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"Dizem que antes de um rio entrar no mar, ele treme de medo. Olha para tras,

para toda a jornada que percorreu, para 0s cumes, as montanhas, para o longo

caminho sinuoso que trilhou através de florestas e povoados, e vé a sua frente
um oceano tédo vasto, que entrar nele nada mais € do que desaparecer para

sempre. Mas ndo ha outra maneira. O rio ndo pode voltar. Ninguém pode

voltar. Voltar é impossivel na existéncia. O rio precisa de se arriscar e entrar no
oceano. E somente quando ele entrar no oceano € que o medo desaparece,

porque apenas entdo o rio sabera que nao se trata de desaparecer no oceano,

mas de tornar-se oceano."

Osho
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STINGUEL, Priscila, M.2., Universidade Federal do Espirito Santo, fevereiro de
2016. Estudo biolégico e comportamental de lagartas de Spodoptera
frugiperda visando a producédo de Baculovirus spodoptera. Orientador: Hugo
José Goncalves dos Santos Junior. Co-orientadores: Hugo Bolsoni Zago e

Fernando Hercos Valicente.

RESUMO - A utilizacdo de bioinseticida a base de Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirus (SfTMNPV) possui potencial para o controle de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), porém sua obtencdo em larga
escala depende da maximizacdo da producado in vivo. Assim, alguns fatores
biolégicos e comportamentais devem ser estudados para aperfeicoar a
producdo de SfMNPV com intuito de disponibilizar um bioinseticida eficiente,
economicamente viavel e que possa ser usado no manejo de S. frugiperda nos
mais diversos sistemas agricolas. Entre os fatores relacionados ao hospedeiro,
a temperatura e a idade para inoculacéo do virus sdo de extrema importancia,
pois interferem diretamente no ciclo de vida e na replicacdo viral. O
comportamento também deve ser avaliado, para evitar condi¢cdes de criacdo do
hospedeiro que favorecam o canibalismo e causa prejuizo na multiplicacdo in
vivo do SfMNPV. Assim, objetivou-se determinar a melhor condicdo térmica
para criar as lagartas e a idade ideal, para inocular e multiplicar o virus no
hospedeiro, bem como, verificar a ocorréncia do comportamento canibal em
lagartas de S. frugiperda. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Controle Microbiano de Insetos do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI),
localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da UFES, em Alegre, Espirito Santo,
Brasil. A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas, a primeira para determinar
a condicdo térmica e a idade ideais para criar e inocular, respectivamente, o
hospedeiro com o virus, para multiplicacdo in vivo de SfMNPV. A segunda
etapa foi para avaliar o comportamento canibal de lagartas da espécie S.
frugiperda criadas a 22, 25 e 31°C, inoculadas com SfMNPV quando com
idades de 10, 8 e 4 dias, respectivamente, e mantidas em diferentes
densidades populacionais (5, 10, 25 e 50 lagartas por recipiente). A
mortalidade diminuiu com o aumento da temperatura e da idade do hospedeiro

nas temperaturas de 25, 28 e 31 °C. O aumento na taxa de canibalismo foi
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diretamente proporcional a densidade populacional quando as lagartas foram
criadas a 22 °C, inoculadas aos 10 dias de idade e 25 °C, inoculadas aos 8
dias e atingiram 63,5 e 62,5%, respectivamente na densidade populacional de
50 lagartas. Mas, quando as lagartas foram criadas a 31°C e inoculadas com
idade de 4 dias, a densidade populacional ndo afetou o comportamento
canibal, taxa média de 24%, inferior aos outros tratamentos com 50 lagartas
por recipiente. Demonstrando que é viavel para a multiplicagdo viral, criar
lagartas a 31 °C e aos 4 dias de idade inocular o virus, podendo a partir de
entdo colocar até 50 lagartas por recipiente, o que reduz a mao-de-obra
necessaria para individualizar as lagartas e otimiza o espago fisico em uma
biofabrica. Portanto, se para otimizar o processo producdo viral e 0 servico em
uma biofabrica, é preciso maximizar a producdo viral, reduzir o tempo de
multiplicacdo do virus e o canibalismo entre as lagartas, com auséncia de
contaminacgao da criacdo, a temperatura e idade ideais para criagdo massal de
S. frugiperda e inoculacdo do virus nas lagartas, respectivamente, visando

producado de baculovirus em larga escala séo de 31 °C e 4 dias.

