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RESUMO

O psilideo asidtico dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae), € o principal inseto vetor das bactérias Candidatus liberibacter spp., que séao
0s agentes causais da doenca denominada greening ou Huanglongbing (HLB). O fato
de ndo haver tratamento para a doenca exige que se realize um trabalho intensivo de
manejo das populagdes do psilideo, que tem sido realizado principalmente através do
controle quimico. Considerando que o controle biolégico tem se tornado uma
estratégia de manejo promissora, e que a utilizacdo de fungos entomopatogénicos é
um dos componentes do manejo integrado de pragas, 0 objetivo desta revisao foi
comparar resultados sobre os fungos mais eficientes para o controle de D. citri e reunir
informacdes sobre as melhores opcdes disponiveis. Para tal, foi realizada uma analise
da bibliografia indexada nas bases de dados Scopus e Web of Science, utilizando
ferramentas de bibliometria com o software R Studio e o pacote Bibliometrix. Foram
identificadas as espécies de fungos Cordyceps fumosorosea, Beauveria bassiana e
Hirsutella citriformis como as mais relevantes nos ultimos anos, apresentando bons
resultados de eficiéncia. Além disso, os paises que mais publicam sobre o assunto
estdo também entre os maiores produtores de citros. Estudos realizados em
condicdes de casa de vegetacdo e campo ainda S80 escassos, porém necessarios
para validacdo de resultados obtidos em laboratorio, assim como aqueles que
exploram os mecanismos de acao envolvidos na patogenicidade dos fungos contra D.
citri, sendo, portanto, um importante foco a se considerar em avalia¢ges futuras.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos. Diaphorina citri. Greening. Controle
bioldgico. Analise bibliométrica.



ABSTRACT

The Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), is
the main insect vector of Candidatus liberibacter spp. bacteria, which are the causative
agents of the disease called citrus greening or Huanglongbing (HLB). The fact that
there is no treatment for the disease requires that intensive work be carried out in the
management of psyllid populations, which has been done mainly through chemical
control. Considering that biological control has become a promising management
strategy, and that the use of entomopathogenic fungi is one of the components of
integrated pest management, the aim of this review was to compare results on the
most efficient fungi for controlling D. citri and gather information about the best options
available. To this end, the bibliography indexed in the Scopus and Web of Science
databases was analyzed, using bibliometric tools with the R Studio software and the
Bibliometrix package. The fungus species Cordyceps fumosorosea, Beauveria
bassiana and Hirsutella citriformis were identified as the most relevant in recent years,
showing good efficiency results. In addition, the countries that publish the most on this
subject are also among the largest citrus producers. Studies performed under
greenhouse and field conditions are still scarce, but necessary to validate the results
obtained in the laboratory, as well as those that explore the mechanisms of action
involved in the pathogenicity of fungi against D. citri, which are matters to consider in
future assessments.

Keywords: Entomopathogenic fungi. Diaphorina citri. Greening. Biological control.
Bibliometric analysis.
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1 INTRODUCAO

O psilideo asiético dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae),
é uma das pragas dos citros de maior importancia econémica em todo o mundo. E o
principal vetor de bactérias restritas ao floema, Candidatus liberibacter spp., que sao
agentes causais da doenca conhecida como Huanglongbing (HLB) ou greening, uma
das doencas mais severas que acomete a cultura (BOVE, 2014). Sendo assim, o
manejo populacional de D. citri € uma estratégia basica e, até o0 momento, a mais
importante para evitar a disseminacdo da doenca, considerando que nao existem
meétodos curativos para o HLB (MALUTA; CASTRO; LOPES, 2022).

O manejo do inseto vetor tem sido realizado majoritariamente através do
controle quimico. No entanto, essa estratégia apresenta varios impactos negativos,
como a contaminacdo ambiental e de alimentos, risco de contaminacdo dos
trabalhadores, além da possibilidade de resisténcia da praga aos inseticidas (CHEN
et al., 2018; VANACLOCHA et al., 2019). Tendo em vista esses efeitos indesejaveis
dos agrotdxicos, a adocdo do controle bioldgico tornou-se uma forma de manejo
vantajosa, levando em conta que a utilizacdo desta técnica para o controle de pragas
e doencas das culturas de citros tem aumentado nos ultimos anos, principalmente
com o desenvolvimento de inseticidas a base de microrganismos, 0os quais podem ser
aplicados via pulverizacdo de forma intercalada ou em conjunto com outros tipos de
manejos (WENDEL et al., 2022).

Dentro desta estratégia, os fungos entomopatogénicos desempenham um
papel particularmente importante. Além da eficacia e do custo acessivel, existem
varias outras vantagens associadas a utilizacdo destes microrganismos, como a
atividade inseticida de amplo espectro, gama diversificada de espécies, tipos
metabdlicos complexos, além de oferecerem niveis de seguranca adequados para
humanos e outros organismos nao-alvo. Ademais, existem métodos faceis para a
producdo em massa, sendo ainda improvavel que ocorra o desenvolvimento de
resisténcia do hospedeiro contra estes entomopatogenos (OU et al., 2019).

Estudos realizados em condi¢Bes de laboratério, casa de vegetacdo e campo
com isolados de fungos entomopatogénicos tem demonstrado o potencial destes
microrganismos para o controle de D. citri., apresentando altos niveis de
patogenicidade contra o inseto, principalmente contra as ninfas, além de evidenciar

que a adicdo de adjuvantes agricolas na aplicagdo da suspensédo dos fungos pode



melhorar a eficiéncia de controle também de adultos (KUMAR et al., 2017; ARNOSTI
et al.,, 2019; AVERY et al., 2021). Ademais, essas pesquisas tem destacado a
necessidade de investigar as condicBes ambientais mais favoraveis e adversas para
cada fungo, como temperatura, umidade relativa, radiacdo ultravioleta e outras
praticas agricolas adotadas, além de mostrar a importancia do entendimento dos
mecanismos de acdo envolvidos nos processos metabdlicos dos fungos
entomopatogénicos que levam ao controle do inseto (AGUILA et al., 2022b; PEREZ-
GONZALEZ; GOMEZ-FLORES; TAMEZ-GUERRA, 2022)

Tendo em vista 0 exposto acima, esta revisdo tem como objetivo fornecer
suporte e referéncia tedrica a respeito de alternativas biolégicas para o controle do
psilideo asiatico dos citros, através da comparacdo de estudos e compilacdo de
resultados sobre os fungos entomopatogénicos mais eficientes no controle do
psilideo, utilizando para isto ferramentas de bibliometria, visando identificar opcdes

mais sustentaveis para 0 manejo da praga.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HUANGLONGBING (HLB) NA CITRICULTURA DO BRASIL

A industria citricola € uma das atividades mais importantes do agronegdcio
brasileiro. O relatério sobre a citricultura mundial, emitido e divulgado pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA, 2023), mostra
gue no ano de 2022 o Brasil teve a lideranca na producdo de suco de laranja e da
fruta in natura. No ano de 2021, a regido Sudeste foi responsavel por 83,7% de toda
a producao nacional, sendo que 77,1% desta producéo foi colhida apenas pelo Estado
de Sé&o Paulo, segundo dados do IBGE (2021).

Apesar da posicdo de destaque, a producéo de citros tem sido severamente
afetada por problemas fitossanitarios que podem causar perdas significativas e
aumento nos custos de producéo. De acordo com o Fundo de Defesa da Citricultura
— Fundecitrus (2022), os numeros do encerramento da safra de 2021/22 foram 10,61%
menor em comparacao a projecdo realizada inicialmente. Tal redugédo tem relagéo
com condi¢Bes climaticas adversas (seca), que prejudicou o crescimento dos frutos,
e também com a queda prematura de frutos, sendo que as pragas e doencas

representam o principal motivo de queda, particularmente o greening.



