyi (isolate UFMS 03). 75 

 76 

 77 
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2. Materials and Methods 78 

2.1. Collection and Rearing of H. armigera 79 

During the 2018–2019 growing season, H. armigera adults and larvae of different ages were 80 

collected from soybean fields at the Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campus of 81 

Chapadão do Sul, MS, Brazil) that had not been sprayed with chemicals. In the laboratory, the H. 82 

armigera larvae were transferred to plastic containers (16 insects per container; 25 ± 1 °C, 70 ± 10% 83 

RH (relative humidity), and photoperiod 12 h day and 12 h night and daily fed an artificial diet 84 

mainly composed of white beans adapted from [39]. The H. armigera pupae were separated by sex 85 

and, were assembled into male–female pairs, totaling sixteen adults per cage, using methods 86 

[40,41]. 87 

2.2. Collection and Rearing of C. externa 88 

Adults of C. externa were identified from collections made in the same area mentioned above in 89 

and using the method [42], and were later transferred to an acclimatized room (25 ± 1 °C, 70 ± 10% 90 

RH, and photoperiod of 12 h day and 12 h night). Within the room, the collected adults were kept in 91 

PVC (Polyvinyl chloride) cages (height 23 cm, diameter 10 cm) that were lined with white bond 92 

paper (for oviposition), with the lower end supported by styrofoam lined with a paper towel and 93 

the upper end sealed with “VOILE fabric”. An artificial diet of beer yeast and honey [43] was 94 

provided using an adapted feeder, which was composed of a soft sponge containing paste-shaped 95 

diet over the top base and the bottom part inserted into a 10-mL cylindrical tube with distilled 96 

water. This adaptation allowed the sponge to be constantly humidified by constantly providing 97 

water and food. At 24 h after oviposition, eggs were removed from the oviposition substrate using 98 

either scissors or a fine plastic comb. The eggs (10 each) were then transferred to 500-mL plastic 99 

containers that had been properly sanitized using 70% alcohol and 12 h of UV irradiation. The 100 

containers (i.e., cages) contained strips of paper to create a refuge for the larvae against cannibalism. 101 

Larvae were fed with eggs of Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) daily until 102 

sufficient numbers of larvae were available for bioassays [34]. 103 

2.3. Fungal Isolates 104 

Beauveria bassiana (isolate ESALQ PL63) and M. anisopliae (isolate ESALQ E9) were extracted 105 

from the commercial mycoinsecticides BOVERIL® and METARRIL®, respectively (Koppert 106 

Biological Systems, Piracicaba, SP, Brazil), whereas Metarhizium rileyi (UFMS 03) was obtained from 107 

the entomopathogen bank of the Entomology Laboratory of the Universidade Federal de Mato 108 

Grosso do Sul (Campus of Chapadão do Sul, MS, Brazil). However, because no commercial 109 

formulas contain M. rileyi (UFMS 03), this isolate was produced using Sabouraud media and 110 

previously reported methods (25 ± 1 °C, 70 ± 10% RH, and photoperiod of 12 h day and 12 h night) 111 

[44]. To prepare fungal suspensions, the isolates were diluted using sterile distilled water that 112 

contained 0.01% (v/v) Tween80®, and the conidia were counted using a Neubauer chamber to 113 

standardize the concentrations [45]. 114 

2.4. Interaction between C. externa and Fungi-Treated H. armigera 115 

The bioassay was performed in the laboratory under the following conditions: (25 ± 1 °C, 70 ± 116 

10% RH, and photoperiod of 12 h day and 12 h night). Two prey stages, (eggs and caterpillars) were 117 

used in separate experiments.  118 

For the egg bioassay, each C. externa larvae received 80 H. armigera eggs (>12 h). In the 119 

caterpillar bioassay, each C. externa larvae received 50 first-instar H. armigera larvae (1 to 3 mm 120 

long). These prey were made available to the predator in 250 mL plastic containers that were 121 

properly sanitized with 70% alcohol and 12 h of UV irradiation. 122 



  65 
 

 

The H. armigera eggs and larvae were treated with sterile distilled water + 0.01% Tween 80 (T1, 123 

control), B. bassiana (T2), M. anisopliae (T3), or M. rileyi (T4) at different concentrations (1 × 107, 1 × 124 