Palavras-chave: MIP, controle biol6gico, entomopatégenos
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ABSTRACT- The use of bioinseticida as base of Spodoptera frugiperda
multiple Nucleopolyhedrovirus (STMNPV) or Baculovirus spodoptera, as it is
vulgarly known, has potential to control Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), however it's obtainment in large scale depends on maximizing the
in vivo production.Thereby, some biologics and behavioral factors should be
studied to improve the production of STIMNPV in order to provide an efficient
bioinseticida, economically viable and that it could be used on the handling of S.
frugiperda on several agricultural systems. Nevertheless, among the factors
related to the hosts, the temperature and the age to virus inoculation are of
utmost importance, as respectively, they directly interfer on life cycle and on the
quantities of virus obtained from viral replication. Beside these, behavior should
also be evaluated, so to avoid conditions that encourage cannibalism,
evidencing the insects lab multiplication, and it could undermine the in vivo
production of SfMNPV. So, this project aimed to determine the thermal
conductivity and ideal age for insects breeding and inoculation with STMNPV
and to verify the occurrence of cannibalism behavior in S. frugiperda. The
experiments were conducted in Laboratério de Controle Microbiano de Insetos
do Ndacleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo
Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI), located in the Centro de
Ciéncias Agrarias, UFES, Alegre, Espirito Santo, Brasil. Therefore, this study
was conducted in two stages, the former was to determine the thermal condition
and the ideal age for in vivo production of SfIMNPV and the latter was aimed to
evaluate the S. frugiperda cannibalism behavior in different population densities
of multiplication and temperature. The results show that in the first step, the
increase of temperature and hosts age make mortality decrease, it can be more
evident at temperatures of 25, 28 and 31 °C. The highest production inoculated
OB/100lag were at temperatures of 22 °C and armyworms being 8 and 10 days
old; 25°C and armyworms being 6, 7 and 8 days old, 28°C and armyworms
being 4 and 6 days old and 31°C and armyworms being 4 and 6 days old. The
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus virus (SfMNPV) can be
multiplied at 22°C and armyworms being 8 and 10 days old, 25 °C and
armyworms being 6, 7 and 8 days old, 28 °C and armyworms being 4 and 6
days old, and 31 °C and armyworms being 4 and 6 days old for greater

production of inoculated OB/100lag. Based on the first stage results, we
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evaluated the cannibal behavior in different population densities (5, 10, 25 and
50 armyworms) of the insects multiplied at 22, 25 and 31 °C, being 10, 8 and 4
days old respectively. The lower cannibalism occurred in the density of 5
armyworms, being statistically equal in all treatments, while the highest was
with 50 armyworms, in treatments at 22 and 25 °C, and the latter being
statistically similar (63.5 and 62 5%, respectively), whereas this same density,
cannibalism at 31°C temperature was only 23%, statistically differing from the
others. This demonstrates that it is feasible at this temperature to create a lot of
armyworms in a single container (50 armyworms), in addition to reduce required
manpower to individualize, and there will be less need need for physical space
for a biofactory. Therefore, considering viral production, mortality, contamination
absence, time, equivalent weight, cannibalism and service optimization, age
and optimum temperature for mass rearing of Spodoptera frugiperda, in order to

produce baculoviruses in large scale are 31 °C and 4 days old.