O greening, também conhecido como Huanglongbing (HLB), é uma das
doencas mais severas das culturas de citros em todo o mundo, devido a gravidade
dos sintomas, potencial de progressao da doenca e suscetibilidade de praticamente
todas as variedades comerciais de citros existentes. As plantas infectadas
desenvolvem sintomas em que sdo observados presenca de ramos com folhas
amareladas, as quais se destacam do verde normal da copa. As folhas apresentam
mosqueados, tons verde claros assimétricos no limbo foliar, amarelecimento das
nervuras, que podem ser facilmente confundidos com deficiéncia de zinco e ferro.
Com a progressao dos sintomas na copa, a planta apresenta reducédo do tamanho, as
folnas caem e os ramos secam. Os frutos produzidos em ramos com sintomas séo
menores, deformados, apresentam assimetria da columela central, inversdo das
cores, alta taxas de sementes abortadas e queda prematura. O tempo necessario para
manifestacdo dos sintomas pode variar dependendo da idade das plantas, da nutricdo
dos pomares e das condi¢cdes ambientais (BOVE, 2006).

Nas Américas, essa doenca foi detectada pela primeira vez em 2004, no Brasil,
no municipio de Araraquara, Estado de Sdo Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004); e,
posteriormente, em diversos paises das Américas Central e do Norte, incluindo
México e Estados Unidos (GOTTWALD, 2010), como foi o caso do Estado da Flérida,
com a deteccdo da doenca em 2005 (HALBERT, 2005). O HLB é causado por a-
proteobacterias gram-negativas pertencentes ao género Candidatus liberibacter,
sendo que trés espécies sao conhecidas: Ca. L. asiaticus (CLas), Ca. L. africanus
(CLaf) e Ca. L. americanus (CLam) (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1996; TEIXEIRA
et al.,2005). Os hospedeiros naturais dessas espécies sdo plantas da familia
Rutaceae (LOPES; MARTINS; FRARE, 2005, 2006). Essas bactérias séo restritas ao
floema e sua disseminacao natural depende de insetos vetores sugadores de seiva,
como os psilideos, sendo o psilideo asiatico dos citros, Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae), considerado o mais importante vetor devido a sua ampla
distribuicio em regibes produtoras de citros na Asia e nas Américas, onde s&o
transmitidas as espécies CLas e CLam (BOVE, 2014).

‘Candidatus liberibacter spp.” podem ser disseminadas através da propagacgao
vegetativa de plantas infectadas, além da transmisséo pelo psilideo asiatico dos citros,
e a severidade da incidéncia do HLB é dependente da densidade populacional de D.
citri e sua movimentacéo de plantas de citros infectadas para plantas nao infectadas
(MALUTA; CASTRO; LOPES, 2022). Essas fitobactérias tem estreita relacdo com as
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espécies vetoras e sao transmitidas de forma persistente-propagativa a novas plantas
por meio da alimentacéo dos insetos, sendo adquiridas quando o inseto ingere a seiva
do floema da planta de citros infectada, e repassadas para plantas sadias através da
saliva do psilideo pela suc¢éo da seiva dessas plantas (AMMAR; SHATTERS; HALL,
2011; AMMAR et al., 2016).

2.2 PSILIDEO ASIATICO DOS CITROS (DIAPHORINA CITRI)

O psilideo Diaphorina citri provavelmente é uma espécie originaria do
continente asiatico (CRAWFORD, 1917) e esta distribuida em areas tropicais e
subtropicais da Asia (Afeganistdo, China, Hong Kong, india, Indonésia, Malasia,
Myanmar, Nepal, Paquistéo, Filipinas, llhas Ryukyu, Sri Lanka, Taiwan, Tailandia), no
Oriente Médio (Arabia Saudita), na Africa (llhas Mauricio e Reuni&o), na América do
Sul (Argentina, Brasil, Uruguai e Venezuela), na América do Norte (Estados Unidos e
México) e em varias regides do Caribe (Bahamas, Ilhas Cayman, Jamaica, Republica
Dominicana, Cuba, Porto Rico, Belize) e da América Central (HALBERT; NUNEZ,
2004; MEAD; FASULO, 2011; LOPES et al., 2015). No Brasil, o primeiro relato de D.
citri foi realizado por Costa Lima em 1942.

O desenvolvimento de D. citri ocorre preferencialmente em plantas da familia
Rutaceae. Os insetos se alojam principalmente em ramos novos, fator determinante
para a ocorréncia e o incremento populacional da praga. A planta Murraya paniculata
(L.) Jack, conhecida popularmente como murta-de-cheiro, murta, murta-da-india,
murta-dos-jardins ou jasmim-laranja, é utilizada no Brasil em cemitérios, parques e
jardins como cerca-viva ou com fungéo ornamental e é um dos principais hospedeiros
desse psilideo (LOPES et al., 2015).

As fémeas pdéem o0s ovos em brotacdes jovens com no maximo 2,0 cm de
tamanho, sendo o nimero de ovos variavel dependendo da temperatura, umidade e
fotoperiodo. Uma fémea pode colocar uma média de 800 ovos em condi¢cdes
ambientais favoraveis (temperatura de 28 + 1 °C, umidade 75-80% e 13 h fotofase).
Os ovos sao de coloragédo amarelo alaranjado e medem cerca de 0,30 mm, sendo
alongados em formato de pera, mais grossos na base. As ninfas passam por cinco
instares e geralmente se agregam nas folhas, ramos jovens e gema axilar onde se
alimentam da seiva. Como consequéncia da alimentacdo, as ninfas liberam uma

secrecdo agucarada, conhecida como honeydew que favorece o crescimento de
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fungos oportunistas como Capnodium sp. (denominado popularmente de fumagina)
gue reduz a taxa fotossintética e afeta a produtividade dos citros (TSAI; LIU, 2000;
CONCESCHlI, 2013). Os adultos recém-emergidos se concentram na parte abaxial da
folha e, quando atingem a maturidade e reprodutividade, apresentam um
comportamento dispersivo, saltando e voando pequenas distancias (PADULLA,
2007). Eles medem de 2,0 a 3,0 mm de comprimento, possuem asas transparentes
com bordas escuras e permanecem inclinados na folha ao éangulo de 45°
(FUNDECITRUS, 2022).

2.3 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DO PSILIDEO DOS CITROS

Com a emergéncia do greening dos citros como uma das principais doencas
que limitam a producéo de citros em todo o mundo (BOVE, 2006), novas préaticas e
tecnologias tem surgido para 0 manejo do inseto vetor. O manejo regional, que é uma
acao conjunta entre citricultores de uma mesma regido, realizada simultaneamente,
tem sido de grande importancia para reduzir as infec¢des que ocorrem com a chegada
de psilideos infectivos que migram de outras areas e se concentram nas primeiras
plantas dos talhGes localizados na divisa das propriedades (conhecidas como efeito
de borda), iniciando novo foco da doenca. Em funcdo disso, sédo realizadas
pulverizacdes intensivas nessas areas (DORTA; MACHADO; ASTUA, 2019).

Até o0 momento, o controle quimico ainda é a principal estratégia de manejo do
psilideo. No entanto, o uso imprudente de agrotoxicos ja causou e ainda causa
desequilibrio ao ecossistema, como a morte de abelhas evidenciada por Chen et al.
(2017), danos a outros insetos benéficos e contaminacédo do solo e da 4gua (RIBAS;
MATSUMURA, 2009). Ainda, aplicagdes intensivas de produtos com o mesmo modo
de acdo podem levar a pressdo de selecdo de resisténcia do vetor (BOINA,
BLOOMQUIST, 2015), a exemplo do desenvolvimento de resisténcia aos ingredientes
ativos malathion e clorpirifés reportada no México (PARDO et al., 2018). Por isso,
meétodos alternativos de manejo, como o controle biolégico, tém sido gradualmente
introduzidos (LUO et al., 2022).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO APLICADO AO PSILIDEO DOS CITROS
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Nos ultimos anos, tem sido cada vez mais critico encontrar alternativas de
controle de pragas e doencas que sejam viaveis e mais sustentaveis para reduzir o
impacto negativo dos agrotoxicos utilizados nos cultivos agricolas. Neste sentido,
vérias alternativas de manejo tém sido investigadas, sendo uma delas o controle
bioloégico utilizando parasitoides naturais do inseto vetor. Essa ferramenta de
biocontrole, que se tornou um dos pilares do manejo integrado utilizado contra
Diaphorina citri, utiliza o parasitoide Tamarixia radiata (Waterson) (Hymenoptera:
Eulophidae) (FLORES; CIOMPERLIK, 2017), sendo realizada a liberacdo desses
agentes de controle em pomares abandonados e areas nao comerciais, como
chacaras e quintais com plantas de citros ou murtas, como alternativa ao controle
quimico (FUNDECITRUS, 2019).