108, and 1 × 109 con. mL−1), and a control treatment was included for each exposure time (0, 24 and 125 

48 h) and using either direct application (D.A.) or dry film (D.F.) application methods. The 126 

treatments were applied using an adapted Potter Tower, with a pressure of 1.5 MPa. For the direct 127 

application, fungal suspensions and control treatment were applied directly to eggs, larvae and 128 

plastic containers [46] after the dry surface (time zero), with release of C. externa, whereas the dry 129 

film method was applied only in the containers, with transfer of eggs and larvae of H. armigera to 130 

the plastic container containing the larvae of C. externa after drying the excess moisture [47]. The 131 

protocol proposed by the International Organization for Integrated Biological and Control of 132 

Harmful Animals and Plants, Western Palaearctic Regional Section was used to standardize 133 

selectivity tests for entomopathogens [48]. 134 

For each treatment, a single third-instar larvae of C. externa, after 24 h of fasting, was offered 135 

prey (80 eggs and 50 first-instar H. armigera larvae) at 0, 24, and 48 h after inoculation. The choice of 136 

this predator instar refers to the most voracious larval age. In the third instar, green lacewing can 137 

reach 72–85% prey consumption equivalent to the predatory capacity of the entire larval phase, 138 

depending on prey type [49]. 139 

After the start of each test, the containers were sealed with plastic film and plastic caps with 140 

small ventilation holes and stored in a biological oxygen demand (B.O.D) chamber under the 141 

following conditions: 25 ± 1 ° C, 70 ± 10% RH, and photoperiod of 12 h day and 12 h night. The 142 

performance of C. externa was evaluated over a 24-h period, and performance was assessed on the 143 

basis of mean number of eggs and larvae consumed, ability to detect infected prey, and the 144 

interactive behaviors of both the predators and prey. 145 

In order to evaluate the conidia recovery, three inoculated insects from each replicate were 146 

washed using sterile distilled water with 0.01% Tween80®, and then the number of conidia was 147 

estimated using a Neubauer counting chamber, (Boeco®), Lab-Líder, Ribeirão Preto, SP, Brazil. 148 

We performed three replicates of the bioassay of the interaction between C. externa and 149 

inoculated H. armigera eggs and larvae. 150 

2.5. Statistical Analysis 151 

The present study involved a completely randomized experimental design (DIC) that included 152 

factorial arrangement (4 × 3 × 2), with four treatments (P), three suspension concentrations (C), and 153 

two application methods (A). Each trial included a third-instar C. externa larva, 80 H. armigera eggs, 154 

and 50 first-instar H. armigera larvae, and 10 replicates were performed for each combination of 155 

treatment, suspension concentration, and application method. 156 

The consumption of inoculated H. armigera eggs and larvae after 0, 24, 48, and 72 h was 157 

normally distributed. Therefore, the data were subjected to analysis of variance (ANOVA), and 158 

means were compared using the Tukey test, at 5% probability, using Rbio [50] and Genes [51]. 159 

3. Results 160 

3.1. Interaction between C. externa and Fungi-Treated H. armigera Eggs 161 

Neither product (P), application method (A), suspension concentration (C), or interactions 162 

between these factors (A × P, A × C, P × C, or A × P × C) significantly affected the consumption of H. 163 

armigera eggs by C. externa, regardless of exposure time (p > 0.05; Table 1), and the C. externa larvae 164 

consumed statistically equivalent numbers of H. armigera eggs, regardless of treatment (vs. control), 165 

product, application method, suspension concentration, or exposure time (Table 2). 166 

 167 
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Table 1. ANOVA table for the interactions between the factors studied and the consumption of eggs 168 

of H. armigera in different times (0, 24, 48, and 72 h) of exposure to C. externa (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 169 

10% and photoperiod of 12 h day and 12 h night). 170 

SV DF 0–24 h 24–48 h 48–72 h 

Application (A) 1 1.62 ns 3.12 ns 231.12 ns 

Product (P) 3 1.84 ns 14.54 ns 68.00 ns 

Concentration (C) 3 2.27 ns 1.41 ns 7.49 ns 

A × P 3 10.86 ns 1.51 ns 31.55 ns 

A × C 3 4.67 ns 0.34 ns 6.78 ns 

P × C 9 7.65 ns 1.18 ns 7.59 ns 

A × P × C 9 0.69 ns 1.60 ns 6.85 ns 

Residue 180 62.36 ns 78.11 ns 78.29 ns 

ns: not-significance at 5% probability by F-test. SV: source of variation; DF: degrees of freedom; 171 