Keywords: IPM, biological control, entomopathogens
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INTRODUCAO GERAL

Uma das formas de tornar possivel o aumento da produtividade das
culturas econbmicas € através da reducdo das perdas decorrentes devido a
diversos fatores, tais como: climaticos, edaficos, antropicos e biologicos. Dentre
os biologicos, podemos destacar a ocasionada por insetos, que estédo
distribuidos nos mais diversos ambientes (CASTRO, 1999) Os insetos
representam o maior grupo de organismos da Terra, com uma estimativa de 4
a 10 milhdes de espécies, mas apenas cerca de 5% sdo consideradas de
importancia econémica, dentre as quais as pragas agricolas (SCHOONHOVEN
et al., 2005).

Os dados mais recentes indicam que 0s insetos-praga causam uma
perda anual média de 7,7% na producdo agricola no Brasil e por este motivo,
0s agricultores estdo abandonando as boas praticas de combate as pragas e
aumentando o uso de produtos quimicos (GOULART et al., 2015). Apesar
disso, existem preocupacdes sobre o0s prejuizos inerentes ao Uso
indiscriminado, tais como: a contaminacdo da terra, ar e agua. Além do
desenvolvimento de resisténcia em pragas alvo, afetar negativamente
organismos ndo-alvo e impacto ao ser humano e sua saude (FITCHES et
al., 2010; AL-ZAIDI et al., 2011).

Essa preocupacdo reforca a necessidade de uma nova visdo de
exploracdo dos recursos naturais a disposicdo da agricultura, pois ha uma
demanda social pela qualidade do meio ambiente e por alimentos livres de
agrotoxicos. Uma estratégia € o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que pode
ser definido como a selecéo inteligente e 0 uso das acfes para o controle de
pragas que ird assegurar consequéncias favoraveis, econdémica, ecologica e
socialmente aceitas (VALICENTE, 2015). visando uma reducao ou eliminacéo
significativa de inseticidas quimicos (HAASE et al., 2015). A utilizacdo de
bioinseticidas a base de baculovirus tem vantagens como ferramenta no MIP,
incluindo alta especificidade, seguranga ao homem, animais e plantas e
facilidade de manipulacdo genética (BEAS-CATENA et al., 2014). Dadas as
caracteristicas, sdo agentes de controle ideais para inclusdo no manejo
integrado e sua acao inseticida € especialmente util (BARRERA, et al., 2011;
HATEM, et al., 2011; ADEL-SATTAR, et al., 2012; BEAS-CATENA et al., 2014).

Assim, o setor agricola deve atender a alta demanda da populagédo, ndo por
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guantidade, mas sim por qualidade de alimento produzido, aliando os avancos
na produtividade e qualidade de produtos agricolas, garantindo a seguranca
ambiental e a inocuidade de alimentos.

Entre as espécies de insetos-praga, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) € considerada a principal praga do
milho no Brasil. Porém, € uma espécie polifaga, pois se alimenta de diversas
plantas, inclusive de interesse econdmico, dentre as quais: algodoeiro, soja,
alfafa, amendoim, arroz, aveia, batata, batata-doce, cana-de-agucar, trigo e
algumas hortalicas como o tomate, além de utilizar outros hospedeiros
alternativos (POGUE 2002; SILOTO, 2002; CAPINERA, 2008; BARROS et al.,
2010).

Em condi¢cbes de altas densidades populacionais, S. frugiperda pode
causar perdas severas de 57,6 e 70% na producdo de milho e soja,
respectivamente. Essas perdas ocorrem principalmente quando as culturas séo
implantadas em épocas favoraveis ao aparecimento deste inseto (VALICENTE
et al., 2010).

Esse inseto-praga esta presente em praticamente todos os estados do
Brasil, favorecida pelas condi¢cdes climaticas e pela disponibilidade e
diversificacdo de plantas hospedeiras, o que mantém o ciclo biolégico o ano
todo (SILOTO, 2002). Esta praga é endémica do Hemisfério Ocidental e possui
uma alta capacidade migratéria, sendo favorecida pela elevada capacidade de
dispersdo dos adultos ao longo da faixa de distribuicdo de suas plantas
hospedeiras (SPARKS, 1979).