Além dos parasitoides, como a T. radiata, outros inimigos naturais também
foram reportados como potenciais para o controle biolégico de D. citri, sendo alguns
predadores generalistas, como besouros coccinelideos, moscas-das-flores (sirfideos),
aranhas e larvas de crisopideos (KISTNER et al. 2016); 4caros predadores, como
Neoseiulus cucumeris e Amblyseius herbicolus (FANG et al. 2013, KALILE et al.,
2020); e entomopatdégenos (MALUTA; CASTRO; LOPES, 2022).

Entre os entomopatégenos utilizados para o controle de insetos praga estéo as
bactérias, os virus e os fungos, que geralmente sdo bastante especificos em relacao
a seus hospedeiros (QUIROZ et al.,, 2019). Os fungos entomopatogénicos sao
importantes agentes de controle e tem desempenhado um papel fundamental no
desenvolvimento de bioinseticidas. Além disso, pesquisas tem demonstrado que
alguns fungos possuem ou desenvolveram mecanismos gue lhes permitem sobreviver
na presenca de determinados ingredientes ativos existentes nos agrotoxicos
(SZEWCZYK; KUS'MIERSKA; BERNAT, 2018; NOWAK et al., 2019), evidenciando
assim, a potencialidade de uso deste agente biolégico em associagcdo com outras

formas de manejo.

2.4.1 Fungos entomopatogénicos

No Brasil, a utilizagdo de fungos entomopatogénicos para a formulacdo de
produtos destinados ao controle de pragas e doencas agricolas tem aumentado a
medida em que a populacdo vem exigindo a producdo de alimentos livre de

agrotoxicos. Afinal, fungos entomopatogénicos sdo considerados ecologicamente
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corretos e € improvavel que induzam resisténcia em pragas-alvo ao evitar respostas
humorais inatas, como tende a acontecer com alguns agrotoxicos (KANGA et al.,
2016; JIANG et al. 2020; CISNEROS et al., 2022).

O mecanismo de acao dos fungos entomopatogénicos nos hospedeiros inicia
com a infeccao, ou seja, quando o esporo do fungo entra em contato com a cuticula
do inseto e adere-se a ela utilizando moléculas sintetizadas conhecidas como
adesinas (SOUZA, 2020). Estas moléculas podem ou n&o estar relacionadas com a
viruléncia do fungo, considerando que linhagens de fungos como Metarhizium
anisopliae que sintetizavam estas moléculas apresentaram maior viruléncia, porém,
linhagens de Beauveria bassiana ndo apresentaram diferenca significativa em relacao
a esse aspecto (ZHOU et al., 2021). ApOs a adesdo, é preciso haver condicbes
favoraveis de temperatura e umidade para que ocorra a germinagao. Ao germinar, o
conidio produz um tubo germinativo que posteriormente forma um apressorio, sendo
a estrutura responsavel pela penetracdo da cuticula, que a degrada através de
enzimas e acessa a hemocele do inseto, extraindo, assim, nutrientes do hospedeiro
(ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013). Uma vez dentro da hemocele, o fungo encontra
o sistema imunoldgico do hospedeiro e produz toxinas que possuem a funcao de
suprimir a resposta humoral, além de realizar mudancas conformacionais na parede
celular, evitando que o fungo seja reconhecido pelo sistema imune do inseto (MORA;
CASTILHO; FRAGA, 2017).

Esses fungos sé@o organismos de ocorréncia natural, que podem induzir
infeccbes letais em artropodes, afetando uma ampla gama de insetos praga. Sao
altamente especificos e representam riscos minimos para insetos benéficos ndo-alvo
(SKINNER et al. 2014), incluindo inimigos naturais, como predadores e parasitoides
(ROSSONI et al. 2014, LACEY et al. 2015). Além disso, observou-se que a exposicao
de ninfas de D. citri a fungos entomopatogénicos diminui a deposicao de ovos do
ectoparasitoide Tamarixia radiata, presumivelmente para prevenir a emergéncia de
larvas em um hospedeiro infectado (CHOW et al., 2016). Esta observacao, assim
como as feitas em outros estudos, implica uma capacidade de insetos parasitas e
predadores para identificar hospedeiros ou presas que foram infectados, limitando a
taxa de mortalidade entre a populacdo de parasitas/predadores (IBARRA-CORTES et
al., 2017; WENDEL et al., 2022).

Alguns fungos entomopatogénicos sao altamente patogénicos para pragas

sugadoras de floema, como pulgdes, tripes e cigarrinhas (ISLAM et al., 2021). Muitas
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espécies, incluindo Hirsutella citriformis, Metarhizium anisopliae, Cordyceps bassiana,
Beauveria bassiana, Cordyceps javanica, Cordyceps fumosorosea (anteriormente
Isaria fumosorosea) e Clonostachys rosea, sao altamente patogénicas para D. citri
(CRUZ et al., 2015; AVERY et al., 2021; YANG et al., 2021).

No mundo, o controle de psilideo dos citros por fungos entomopatogénicos vem
despertando a atencédo de pesquisadores, conforme exemplos da Tabela 1, em que

sdo destacadas as pesquisas mais relevantes apenas do ultimo ano (2022).

TABELA 1. DESCRICAO DOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS QUE INFECTAM D. CITRI NO

MUNDO.

Espécie fungica

Pais

Referéncia

Aspergillus fijiensis

Beauveria bassiana

China
Estados Unidos da América

Estados Unidos da América

YAN et al., 2022
WENDEL et al., 2022
CISNEROS et al., 2022

China AGUILA et al., 2022a
China AGUILA et al., 2022b
Cordyceps fumosorosea Estados Unidos da América WENDEL et al., 2022
China LUO et al., 2022
Brasil MALUTA; CASTRO; LOPES,
2022
Hirsutella citriformis México GONZALEZ; FLORES;

GUERRA, 2022
WENDEL et al., 2022
WENDEL et al., 2022

Metarhizium anisopliae Estados Unidos da América

Metarhizium robertsii Estados Unidos da América

FONTE: A autora (2023).

Os estudos desses microrganismos tém contribuido em muito para o
desenvolvimento de novos micoinseticidas (CONCESCHI, 2013). Em 2018, foi
lancado no Brasil um bioinseticida a base de Cordyceps fumosorosea (anteriormente
Isaria fumosorosea) (Hypocreales: Cordycipitaceae), apés formulacbes do fungo

terem demonstrado grande eficiéncia no controle de D. citri (AUSIQUE et al., 2017).

3 METODOLOGIA

3.1 ANALISE BIBLIOMETRICA
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Para a analise bibliométrica foi realizada uma busca por trabalhos cientificos
publicados relacionados ao controle biologico do psilideo asiatico dos citros por fungos
entomopatogénicos. A obtencdo destas informacdes foi feita no periodo de fevereiro
a abril de 2023 através das bases de dados Web of Science e Scopus, acessadas a
partir dos Periodicos da Capes. A andlise sistematica se deu, primeiramente, por meio
da definicdo do periodo a ser abordado, sendo utilizadas pesquisas publicadas nos
altimos 10 anos. Em seguida, foram definidos outros critérios de incluséo: trabalhos
publicados no idioma inglés, classificacdo Qualis de Al e A2, utilizando documentos
dos tipos artigo, artigo de reviséo e capitulo de livro.