Numbers are F-values. 172 

Table 2. Mean consumption (mean ± standard error) of eggs of H. armigera infected with B. bassiana 173 

and M. anisopliae and M. rileyi in times (0, 24, 48 and 72 h) of exposure to C. externa (T: 25 ± 1 °C, RH 174 

of 70 ± 10%, and photoperiod of 12 h day and 12 h night). 175 

Application (A) 0–24 h 24–48 h 48–72 h 

Direct (D.A.) 72.28 ± 0.86 a 71.01 ± 0.82 a 68.51 ± 0.84 a 

Dry film (D.F.) 72.10 ± 0.63 a 70.76 ± 0.85 a 66.36 ± 0.88 a 

Product (P)    

Control 73.50 ± 1.19 a 72.25 ± 1.69 a 69.30 ± 3.16 a 

B. bassiana 72.20 ± 3.19 a 70.61 ± 4.00 a 66.41 ± 4.04 a 

M. anisopliae 71.56 ± 3.71 a 70.88 ± 2.54 a 68.38 ± 2.87 a 

M. rileyi 72.36 ± 2.55 a 70.70 ± 3.91 a 66.88 ± 3.35 a 

Concentration (C)    

107 con. mL−1 72.10 ± 1.17 a 70.95 ± 1.14 a 67.13 ± 1.15 a 

108 con. mL−1 71.78 ± 0.90 a 70.61 ± 0.95 a 66.85 ± 1.06 a 

109 con. mL−1 72.25 ± 0.93 a 70.63 ± 1.25 a 67.70 ± 1.07 a 

For each factor (application, product or concentration), means followed by letters equal in the same 176 

column do not differ statistically by Tukey test at 5% probability. 177 

3.2. Interaction between C. externa and Fungi-Treated H. armigera Larvae 178 

Neither product (P), application method (A), suspension concentration (C), or interactions 179 

between these factors (A × P, A × C, P × C, or A × P × C) significantly affected the consumption of H. 180 

armigera larvae by C. externa, regardless of exposure time (p > 0.05; Table 3), and the C. externa larvae 181 

consumed statistically equivalent numbers of H. armigera eggs, regardless of treatment (vs. control), 182 

product, application method, or suspension concentration (Table 4). 183 

 184 

 185 

 186 

 187 

 188 

 189 

 190 

 191 

 192 

 193 



  67 
 

 

Table 3. ANOVA table for the interactions between the factors studied and the consumption of 194 

larvae of H. armigera in different times (0, 24, 48 and 72 h) of exposure a C. externa (T: 25 ± 1 °C, RH 195 

of 70 ± 10% and photoperiod of 12 h day and 12 h night). 196 

SV GL 0–24 h 24–48 h 48–72 h 

Application (A) 1 32.00 ns 3.12 ns 0.04 ns 

Product (P) 3 34.30 ns 8.80 ns 2.34 ns 

Concentration (C) 3 20.27 ns 0.77 ns 0.41 ns 

A × P 3 1.46 ns 0.45 ns 0.30 ns 

A × C 3 20.07 ns 1.34 ns 2.23 ns 

P × C 9 3.02 ns 4.34 ns 0.69 ns 

A × P × C 9 10.62 ns 0.56 ns 0.85 ns 

Residue 180 26.41 ns 0.41 ns 18.56 ns 

ns: not-significance at 5% probability by F-test. SV: source of variation; DF: degrees of freedom; 197 

Numbers are F-values. 198 

Table 4. Consumption (mean ± standard error) of larvae of H. armigera infected with B. bassiana, M. 199 

anisopliae and M. rileyi in times (0, 24, 48 and 72 h) of exposure a C. externa (T: 25 ± 1 °C, RH of 70 ± 200 

10% and photoperiod of 12 h day and 12 h night). 201 

Application (A) 0–24 h 24–48 h 48–72 h 

Direct (D.A.) 45.54 ± 0.68 a 46.54 ± 0.33 a 45.38 ± 0.40 a 

Dry film (D.O.) 45.58 ± 0.52 a 46.74 ± 0.31 a 45.29 ± 0.44 a 

Product (P)    