Como descrito, 0 movimento migratério de S. frugiperda entre os cultivos
pode ser favorecido quando ocorre o plantio em areas préximas de diferentes
culturas com fenologias distintas, como soja, milho e algod&o, cultivados no
verdo e de plantas de cobertura na entressafra, como o milheto (NAGOSHI,
2009). Esse fato pode ser a causa da ocorréncia mais frequente da praga em
culturas onde anteriormente era considerada praga esporadica ou secundaria
(BARROS et al., 2010).

Como desfolhadoras, as espécies do género Spodoptera tem grande
importancia econémica devido a voracidade. Portanto, quando a adoc¢ao de
medidas de manejo ndo sao eficientes, estes podem causar niveis de

desfolhamento além da capacidade de tolerancia da planta e
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consequentemente causar danos significativos a lavoura. Desta forma, €
necessario primeiramente conhecer a biologia e o seu habito comportamental
para que as medidas de manejo sejam adequadas e satisfatorias (MOSCARDI
et al., 2012).

Entre as medidas de manejo, a amostragem e 0 monitoramento, sao
fundamentais para manter a sanidade da lavoura, evitando ou reduzindo os
prejuizos decorrentes dos insetos-praga. Com relacdo a S. frugiperda, as
perdas podem ser irreparaveis devido o habito alimentar e comportamento
desta espécie, além do fato de que as lagartas sobreviventes podem migrar
para outras culturas (CAPINERA, 2008; MARTINELLI et al., 2006).

Em algumas culturas, como é o caso do milho, as lagartas de S.
frugiperda costumam se abrigar no interior das plantas, e, com isso, ficam
protegidas dos inseticidas, isso devido o “efeito guarda-chuva”, causado pelas
plantas bem desenvolvidas, cujas folhas formam uma barreira protetora de
dificil penetrac@o pelos produtos (MOSCARDI et al., 2012). Porém, por serem
polifagas, acabam se aproveitando de varios hospedeiros nos diferentes
agroecossistemas, contribuindo para o aumento da densidade populacional em
todas as épocas do ano (WAQUIL et al., 2002).

Entre as taticas de manejo de S. frugiperda, tém-se o controle cultural,
recomenda além da rotacdo de culturas, a “rotacdo de genes” (VALICENTE,
2015), com objetivo de reduzir o aparecimento de resisténcia a campo (DIEZ-
RODRIGUEZ & OMOTO, 2001); o controle com fitoquimicos, com a utilizacio
principalmente de extratos de nim, Azadirachta indica; tamarindo, Tamarindus
indica L. (Fabaceae) e catingueira, Caesalpinia bracteosa Tul. (Fabaceae),
sendo que o de nim atua na ecdise do inseto (GOES et al., 2003), porém,
mesmo com outras alternativas de manejo, 0 uso de inseticidas quimicos
ainda é muito presente (VALICENTE, 2009).

Entretanto, os inseticidas sédo perigosos se usados de forma intensiva e
incorreta. Essa preferéncia ao uso do controle quimico deve-se a facilidade de
adocdo pelo agricultor, por ser um método efetivo e com resultados mais
rapidos (BEAS-CATENA et al., 2014). Falhas no controle de pragas tém sido
constantes, comprometendo a produtividade e elevando os custos de

producdo, as vezes relacionado ao surgimento de casos de resisténcia dos
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insetos aos inseticidas quimicos e a eliminacdo dos organismos benéficos
(VALICENTE et al., 2010).

Nos sistemas agricolas convencionais, os efeitos provocados pelas
alteracdes na biodiversidade e no desequilibrio entre os niveis tréficos tornam o
controle da S. frugiperda cada vez mais dificil e oneroso. Na cultura do milho,
uma estratégia recomendada para o manejo dessa praga € o uso de plantas
geneticamente modificadas, comumente conhecidas como plantas Bt,
terminologia adotada devido a inclusdo de um gene especifico da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner, o qual produz uma proteina téxica ao inseto.
(BOREGAS et al., 2013).