Para a busca sistematica na base de dados mencionada, foram utilizados como
descritores termos em inglés acrescidos dos operadores booleanos “AND” e “OR”.
Sendo assim, a busca utilizando os descritores, os operadores booleanos, e a
configuracdo exigida pelas bases, ficou da seguinte forma:

e Web of Science: TS=("Diaphorina citri* AND "Isaria” OR "Cordyceps"
OR  "Metarhizium" OR  "Beauveria" OR  "Hirsutella® OR
"entomopathogenic")

e Scopus: TITLE-ABS-KEY ("Diaphorina citri" AND "Isaria” OR
"Cordyceps" OR "Metarhizium" OR "Beauveria" OR "Hirsutella" OR
"entomopathogenic")

Em seguida, os dados referentes as publicacdes, foram exportados da
plataforma e tratados utilizando o software Excel, o software R verséo 4.2.2 e R studio
e 0 pacote Bibliometrix, através da interface Biblioshiny, para entdo serem tabelados

e discutidos.

3.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS DE MAIOR
RELEVANCIA

Através da utilizacdo do software R studio e do pacote Bibliometrix, por meio
da analise de ocorréncia de termos, foi possivel a identificacéo de palavras-chave de
espécies de fungos entomopatogénicos, bem como a quantificacdo da ocorréncia
dessas palavras, possibilitando avaliar a relevancia de cada fungo utilizado para o

controle do psilideo, conforme Aria e Cuccurullo (2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da andlise da base de dados Web of Science, foram encontradas 109
pesquisas publicadas abordando sobre o controle biolégico de psilideo dos citros
através de microrganismos. Apds o0 recorte temporal dos udltimos 10 anos, 95
pesquisas foram obtidas (excluindo-se duas publicagées do tipo “correcao”). Em
relacdo a distribuicdo por paises, pdde-se notar que 0s quatro paises com maior
namero de publicacdes foram: México, com 36 publica¢cfes; China, com 27; Estados

Unidos, com 21; e Brasil, com 8 publica¢ces, conforme pode ser visto no Grafico 1.

GRAFICO 1. DISTRIBUICAO DE PUBLICACOES POR PAIS NA BASE DE DADOS Web of Science
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FONTE: A autora (2023).

Em relacdo a andlise da base de dados Scopus, foram encontradas 92
pesquisas. ApOs o recorte temporal de 10 anos, 77 pesquisas foram obtidas
(excluindo-se duas publicagdes do tipo “corre¢ao”). Sobre a distribuicdo por paises,
pdde-se notar que os quatro paises com maior nimero de publica¢des foram: México,
com 29 publicagdes; China, com 23; Estados Unidos, com 17; e Quénia, com 7

publicacdes, conforme pode ser visto no Grafico 2. E importante ressaltar que héa



17

alguns resultados obtidos em ambas as bases (sdo os mesmos trabalhos) e alguns

resultados que sao diferentes entre as bases.

GRAFICO 2. DISTRIBUIGAO DE PUBLICAGOES POR PAIS NA BASE DE DADOS Scopus

o
(2]
=
o
=
o1
™)
o
N
gl
w
o
w
a1

40
México

China

Estados Unidos
Quénia

Brasil
Paquistéo
Japéao
Tailandia
Bangladesh
india

Arabia Saudita
Canada
Colémbia

Egito
Alemanha
Gana

Nova Zelandia
Suica

Uruguai

FONTE: A autora (2023).

Entre as pesquisas obtidas pela bibliometria, foram analisadas as que atendiam
ao critério de publicacdo em periddicos com classificacdo Qualis Al e A2, excluindo-
se os trabalhos duplicados e os que néo tratavam especificamente de controle do
psilideo através de fungos entomopatogénicos, totalizando 53 trabalhos utilizados
para a sintese qualitativa desta revisdo. Além disso, com base no numero de
ocorréncias das espécies de fungos entomopatogénicos utilizados para o controle de
Diaphorina citri, observa-se na Tabela 2 as espécies com maior relevancia, segundo

a bibliografia analisada.

TABELA 2. NUMERO DE OCORRENCIA DAS ESPECIES DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
UTILIZADOS PARA CONTROLE DE D. CITRI.

Espécie fungica Ocorréncia (namero)
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Cordyceps (Isaria) fumosorosea 23
Beauveria bassiana 19
Hirsutella citriformis 11

Metarhizium anisopliae

Cordyceps javanica

9
5
Lecanicillium sp. 2
Aspergillus fijiensis 1
Clonostachys rosea 1
Metarhizium sp. 2

FONTE: A autora (2023).

Com base nos dados obtidos através da analise bibliométrica, foi possivel
observar que as espécies de fungos entomopatogénicos mais utilizados no controle
biologico foram Cordyceps fumosorosea, Beauveria bassiana e Hirsutella citrifrormis,
sendo duas dessas espécies ja consolidadas e formuladas comercialmente para o
controle de variados artrépodes (C. fumosorosea e B. bassiana) que sdo causadores
de danos ou vetores de doencas, como acaros, pulgdes, cochonilhas, moscas
brancas, tripes, mineradoras de folhas, psilideos e lagartas (QUIROZ et al., 2019).
Além desses, outros agentes de biocontrole foram indicados, demonstrando que
pesquisas sobre esse assunto sao importantes para a obtengcédo de um namero maior
de opcdes para o controle de pragas agricolas, buscando identificar o potencial da
patogenicidade das espécies e sua eficiéncia em condicbes de campo através das
formulacBes mais viaveis.

Um importante fator a ser considerado € a interacdo entre a infeccdo de D. citri
por fungos entomopatogénicos e a presenca de Candidatus liberibacter no organismo
do inseto. Foi demonstrado, em condi¢des de laboratorio, por Ordufio-Cruz, Guzman-
Franco e Rodriguez-Leyva (2015), que individuos de D. citri portadores de Candidatus
liberibacter asiaticus foram mais suscetiveis a infeccao flngica, por isolados das
espécies Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae, do
gue individuos livres de CLas. Esse resultado foi consistente para os trés isolados
testados, apesar de terem demonstrado diferentes niveis de viruléncia contra adultos
de D. citri. Os autores consideraram que a extracdo de nutrientes do inseto pela
bactéria prejudica e interrompe a fisiologia geral do inseto, e, como consequéncia, 0

inseto pode alocar menos energia para se defender contra a infec¢éo fungica.
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Segundo a analise bibliométrica, a espécie Cordyceps fumosorosea foi a mais
citada, estando presente em 23 trabalhos avaliados, 0 que pode estar associado ao
fato deste fungo ter demonstrado maior patogenicidade e viabilidade ao longo do
tempo. Luo et al. (2022) avaliaram a eficiéncia de C. fumosorosea em condi¢cfes de
laboratorio e casa de vegetacdo, obtendo resultados que demonstraram alta
patogenicidade contra D. citri, sendo as ninfas mais suscetiveis ao ataque do fungo,
com taxa de mortalidade de 100% ap0ds trés dias da aplicacdo, em uma concentracao
de 1x107 conidios/mL. Além disso, observaram a reducéo da emergéncia de adultos
e da taxa de longevidade de fémeas. Assim como no estudo de Morales-Reyes et al.
(2018), em condicdes de laboratério, em que insetos expostos a 10’ propagulos/mL
de conidios e de blastosporos morreram em seis dias, estando a uma temperatura de
25°C. Em casa de vegetacéo, o tratamento com blastosporos reduziu as populacdes
de D. citri em cerca de 60% apods 21 dias. Em outro estudo, Corréa et al. (2020)
selecionaram isolados de C. fumosorosea para producédo de blastosporos e avaliacédo
da tolerancia a dessecacéo, obtendo concentracées de blastosporos acima de 1x10°
esporos/mL, com taxas de viabilidade acima de 75% apds a secagem.