Control 47.75 ± 0.40 a 47.70 ± 0.60 a 45.95 ± 1.15 a 

B. bassiana 45.53 ± 2.78 a 46.63 ± 1.32 a 45.13 ± 1.69 a 

M. anisopliae 44.58 ± 3.25 a 46.26 ± 1.52 a 45.35 ± 1.71 a 

M. rileyi 45.83 ± 1.39 a 46.66 ± 1.30 a 45.31 ± 1.90 a 

(C) concentration    

107 con. mL−1  45.88 ± 0.74 a 46.55 ± 0.44 a 45.25 ± 0.50 a 

108 con. mL−1  45.11 ± 0.91 a 46.48 ± 0.43 a 45.28 ± 0.59 a 

109 con. mL−1 44.95 ± 0.81 a 46.53 ± 0.44 a 45.26 ± 0.57 a 

For each factor (application, product or concentration), means followed by letters equal in the same 202 

column do not differ statistically by Tukey test at 5% probability. 203 

3.3. Effect of Entomopathogenic Fungi on Predator Behavior 204 

It was clear that the C. externa larvae were not killed by consuming entomopathogen-infected 205 

H. armigera eggs or larvae, at least not within the first several days after consumption (Figure S1A). 206 

However, the H. armigera first instar caterpillars exhibited defense mechanisms that prevented the 207 

larvae of C. externa from eating them for a period. The larvae were observed to cluster in the area 208 

that was opposite the predator and to produce webs, which, in many cases, allowed them to defend 209 

themselves against predation by C. externa. The predator, in turn, remained on the opposite side of 210 

the arena when a caterpillar defense was mounted. 211 

The C. externa larvae returned to searching for food and capturing prey, preferring to attack the 212 

posterior part of caterpillars and to grab them with their mouthparts (Figure S1 B). Some 213 

caterpillars managed to escape, but many of those were still debilitated by a loss of fluids, owing to 214 

injuries sustained from the attack. The caterpillars remained defensive and mobile in the early 215 

hours of evaluation but later exhibited reduced mobility, which allowed them to be captured 216 

(Figure S1 C). 217 

All the C. externa larvae reached the pupal stage, with 100% viability in adults. 218 

 219 

 220 
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4. Discussion 221 

The present study makes several useful observations, especially considering the scarcity of 222 

information on the potential of C. externa as an insect predator of H. armigera and on the interactions 223 

between C. externa and entomopathogenic fungi. The findings of the present study indicate that the 224 

interactions between C. externa and entomopathogenic fungi are positive because the fungi (B. 225 

bassiana, M. anisopliae, and M. rileyi) do not interfere with the ability of C. externa to consume H. 226 

armigera larvae, assuming that the entomopathogens do not influence the nutritional quality of the 227 

prey. 228 

Entomopathogenic fungi are a primary source of metabolites and exhibit a variety of 229 

antimicrobial, insecticidal and cytotoxic activities [52]. Through chemical communication, these 230 

metabolites can be recognized by insects as predators that can reduce feeding by identifying prey 231 

infected with hyphae, blastospores after conidiogenesis due to the toxic metabolic action of 232 

entomopathogenic fungi [53]. 233 

This research assumed that C. externa consumption was not disrupted when prey were infected 234 

by entomopathogenic fungi. However, studies with the predator Orius insidiosus (SAY, 1832) 235 

(Hemiptera, Anthocoridae) shown that this predator can identify infected aphids and starve to 236 

death before consuming the infected prey [54]. 237 

Even though there was no significant difference between the mean numbers of eggs consumed 238 

by third-instar green lacewing, small decreases were noted in the consumption of eggs by C. externa 239 

at 48–72 h after treatment. This suggests that: (1) the prolonged period of fungal contact with the 240 

eggs enabled the germination of the fungus, thereby making the prey unappetizing to the predator, 241 

(2) the eggs were more nutritious at this time, owing to the stage of embryo formation, and satiated 242 

the predator for a longer period, or (3) the eggs that were exposed to the predator for less time (0–24 243 

and 24–48 h) released chemical propionic, benefit during the capture by the C. externa larvae. 244 

Previous studies have reported that C. carnea larvae benefit from the capture of Helicoverpa zea 245 

(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) by the release of kairomones from eggs and adult scales [55–57]. 246 