A resisténcia de populacbes de insetos a diferentes grupos de
inseticidas quimicos, a demanda da sociedade por alimentos saudaveis, a
seguranca do ambiente e da saude humana, tém levado a busca de
alternativas para o manejo de pragas, como o controle biologico
(O'CALLAGHAN e BROWNBRIDGE, 2009; CHANDLER et al., 2011;
ISHTIAQ et al., 2012. A utilizacdo correta de um agente de controle biolégico
natural pode trazer diversas vantagens ao agronegocio, por agir diretamente
sobre o inseto-praga, reduzindo assim, sua densidade populacional e evitando
a adocdo de taticas de manejo mais agressivas ao ambiente, como é o caso do
uso inadequado dos inseticidas quimicos (FIGUEIREDO et al., 2006).

Assim, uma alternativa para a reducdo do uso de inseticidas quimicos
sintéticos € o controle biolégico, que é a regulacdo da populacdo de insetos-
praga por inimigos naturais (PARRA et al., 2002). Os organismos Vvivos que
atuam como agentes do controle biolégico constituem o grupo formado pelos
parasitoides, predadores e patdogenos.

Outra particularidade que qualifica o controle biolégico como uma
excelente alternativa para 0 manejo de insetos-praga €é baseado na
possibilidade de associa-lo com outros métodos de controle, tais como controle
cultural, fisico, comportamental e, até mesmo o controle quimico, utilizando
para isso inseticidas seletivos aos entomopatdégenos e entomofagos (PARRA,
2000).

Entre os principais inimigos naturais utilizados no controle biolégico de

S. frugiperda, destacam-se: a bactéria B. thuringiensis (VALICENTE 2008;
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LEMES, 2015;) o virus SfMNPV (VALICENTE, 2009; CUARTAS, 2014) e
parasitoides do género Trichogramma (CRUZ, 2004; CAMERA, 2010).

Considerando apenas os virus entomopatogénicos podemos destacar a
familia Baculoviridae, a qual é dividida em quatro géneros: Alphabaculovirus,
Betabaculovirus, Gammabaculovirus e Deltabaculovirus (JEHLE et al., 2006),
sendo que, esta é baseada na especificidade do hospedeiro. O Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), ou simplesmente,
Baculovirus spodoptera, integra o género Alphabaculovirus, que inclui todos os
Nucleopolyhedrovirus (NPVs) de lepidopteros formadores dos fendétipos virais
BV (budded virus) e ODV (occlusion-derived virus) (PAIVA, 2013), os quais sao
especificos para a fase larval dos seus insetos hospedeiros (INCEOGLU et
al., 2001).

Segundo Castro et al. (1999), o ciclo de vida dos Baculovirus é bastante
peculiar e se diferencia de outros virus, por produzir dois tipos de progénies
infecciosas com funcgbes diferentes (GRANADOS & FEDERICI, 1986), mas
essenciais para a sua propagacao natural. A forma ocluida do virus (PDV) é
responsavel pela transmissao de inseto para inseto, enquanto a forma nao
ocluida (BV) é responsavel pela transmissdo de célula para célula, em um
mesmo individuo (infeccao sistémica).

As particulas virais do baculovirus ficam expostas nas folhas
pulverizadas, e a lagarta quando se alimenta, proporciona a entrada dos
occlusion bodies (OB) virais no sistema digestivo (SOUZA, 2013), assim, como
0 intestino médio dos insetos é alcalino, os OBs séo dissolvidos liberando os
virions. Entdo as membranas se fundem as membranas das microvilosidades
das células epiteliais do intestino médio. Logo, os 20 nucleocapsideos passam
pelo citoplasma da célula e penetram nos poros nucleares até chegar ao
nacleo e liberar o DNA viral, ocorrendo a transcricdo dos genes do virus e a
replicacdo. Esses nucleocapsideos que se formaram no ndcleo passam pela
membrana nuclear e atravessam a membrana basal da célula, adquirindo um
novo envelope. Quando os BVs chegam a hemolinfa e ao sistema traqueal do
inseto, se espalham e provocam infeccbes secundarias em outros tecidos do
corpo do inseto. Nas ceélulas destes tecidos formam-se BVs e ocorre a
disseminacgéo célula & célula. Quando o estagio da infecgéo ja esta avangado,