Em relacéo aos efeitos na atividade de alimentacédo de D. citri, Maluta Castro e
Lopes (2022) observaram, através da técnica do grafico de penetracdo elétrica,
atividades de succdo do psilideo, entre 30 a 96 horas ap6s aplicacdo de C.
fumosorosea, utilizando um produto formulado ja distribuido comercialmente no Brasil:
Challenger. Os autores verificaram significativa interrupcao das atividades do estilete
do psilideo, principalmente nos vasos do floema. Em outro estudo, Qasim et al. (2021)
focaram na atividade enzimatica e na expressdo de genes relacionados a
desintoxicacdo em adultos e ninfas de psilideo dos citros sob o estresse do fungo C.
fumosorosea. No geral, a atividade de quatro enzimas diminuiu significativamente,
enquanto a atividade da enzima catalase aumentou, em diferentes momentos. Da
mesma forma, a expressdo de diferentes genes relacionados a resisténcia a
inseticidas diminuiu substancialmente. Essa regulacdo de genes e de enzimas
provocou uma deterioracdo no sistema de defesa das populacdes de psilideos
tratadas. Ainda, Keppanan et al. (2018) avaliaram uma toxina produzida por C.
fumosorosea e o nivel de toxicidade desta substancia a D. citri, sendo testada em
concentragbes de 1, 2 e 3%, obtendo-se a maior taxa de mortalidade com a
concentracédo de 3% mg/L, 120 horas apés a aplicacao, reduzindo mais de 80% da

populacao do inseto.
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Considerando que os psilideos adultos possuem uma movimentacao mais ativa
do que as ninfas, é preciso maior eficiéncia de aplicacdo para conseguir atingi-los.
Ademais, como a infec¢cdo por fungos entomopatogénicos requer contato cuticular
com a praga, sua eficacia pode ser potencializada com o uso de outros defensivos
agricolas, como adjuvantes e outros 6leos para garantir melhor homogeneidade em
suspensao e dispersdo de propagulos. Referente a isso, Arnosti et al. (2019)
avaliaram os efeitos de adjuvantes sobre a adeséo de C. fumosorosea nos psilideos,
em laboratorio. Analisando através de microscopia eletrénica de varredura, os autores
observaram que o fungo aderiu predominantemente na regido ventral posterior
(abdébmen) em comparacdo com a regido dorsal anterior (t6rax). Ainda, Kumar et al.
(2017) realizaram um teste de eficiéncia em laboratdrio, em que tratamentos mistos
de C. fumosorosea com 6leos de petroleo tiveram melhor desempenho do que o fungo
sozinho contra D. citri, em que o maior tempo médio de sobrevivéncia de D. citri foi
uma média de 12 dias. Anteriormente, Avery et al. (2013) avaliaram a compatibilidade
de blastosporos de C. fumosorosea com uma variedade de 6leos e fungicidas a base
de cobre, obtendo um crescimento in vitro de C. fumosorosea reduzido, menos por
materiais a base de petrdleo e mais por Oleos botanicos, bérax, e alguns dos
fungicidas a base de cobre, sugerindo que a mistura em tanque do fungo com esses
altimos produtos deve ser evitada.

Um outro desafio referente ao controle do psilideo dos citros e do greening diz
respeito a areas residenciais, onde nao € possivel a aplicacdo de agrotoxicos, e
pomares abandonados, em que néo se realiza nenhum tipo de manejo. Tendo isso
em vista, Patt et al. (2015) desenvolveram um autodisseminador (“dispensador”) para
inocular entomopatdgenos nessas areas com o objetivo de induzir epizootias. Em um
teste em casa de vegetacdo com C. fumosorosea, verificaram que uma média de 55%
dos adultos de D. citri desenvolveu micose (esporulacédo), e quando cadaveres adultos
esporulados com conidios maduros foram colocados perto de imaturos nos vasos de
plantas, mais de 90% dos psilideos imaturos apresentaram micose. Corroborando
com esses resultados, o estudo de Chow et al. (2018), utilizando dispensadores com
C. fumosorosea, apresentou uma reducao da reproducéo meédia de D. citri em 90%, e
a intensidade média de ataque de adultos em 76% e de ninfas em 82%. Além disso,
no que diz respeito a persisténcia do fungo na area, Pick et al. (2022) verificaram que
€ possivel que propagulos de C. fumosorosea possam ser transferidos entre plantas

por fatores bibticos (através de outros insetos, por exemplo), considerando ainda o
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préprio psilideo, quando as hifas fungicas crescem através dos tarsos e se ligam as
folhas das plantas. Em seu teste de persisténcia do fungo em campo, obtiveram
resultados demonstrando que C. fumosorosea persistiu por pelo menos 35 dias e
causou até 40% de mortalidade de adultos de D. citri.

Entre os estudos apresentados pela bibliometria, um outro entomopatdégeno
muito utilizado em pesquisas foi o fungo Beauveria bassiana, presente em 19
trabalhos avaliados, que tem demonstrado resultados similares a C. fumosorosea em
relagdo a patogenicidade e a eficiéncia de controle contra D. citri. Evidenciando esse
aspecto, Wendel et al. (2022), através de um estudo realizado em condi¢cdes de
laboratorio, nos Estados Unidos, avaliaram formulacbes diferentes de fungos
entomopatogénicos e selecionaram um isolado de C. fumosorosea e um de B.
bassiana, considerando a eficiéncia de controle de D. citri, disponibilidade comercial
do produto, registro (ou possibilidade de registro) do formulado no pais e perspectivas
de mercado. Assim como Ausique et al. (2017) avaliaram um isolado de C.
fumosoroesa e outro de B. bassiana, que apresentaram taxas de mortalidade de
psilideo dos citros de 77,8 e 78,4%, respectivamente, em condi¢des de laboratorio; e
80,6 e 83,5%, respectivamente, em semicampo (plantas cultivadas no solo em
condi¢cBes semi controladas). Em campo, aplicacdes mensais durante um ano em um
pomar comercial de citros, a taxa de mortalidade variou de 57,8 a 96,1% ao longo
desse tempo. Esse nivel de mortalidade tendeu a aumentar com o0 aumento da
umidade relativa maxima e a porcentagem de cadaveres esporulados foi
negativamente associada com temperaturas maximas.

Anteriormente, Conceschi et al. (2016) avaliaram a transmisséo horizontal de
B. bassiana e de C. fumosorosea entre cadaveres de D. citri e D. citri adultos ndo
infectados, bem como entre cadaveres de Toxoptera citricida (pulgao preto dos citros)
e adultos néo infectados de D. citri, sob condi¢cdes de laboratério e semicampo. Em
laboratério, cadaveres de D. citri infectados com B. bassiana e C. fumosorosea em
plantas de citros resultou em taxas de mortalidade de adultos de D. citri variando de
51,2 a81,9% e 36,2 a 68%, respectivamente. Quando cadaveres de T. citricida foram
usados, as taxas de mortalidade de adultos nédo infectados de D. citri variaram de 35,4
a 87,7 % com B. bassiana e de 41,7 a 80,4 % com C. fumosorosea. Em condi¢Ges de
semicampo, a transmisséao horizontal também foi confirmada, porém, com menores
taxas de mortalidade de adultos de D. citri em comparacdo com 0s ensaios de

laborat6rio, o que pode ter sido causado pelo maior tamanho das unidades
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experimentais utilizadas no campo, pelas condicdbes ambientais e pelas maiores
temperaturas, variacdo de umidade, vento e chuva. No estudo de Gandarilla-Pacheco
et al. (2013), ninfas de D. citri pulverizadas com suspensdo de C. fumosorosea
apresentaram maior mortalidade (84,2%), enquanto que as ninfas pulverizadas com
B. bassiana apresentaram maior desenvolvimento de micose.