There is a possibility of simultaneous use of entomopathogenic fungi and C. externa in the 247 

integrated management of lepidopteran pests, since the consumption rates of C. externa prey were 248 

not reduced by increasing concentrations of entomopathogen suspensions. It has been reported that 249 

high concentrations of entomopathogens when applied directly to entomophagous organisms may 250 

have a greater negative effect than lower concentrations [25]. 251 

Fungi act through direct contact and infect a broad spectrum of insect hosts [58]. Both the 252 

(D.A.) and (D.F.) methods increase the possibility of contact between insects and fungi in the field. 253 

In green lacewings, naked-type larvae have a habit of actively searching for food, moving with the 254 

mouthpieces partially open and parallel to the substrate to initiate predation more quickly upon 255 

direct contact with prey [59]. 256 

In the present study, C. externa larvae used all of the available space in the arenas, and, 257 

consequently, all the larvae came in contact with conidia, regardless of the application method. The 258 

dry film method is important because it has the potential to disperse conidia using other 259 

entomophagous organisms, as indicated by the recovery of conidia from the insects. 260 

Ladybugs (Coccinellidae) and lacewings can naturally spread conidia, with reports that 261 

Harmonia axyridis (Pallas, l773) (Coleoptera: Coccinellidae) and C. carnea disseminated 93 and 89% of 262 

B. bassiana conidia, respectively, up to 2.4 m away from the site of release, with a positive interaction 263 

between infected larvae and aphid consumption. 264 

In the present study, the consumption of infected prey and, thus, exposure to 265 

entomopathogenic fungi did not affect C. externa larval development, pupal development, or adult 266 

viability. The quality and quantity of food consumed by the predator during the first larval instars 267 

directly influence adult viability, where the highest food intake of lacewings is during the third 268 

instar consisting of approximately 72–85% of consumption during the juvenile stages, depending on 269 

prey species [49]. 270 
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When larvae H. armigera feel threatened by the presence of other insects, they bend with the 271 

cephalic capsule towards the ventral region of the first pair of false legs, probably as a defense 272 

mechanism. This behavior was noticeable during the approach of the larvae C. externa; the 273 

caterpillars exhibited cephalic capsule curvature, cobweb production and crowding, with collective 274 

defense. 275 

These behavioral characteristics may be the result of evolutionary adaptations and population 276 

mixing, which makes them more aggressive [2,5,9,60]. The insects can develop defense mechanisms 277 

against entomopathogens, predators, and parasitoids, and such mechanisms can include 278 

recognition, agglutination, and the activation of proteolytic enzymes, which cause hemolymph 279 

coagulation, melanin production, cellular reactions, and the synthesis of antimicrobial peptides and 280 

protease inhibitors [61,62]. 281 

Studies of the interactions between microbial agents and predators are valid because 282 

entomopathogenic fungi produce a wide range of pathogenic metabolites and are capable of 283 

infecting several orders of insects [63]. According to [64], entomopathogenic fungi may also affect 284 

host development, fitness, physiology, and behavior. 285 

The compatibility observed in the present study suggests the joint action of B. bassiana, M. 286 

anisopliae, M. rileyi and C. externa in the integrated management of H. armigera. It is important to 287 

validate the action of natural enemies on lepidopteran-pest eggs, the reduction in the number of 288 

pest generations. This study corroborates the results of previous studies in Brazil [30,60] that 289 

demonstrated the effectiveness of C. externa predation on H. armigera eggs and first-instar larvae. 290 

Investigated the interactions of entomopathogenic fungi with C. externa and consumption 291 

capacity of this predator in relation to H. armigera, verifying the general predation and compatibility 292 

between the tested fungi. We suggest that future studies evaluate the interactions between C. 293 

externa and other microbial agents and investigate the applicability of such microorganisms and 294 

entomophages used in the integrated management of lepidopteran pests in important crops. 295 

5. Conclusions 296 

The consumption of H. armigera eggs and first-instar larvae by C. externa was not reduced by 297 

the application of entomopathogenic fungi (B. bassiana, M. anisopliae, or M. rileyi), regardless of 298 

concentration (1 × 107, 1 × 108, or 1 × 109 con. mL−1) or application method (DA or DF). Chrysoperla 299 

externa also failed to exhibit discriminatory potential in relation to the contaminated prey at 0, 24, or 300 

48 h after inoculation. These findings indicate that there was a positive interaction between the 301 

entomopathogenic fungi and the third-instar larvae of C. externa and that their simultaneous use 302 

may be helpful for controlling H. armigera populations. All the C. externa larvae reached the pupal 303 

stage, with 100% adult viability. 304 

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Capture 305 

and consumption of first-instar Helicoverpa armigera larvae by third-instar Chrysoperla externa larvae (time zero). 306 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1.  Ciclo biológico de H. armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em criação massiva 

em laboratório. 