ocorre a oclusdo dos virions. Os nucleos dessas células tornam-se repletas de
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OBs, liberando esses na hemolinfa do hospedeiro e causando a ruptura das
membranas celulares (MOSCARDI & SOUZA, 2002).

O processo de infec¢do por baculovirus apresenta uma sequéncia de
etapas desde a ingestdo do virus até a morte: primeiro, a infec¢do debilita o
inseto, comprometendo sua capacidade motora e de alimentacao; fazendo com
que lagartas infectadas se desloquem para as partes superiores da planta
hospedeira e morram apds determinado tempo; o0 inseto apresenta corpo com
aspecto opaco (branco-leitoso) em relacdo a lagarta sadia; essas alteracdes
comecam entre 48 e 72 horas apos a infeccdo, e apos alguns dias,
dependendo da espécie hospedeira e do virus, ocorre 0 rompimento do corpo
do inseto liberando grande quantidade de virus no ambiente (MOSCARDI
1999). Lagartas infectadas por Baculovirus spodoptera apresentam coloracéo
rosada (PAIVA, 2013) e o crescimento pode diminuir pela reducdo da
alimentacao (FEDERICI, 1999).

O SfMNPV é um virus de poliedrose eficiente contra S. frugiperda
(BARRETO et al., 2005) e, por ocorrer de forma natural e ser especifico, como
outros baculovirus, € um 6timo candidato para programas de manejo integrado
dessa espécie de inseto-praga (MOSCARDI, 1999).

Por sua vez, a busca por novos isolados € constante, pois é necessario
selecionar estirpes mais virulentas e que possam ser introduzidas nos
programas de manejo de diversos insetos-praga. Entre as instituicbes de
pesquisa, a Embrapa Milho e Sorgo (Laboratério de Controle Biologico, Sete
Lagoas — MG), destaca-se pelo trabalho realizado na caracterizacao e selecao
de isolados de Baculovirus virulentos a S. frugiperda (BARRETO et al., 2005).

Em estudos realizados no campo, Valicente & Costa (1995),
comprovaram a viruléncia do Baculovirus spodoptera as larvas de S. frugiperda
e verificaram que a mortalidade das larvas foi diretamente proporcional com a
dosagem do virus, alcancando até 90,7%. Contudo, outros estudos comprovam
o decréscimo da mortalidade quando a infeccdo com Baculovirus spodoptera
ocorre em lagartas mais velhas (VALICENTE et al., 1988).

Ao avaliar a interagdo do Baculovirus spodoptera em uma alta
concentracdo e os inimigos naturais da S. frugiperda, Figueiredo et al. (2009)
observaram que, apos a aplicacdo do inseticida biologico a porcentagem de

plantas atacadas caiu até 14,5%, e a presenca de parasitoides e inimigos
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naturais foi significativa, corroborando com Figueiredo (2004), que observou
que a aplicacdo do Baculovirus spodoptera ndo diminuiu a ocorréncia dos
inimigos naturais de S. frugiperda pela sua seletividade.

A utilizacdo de virus entomopatogénicos como estratégia no manejo
integrado de pragas, pode ser uma maneira efetiva de proteger o ambiente
sem impacto sobre insetos benéficos e vertebrados, incluindo o homem.
Considerando que Baculovirus s8o ambientalmente seguros e esse
reconhecimento aumenta o potencial dos mesmos como alternativa aos
inseticidas quimicos (BARRETO et al., 2005). Segundo Lapointe et al. (2012),
diversas espécies de vertebrados, incluindo o homem, foram expostas a varias
espécies de Baculovirus, em testes toxicologicos, os quais demonstraram a
seguranca ambiental dos inseticidas microbianos a base de virus.