Posteriormente, em condicbes de laboratério, Cisneros et al. (2022)
identificaram e avaliaram dois isolados de Beauveria bassiana, através de duas
formas de aplicacéo, sedo pulverizagéo direta nos insetos e exposi¢cao de adultos do
psilideo em folhagem pulverizada. Os isolados apresentaram taxa de mortalidade de
aproximadamente 70% com aplicacdo via pulverizacéo direta, em uma concentracao
de 1x108 conidios/mL, e mortalidade de 60 a 73% através da exposicédo dos adultos a
folhagem pulverizada, em uma concentracéo de 3x108 conidios/mL, o que superou o
controle alcancado pela testemunha do experimento: um isolado de C. fomosorosea
ja utilizado comercialmente nos Estados Unidos. Ainda, os isolados de B. bassiana
apresentaram maiores taxas de crescimento em temperaturas maiores em
comparacao com o isolado da testemunha, quando da verificacéo do perfil térmico. Ja
no estudo de Cruz-Cruz et al. (2020), o isolado mais patogénico de B. bassiana
apresentou uma taxa de mortalidade contra D. citri de 58%, em condicbes de
laboratério.

Considerando a persisténcia do fungo na area, Bamisile et al. (2019)
desenvolveram um teste em casa de vegetacdo, em que mudas de citros aos quatro
meses apoés o plantio foram inoculadas com um isolado de B. bassiana por meio de
pulverizacao foliar, que manteve a colonizacdo das mudas por até 12 semanas. A
aplicacédo resultou uma taxa de sobrevivéncia dos psilideos de apenas 2% apods oito
dias do tratamento. Além disso, fémeas de D. citri alimentando-se dessas plantas
depositaram menos ovos em comparacao com aquelas que se alimentaram de mudas
livres de enddfitos.

Outro fungo entomopatogénico que obteve destaque nos resultados da
bibliometria, estando entre os trés mais utilizados para o controle de D. citri, segundo
a analise, foi o fungo Hirsutella citriformis, o qual ndo foi detectado no Brasil, estando
associado ao psilideo dos citros principalmente no México. Segundo Pérez-Gonzaélez,
Gomez-Flores e Tamez-Guerra (2022), € um fungo que precisa de maior periodo de
infeccdo para causar a morte do inseto, comparado a outros fungos

entomopatogénicos, além do modo de acdo dos metabolitos secundarios sobre D. citri
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ainda ser desconhecido. Ainda assim, tem apresentado resultados de manejo
similares ao controle promovido por B. bassiana. Tal panorama pode ser
fundamentado pelo estudo de Cortez-Madrigal et al. (2014), a partir do qual os autores
avaliaram a patogenicidade e a atividade enzimética contra D. citri de isolados de B.
bassiana e de Hirsutella citriformis, obtendo uma taxa de mortalidade dos insetos
acima de 90% para os dois fungos. Os autores observaram ampla variabilidade na
producdo de enzimas, principalmente proteases, que Sd80 mais comumente
associadas a isolados virulentos de fungos entomopatogénicos. Com base na
patogenicidade, verificaram maior potencial de manejo de D. citri através de B.
bassiana, e em relacéo a producéo de enzimas, o maior potencial foi verificado através
de H. citriformis.

Em condi¢cdes de laboratério, Pérez-Gonzélez et al. (2015) avaliaram o
crescimento e a conidiacédo de isolados de H. citriformis, bem como a viruléncia dos
conidios em adultos e ninfas de psilideos. Observaram mortalidade dos insetos a partir
de seis dias ap6s a aplicacdo, sendo que a taxa de mortalidade de insetos adultos
para os isolados mais patogénicos foi de 85,6 a 88,1%, enquanto a de ninfas foi de
50,5 a 81,7%, além da esporulacdo dos isolados nos insetos ter sido observada a
partir de 10 dias ap06s a aplicacdo. Ja no estudo de Ibarra-Cortés, Gonzélez-
Hernandez e Guzman-Franco (2017), avaliando a suscetibilidade de ninfas e adultos
de D. citri a infeccao por H. citriformis em laboratorio, os autores verificaram que as
ninfas foram mais suscetiveis do que os adultos e que adultos contaminados com
conidios do fungo ndo foram capazes de transmitir a infec¢éo as ninfas. Em condicfes
de semicampo, a infectividade conidial de isolados mexicanos de H. citriformis foi
avaliada contra adultos de D. citri e 0s isolados mais patogénicos apresentaram taxas
de mortalidade de 50,6% a 51,05% (Pérez-Gonzalez; Sandoval-Coronado;
Maldonado-Blanco, 2016).

Em um teste de campo comparando a patogenicidade entre isolados de H.
citriformis, a infectividade de conidios contra adultos de D. citri por contato foi avaliada
por Pérez-Gonzalez et al. (2020). Os tratamentos aplicados na parte aérea dos citros
permaneceram ensacados no campo 21 dias apos a aplicacdo e todos os isolados
apresentaram patogenicidade para o psilideo, sendo que o isolado que apresentou a
maior taxa de mortalidade (74,1%) também foi 0 que apresentou a maior porcentagem
de esporulacéo (71,1%) no inseto.
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Ha que se considerar que diferencas na taxa de mortalidade podem ser
causadas pela variabilidade genética dos isolados avaliados. Em condi¢cdes de
laboratério, Cruz-Juarez et al. (2018) expuseram um isolado de H. citriformis a
diferentes concentracdes de etil metano sulfonato para obter mutantes com melhor
producado e germinacado de conidios, visando ainda manter a viruléncia contra D. citri.
A taxa de mortalidade alcancada por isolados mutantes e selvagens foi de 100% e
94,4%, respectivamente, em 12 dias. A esporulagdo em adultos do psilideo foi de
60,5% e 73,4% por isolados selvagens e mutantes, respectivamente. Posteriormente,
em condi¢cdes de laboratodrio, a viabilidade e a patogenicidade de conidios de H.
citriformis foram avaliadas por Pérez-Gonzalez, Maldonado-Blanco e Valdes-
Gonzalez (2019), considerando o cultivo em meio de cultura BDA (&gar-batata-
dextrose) ou arroz. Os conidios cultivados em ambos os meios apresentaram
patogenicidade aos psilideos adultos, que foram mortos a partir de seis dias apés a
exposicdo aos conidios, sendo que o cultivo em arroz possibilitou aumentar a
producéo de conidios com menor tempo total de processamento.

Seguindo o0s resultados da analise bibliométrica, o quarto fungo
entomopatogénico utilizado para o manejo do psilideo dos citros foi o fungo
Metarhizium anisopliae. Apesar de ser um entomopatogeno ja consolidado entre os
utilizados para o controle bioldégico de pragas em geral, apresentou menor
expressividade comparado ao fungo H. citriformis entre as pesquisas referentes a
praga em questdo nos ultimos anos. Em algumas pesquisas que realizaram a
comparacao da patogenicidade de diferentes fungos, a eficiéncia de M. anisopliae foi
superada pelos demais, como por fungos do género Cordyceps. No entanto, em
outros estudos o entomopatdgeno demonstrou boa eficiéncia, comparando-se aos
outros fungos discutidos anteriormente.

Rosas-Garcia et al. (2018a) testaram a atividade biologica de isolados de
Metarhizium anisopliae juntamente com 6leos essenciais, pulverizados em adultos de
D. citri alimentados com ramos de laranjeira em testes de laboratorio. Resultados
mostraram que o isolado mais patogénico alcangou uma taxa de mortalidade de 77%.
Em campo, a combinagdo deste isolado de M. anisopliae com 6éleo essencial de
Cipreste obteve mortalidade de 56,73%. Além do teste de patogenicidade, Rosas-
Garcia et al. (2018b) analisaram a ativacao de isoformas do gene da proteinaPrl de
M. anisopliae durante o processo patogénico em adultos de psilideo. Tal proteina €,

provavelmente, a principal enzima envolvida na degradagdo da cuticula e na



25

penetracdo do fungo no hospedeiro. Os insetos foram infectados com uma suspensao
de conidios e mantidos em ramos de Murraya paniculata por sete dias. A atividade
das isoformas foi detectada por RT-PCR e os resultados indicaram que algumas
isoformas provavelmente sdo ativadas pelo processo infeccioso.