  

 
 

A-Postura de H. armigera, ovos com (< 24 h), e ovo com 3 dias de postura, em 

evidência a coloração escura da cabeça da lagarta, próximo da eclosão; B- Lagarta 

neonata e lagarta de 5º instar; C- Pré-pupa alocada dentro da dieta artificial, próximo a 

empupação e pupa em formação, com coloração verde claro e última ecdise; D- Pupas 

formadas de coloração marrom escuro, com evidência da última ecdise no substrato. 

E- Mariposa macho; F- Mariposa fêmea; G- Macho após a cópula; H- Fêmea 

efetuando a oviposição. (Imagens registradas com auxílio de camera de 13 Mpx). 
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ANEXO 2.  Ciclo biológico de C. externa (Neuroptera: Chrysopidae) em criação massiva 

em laboratório. 

 

 
A-Postura de C. externa, em evidência ovos com pedicelo; B- Larva de 3º instar de C. 

externa C- Pré-pupa D- Pupa; E- Emergência e abertura das asas; F- Adulto de C. 

externa.(Imagens registradas com auxílio de camera de 13 Mpx). 
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Material Suplementar capítulo II 

ANEXO 3. Figure S1- Bioassay of virulence of entomopathogens on the larval stage of 

Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae). 

A- first instar of Chrysoperla externa; B- second instar of Chrysoperla externa; C- 

third instar of Chrysoperla externa; D- original suspensions of Beauveria bassiana 

(isolado ESALQ PL63); T3: Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ E9); T4: 

Metarhizium rileyi (isolado UFMS 03; E- methodology of application: direct 

application (D.A.); F- methodology of application: the application dry film (D.F.). 

(Images recorded with 13 Mpx camera. Surfboard (A, B and C), with the aid of a 

stereoscopic microscope with an increase of 20 X). 
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ANEXO 4. Figure S2- Emergence of Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae), 

after application of treatments on third instar larvae. 

A- The emergence of C. externa, treatment with B. bassiana (1x109 con.mL-1) (D.O.); B- 

Imago of C. externa, treatment with M. anisopliae (1x109 with.mL-1) (D.F.), highlighted the 

antennas and the golden eyes, characteristic of the group green lacewing; C- adults of C. 

externa, regular size, control treatment (D.A.). (Images recorded with 13 Mpx camera. With 

the aid of a stereoscopic microscope with an increase of 20 X). 

 

 

 

ANEXO 5. Figure S3- Conidiogenesis of Beauveria bassiana (isolado ESALQ PL63), on 

cadavers of Chrysoperla externa with mortality 120 hours after application. 

A- confirmed mortality by the fungus Beauveria bassiana (1x107 con.mL-1), 

(D.A.), on dead bodies of second instar of Chrysoperla externa, 5 days after 

mortality; B- Conidiogenesis on third instar larvae, 3 days after the death (1x108 

con.mL-1), (D.O.); C- conidiogenesis of Beauveria bassiana (1x109 con.mL-1), 

(D.A.), on dead bodies of third instar, 3 days after death. (Images recorded with 13 

Mpx camera. With the aid of a stereoscopic microscope with an increase of 20 X). 
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ANEXO 6. Figure S1. Capture and consumption of first-instar Helicoverpa 

armigera larvae by third-instar Chrysoperla externa larvae (time zero). 

 

 

A-catch and suction of cellular fluid of caterpillars with 2 hours of evaluation; B-

Capture of larvae by the final portion of the abdomen with a period of 6 hours of 

evaluation; C- cephalic capsules of caterpillars ingested by the green lacewing 

during 24 hours of evaluation. (Photos registered with 13 Mpx camera and aid of 

stereoscopic microscope with an increase of 20 X). 
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