Além de M. anisopliae, outras espécies de Metarhizium apareceram entre 0s
resultados da bibliometria. No teste de patogenicidade contra D. citri de Gandarilla-
Pacheco et al. (2013) estavam dois isolados de Metarhizium brunneum, que
apresentaram taxas de mortalidade de 49,6% e 74,6%, além de nenhuma ou pouca
esporulacdo nas ninfas, respectivamente, sendo a eficiéncia destes isolados superada
por outros fungos utilizados na pesquisa (C. fumosorosea e B. bassiana). J4 Wendel
et al. (2022) utilizaram um isolado de M. robertsii em seu teste de eficiéncia
desenvolvido em laboratério, que era o principal candidato em um programa de
desenvolvimento de micoinseticidas nos Estados Unidos e que apresentou boa
eficiéncia, tendo sido selecionado pelos autores para a realizacao de outras pesquisas
com D. citri.

E preciso considerar que fatores abidticos como luz, umidade e temperatura
afetam a estabilidade e persisténcia de fungos entomopatogénicos. Especificamente,
a temperatura pode afetar a germinacao e o crescimento. Ordufio-Cruz et al. (2015a)
avaliaram em laboratoério isolados fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Cordyceps fumosorosea e Hirsutella citriformis quanto ao crescimento in
vitro, germinacdo (apos diferentes tempos de incubacédo) e esporulacdo, em quatro
temperaturas: 20, 25, 30 e 35 °C. Os autores observaram que os isolados de H.
citriformis obtiveram menor crescimento, taxa de germinacdo e esporulacdo em
comparagcdo com o0s outros fungos, ndo sendo considerados competitivos na
avaliacdo in vitro. A partir da avaliagdo in vivo, utilizando suspensfes de conidios,
isolados selecionados de todos os fungos causaram mortalidades acima de 80% em
adultos de D. citri, exceto H. citriformis, que causou no maximo 40% de mortalidade.
No entanto, a mortalidade causada por suspensdes de blastosporos de H. citriformis
foi de 60%, e atraves de conidios secos, H. citriformis e M. anisopliae causaram 100%
de mortalidade (Ordufio-Cruz et al., 2015b). Esses resultados podem sugerir que a
utilizagdo de uma combinacdo de abordagens de controle biolégico, tanto inundativo
(usando isolados em suspensao) quanto inoculativo (usando isolados como conidios
secos em dispositivos de autoinoculagcédo), poderiam apresentar bom potencial de

controle.
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Dentre os fungos entomopatogénicos com menor expressividade para o
manejo de D. citri, de acordo com a analise bibliométrica, estdo Cordyceps javanica,
Lecanicillium sp., Aspergillus fijiensis e Clonostachys rosea. O fungo C. javanica teve
sua eficiéncia avaliada em cinco estudos. Hussain et al. (2021), utilizando microscopia
eletrbnica de varredura verificaram que os estagios do processo de infeccéo por C.
javanica incluem a aderéncia de esporos e formacdo de tubo germinativo dentro de
24 horas ap6s inoculacdo, pinos de penetracdo e crescimento de micélio nas asas
dos psilideos ap6s 72 horas, ruptura da cuticula apdés 96 horas e massa micelial
colonizando o corpo do hospedeiro apdés 144 horas. Em condi¢cbes de laboratério,
realizando tratamento com blastosporos, a taxa de mortalidade atingiu 100% em sete
dias ap0ds a exposicdo a uma concentragdo de 1x107 esporos/mL. Ja Mellin-Rosas et
al. (2016), utilizando suspensdo de conidios a uma concentragdo de 1x107
conidios/mL, verificaram que um isolado de C. javanica alcancou uma taxa de
mortalidade de até 95% de ninfas e adultos de psilideos, apos 13 dias do tratamento.

Ainda em condi¢cfes de laboratorio, Awan et al. (2021a) verificaram que um
isolado de C. javanica foi efetivo em relacdo a viruléncia, apresentando taxa de
mortalidade entre 70 e 75% em uma concentracdo de 1x10’ conidios/mL, apds sete
dias de exposicao. Além disso, testaram uma nova formulacdo dos conidios com 6leo
de gergelim, que aumentou a vida de prateleira (porcentagem de viabilidade) em 16
semanas. A formulagdo também melhorou a viruléncia, alcangando uma taxa de
mortalidade de psilideos de 100% apds sete dias de exposicdo, na mesma
concentracdo. Nesse sentido, visando o aumento da viabilidade dos isolados, Awan
et al. (2021b), utilizando desta vez outro fungo entomopatogénico (B. bassiana),
verificaram que a formulacdo de conidios preparada com o 6leo de gergelim
novamente resultou em aprimoramento da vida de prateleira, da viruléncia e da
tolerancia a estresse térmico, em comparacdo com conidios ndo formulados. Ja em
condicBes de campo, Avery et al. (2021) compararam a eficiéncia de tratamentos com
C. javanica (isoladamente), C. javanica em mistura com 6leo mineral, e agrotoxico ja
comercializado para controle de D. citri em mistura com o mesmo 6leo. Os resultados
mostraram que C. javanica, sozinha e com 6leo, foi capaz de suprimir a populacdo de
psilideo em 60 a 83%, até 14 dias ap6s o tratamento, e foi compativel com inimigos
naturais encontrados no local, principalmente joaninhas.

Sobre o género Lecanicillium, avaliando diferentes espécies, Lu et al. (2015)

realizaram testes em laboratério e em casa de vegetacdo, em que as taxas de
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mortalidade de adultos de D. citri alcancaram 100% aos sete dias apds a inoculagéo
da suspenséao da espécie L. attenuatum e de uma espécie nao identificada, enquanto
que pela espécie L. psalliotae a mortalidade completa ocorreu aos seis dias apés a
inoculacdo, sendo todas as suspensdes em concentracdo de 1,0x102 conidios/mL,
sob condicdes de 25° C de temperatura e umidade relativa de 90%, em laboratorio.
Nas mesmas condicbes em casa de vegetacdo com mudas de murta (Murraya
paniculata), as taxas de mortalidade causadas pelos mesmos isolados foram de
92,55%, 100% e 100%, respectivamente, aos nove dias apos a inoculagédo. Keppanan
et al. (2019) verificaram que um metabdlito secundario produzido por Lecanicillium
lecanii, que € téxico a D. citri, pode estar envolvido no processo externo de formacao
do apressorio na cuticula do inseto e no processo da penetragcdo do fungo no
hospedeiro. O teste de toxicidade do metabdlito em uma concentracdo de 3%
apresentou a maior taxa de mortalidade (85%) 120 horas ap6s a aplicacdo do
tratamento.

Em relacdo a utilizacdo de Aspergillus fijiensis, apenas um trabalho foi
encontrado. Em laboratério, para todos os intares das ninfas do psilideo, o fungo
apresentou mortalidade maior que 70%, ap6s sete dias da aplicacdo em uma
concentragdo de 1x108 conidios/mL. Em condi¢Ges de casa de vegetacao, a eficiéncia
foi menor do que a obtida em laboratério, provavelmente em funcdo das condi¢cdes
ambientais (YAN et al., 2022). Alguns metabdlitos secundarios produzidos por este
fungo, como as aflatoxinas, séo conhecidos por serem téxicos e carcinogénicos, riscos
potenciais que devem ser considerados ao se estudar a possibilidade de utilizacédo
deste fungo para o controle biolégico de pragas. O isolado avaliado pelo estudo foi
identificado como ndo produtor das aflatoxinas, porém a seguranca em relacao a
humanos, animais e outros organismos nao-alvo ndo é conhecida, sendo necessaria
a averiguacao dessas guestdes, além de verificar os possiveis impactos no ambiente
antes de se realizar um estudo de eficiéncia de controle de D. citri a campo.

Para Clonostachys rosea também foi encontrado apenas uma pesquisa. Yang
et al. (2021) testaram a patogenicidade de C. rosea contra adultos de D. citri em
laborat6rio e a maior taxa de mortalidade foi de 46,67%, quando os insetos foram
tratados com uma suspensédo de esporos de 1x108 conidios/mL. Foi analisada a
expressao génica dos psilideos identificada cinco dias apos a inoculacdo, e genes
envolvidos na resposta imune e apoptose, além de genes que codificam proteinas da

cuticula, estavam entre os genes diferencialmente expressos. Os resultados
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indicaram que a patogenicidade de C. rosea contra adultos de D. citri ocorreu
provavelmente através da penetracdo na cuticula, suprimindo a resposta imune do
hospedeiro e iniciando a apoptose.

Considerando ainda outras estratégias de controle biol6gico do psilideo dos
citros, é fundamental considerar a interacdo dos fungos entomopatogénicos com
outros inimigos naturais, como o parasitoide Tamarixia radiata, que é muito utilizado
em pomares em que o controle quimico é reduzido ou inexistente. Em relagéo a esse
aspecto, Ibarra-Cortés et al. (2017) estudaram o efeito da interacdo entre os fungos
B. bassiana e M. anisopliae e o parasitoide T. radiata em ninfas de D. citri, em
condicbes de laboratorio, e verificaram que a maior emergéncia de adultos de
parasitoides foi obtida quando os fungos foram aplicados em ninfas de D. citri
portadoras de pupas do parasitoide, em comparagdo com ninfas portadoras de ovos
ou larvas. A hipétese é que, quando ninfas portadoras de larvas foram inoculadas com
fungos, esse processo de acumulo de energia nas larvas do parasitoide foi afetado
negativamente, talvez devido a necessidade de alocar mais energia para superar a
infeccdo do que para estabelecer reservas para a pupacgao, o que pode ter afetado
negativamente o desenvolvimento geral e levado a adultos de T. radiata com
longevidade reduzida.

O mesmo foi encontrado anteriormente por Chow et al. (2016), em seu estudo
com C. fumosorosea, em que a emergéncia do parasitoide néo foi afetada quando
ninfas contendo pupas de T. radiata (nove dias apds o parasitismo) foram cobertas
com uma formulacdo e colonizadas por hifas fangicas. Os autores também
observaram que fémeas do parasitoide ovipositaram em hospedeiros ja infectados
com o fungo sem hifas visiveis, mas ndo em hospedeiros com hifas visiveis. Mais
recentemente, Aguila et al. (2021) também observaram essa interacao negativa entre
T. radiata e B. bassiana, quando a suspenséao do fungo foi aplicada até 48 horas apos
a exposicao das ninfas ao parasitoide. Os resultados mostram que os tempos de
desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos sdo geralmente mais curtos do que
os dos parasitoides, entdo, através da liberacdo de parasitoides permitindo que o
parasitismo ocorra por um periodo de tempo maior antes da aplicacdo do fungo, T.
radiata poderia ser utilizado em combina¢do com os fungos entomopatogénicos para
o controle de D. citri, sem que a emergéncia dos parasitoides fosse afetada.

Averiguando os resultados encontrados através da analise bibliométrica e os

dados apresentados em cada pesquisa, foi constatado que alguns trabalhos foram
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desenvolvidos através do isolamento de fungos nativos da regido onde foram
realizados os estudos, obtidos coletando-se a campo cadaveres de psilideos
infectados naturalmente, realizando-se posteriormente a caracterizacao morfolégica e
genética, assim como a identificacdo dos fungos isolados. Dentre oito pesquisas
iniciadas desta forma, seis foram realizadas na China, sendo as outras duas
pesquisas provenientes dos Estados Unidos e México (LU et al., 2015; AWAN et al.,
2021a; AWAN et al., 2021b; QASIM et al., 2021; CISNEROS et al., 2022; LUO et al.,
2022;: GONZALEZ; FLORES; GUERRA, 2022; YAN et al., 2022). Esse procedimento
reforca a importancia de se considerar a especificidade de cada isolado,
individualmente, além da espécie de fungo entomopatogénico recomendado para
controle, e também a regido geografica de onde o isolado € originario, em funcéo das
condi¢cdes ambientais favoraveis para o desenvolvimento do fungo.

Alids, a patogenicidade dos isolados pode ser facilmente afetada por varios
fatores abioticos, como temperatura, umidade relativa e radiacéo ultravioleta, sendo,
portanto, essencial a validacdo de resultados obtidos em laboratério também em
condi¢cbes de casa de vegetacao e campo, podendo-se verificar inclusive se o isolado
estudado possui a capacidade de se desenvolver bem em outras regides e garantir o
mesmo desempenho. Entre os estudos encontrados pela analise bibliométrica,
apenas cinco foram desenvolvidos em condicdes de campo, sendo trés deles
realizados nos Estados Unidos, um no Brasil e um no México (AUSIQUE et al., 2017;
CHOW et al., 2018; PEREZ-GONZALEZ et al., 2020; AVERY et al., 2021; PICK et al.,
2022). Além disso, poucos trabalhos foram desenvolvidos no sentido de explorar e
explicar os mecanismos de acao envolvidos no controle do psilideo pelos fungos,
tendo sido encontrados sete trabalhos com esse objetivo, sendo quatro deles
realizados na China, um no Brasil e um no México (KEPPANAN et al., 2019; QUIROZ
etal., 2019; QASIM et al., 2021; YANG et al., 2021; AGUILA et al., 2022b; GONZALEZ;
FLORES; GUERRA, 2022; MALUTA; CASTRO; LOPES, 2022).

Por fim, foi verificado que o maior nimero de publicacbes se encontra
distribuido entre os paises que estdo entre os maiores produtores mundiais de citros,
principalmente de laranja, comercializando a fruta in natura ou o suco (USDA, 2023).
O Brasil, apesar de ocupar uma posi¢céo de destaque majoritariamente pela produgao
e exportacdo de suco de laranja, ainda apresenta poucos estudos sobre o controle
bioldgico do psilideo através de fungos entomopatogénicos, em comparagédo com 0S

outros paises incluidos na analise bibliométrica.
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5 CONCLUSOES

A partir das informacdes contidas nessa reviséo, foi possivel verificar quais 0s
aspectos tem sido foco dos estudos voltados a utilizagdo de fungos
entomopatogénicos para o controle de D. citri nos ultimos anos. Considerando a
importancia de préaticas alternativas para um manejo mais sustentavel do psilideo
asiatico dos citros, a identificagdo de novos isolados desses fungos com base na
morfologia e genética e a estimativa de eficiéncia em relacdo a mortalidade dos
insetos, atentando para a viruléncia e a viabilidade dos fungos ao longo do tempo,
auxiliam a promocéao do desenvolvimento de bioinseticidas para o controle bioldgico
de D. citri.

A bibliometria propiciou a realizacdo de uma andlise abrangente e a
identificacdo dos fungos Cordyceps fumosorosea, Beauveria bassiana e Hirsutella
citriformis como sendo os mais pesquisados atualmente contra o psilideo, alcan¢cando
bons resultados. Além disso, possibilitou observar que apesar do crescente interesse
pela adoc¢do do controle biol6gico através desses e de outros entomopatdgenos, ainda
sdo escassas as publicacbes sobre a utilizacdo dessa ferramenta destinada ao
manejo do psilideo dos citros, principalmente no que diz respeito aos estudos que
investigam os mecanismos de acdo e os realizados em condi¢cbes de casa de
vegetacdo e campo, atraves dos quais seria possivel explorar a influéncia de fatores
abidticos na eficacia e a persisténcia dos propagulos dos fungos, para validar os
resultados encontrados nos estudos realizados em laboratorio.

Nesse sentido, essa revisdo fornece uma base tedrica para conferir opcdes
disponiveis para o controle de D. citri, incentivando ainda a realizacdo de avaliacfes
futuras e ensaios de campo em diferentes regides para observar 0 comportamento
dos fungos frente as condi¢cdes ambientais e a interacdo com inimigos naturais, sendo
a utilizacdo desses entomopatégenos uma alternativa promissora, com alta
especificidade e baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia, além de ser

compativel com outras estratégias de controle.
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