Como descrito anteriormente, dependendo do isolado e do hospedeiro
infectado, pode ocorrer o rompimento do tegumento do inseto e
consequentemente liberacdo de virus no ambiente. Contudo, existem isolados
gque mesmo com O avan¢o do processo infeccioso, ndo provocam O
rompimento imediato do tegumento da lagarta apdés a morte da mesma
(VALICENTE et al.,, 2008). Considerando a necessidade de producdo de
SfTMNPV em grande quantidade, isso para atender a demanda de um
bioinseticida, essa caracteristica confere a reducao dos custos de producéo in
vivo, uma vez que proporciona um menor manuseio do inseto até o seu
processamento, logo, ocorrerd uma menor perda de particulas virais e facilita a
manipulacdo, levando a uma reducdo na mao-de-obra necesséria a producdo
do bioinseticida a base de STMNPV.

Apesar disso, a etapa de formulacdo representa um dos principais
entraves a comercializacdo de produtos microbianos a base de baculovirus,
sendo que esta se divide em duas areas: aquela relacionada a estabilidade
durante o armazenamento (vida de prateleira) e aos fatores importantes a
aplicacdo de campo. Assim, 0 objetivo principal é produzir um preparo estavel
na qual a viabilidade do virus € preservada ou mesmo aumentada
(MASCARIN, 2009), que aperfeicoe a aplicacédo e ingestado do virus pelo inseto,
que maximize a persisténcia no campo, que seja estavel durante
armazenamento e que facilite o manuseio do produto pelo agricultor (JONES &

BURGES, 1998), além de excluir a presenca de outros microrganismos
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contaminantes, pois cada lote de virus produzido ndo deve representar um
risco para a saude humana ou para o ambiente (CABALLERO, 2009).

Apesar da eficiéncia de baculovirus permanecer inalterada por muitos
anos quando armazenado sob condi¢des ideais, (SIREESHA et al., 2010), os
bioinseticidas virais sdo sensiveis a radiacdo UV, sendo rapidamente
desativados quando expostos principalmente ao espectro UV-B (280-310 nm),
que € considerado o responsavel também pela inativacdo de outros
entomopatdégenos (bactérias, fungos e protozoarios) sob condicbes naturais
(CABALLERO et al.,, 2009; VILLAMIZAR et al., 2009; ). Assim, h4d a
necessidade do uso de inertes e outras substancias protetoras contra a
radiacdo UV, contribuindo para a eficiéncia desses agentes de controle no
campo ao longo do tempo (MASCARIN, 2009).

A maximizacdo da obtencdo de virus a partir de lagartas infectadas é
necessaria para viabilizar a producdo em larga escala de um bioinseticida a
base de Baculovirus, pois, de acordo com Moscardi et al. (2011), até o
presente momento, o uso de Baculovirus é apenas 0,5% do total,
apresentando pouca influéncia no mercado mundial de bioinseticidas e pelo
fato de que, atualmente tem-se utilizado basicamente plantas Bt como Unico
método de controle (BOREGAS et al., 2013).

Por outro lado, é necessaria uma melhor compreensdao dos fatores
biéticos e abidticos que influenciam na relacdo hospedeiro/patogeno e
consequentemente na producdo de poliedros virais. Mediante 0 exposto,
pesquisas que selecionem isolados com alta capacidade de viruléncia e que
possuam caracteristicas que favorecem a producado in vivo de SfTMNPV sédo
essenciais para o desenvolvimento de um bioinseticida para ser implementado
visando ao manejo de S. frugiperda.

Outro fator importante que deve ser levado em conta durante o processo
de formulacdo de um produto microbiano a base de Baculovirus € o
comportamento canibal da lagarta de S. frugiperda. O canibalismo é frequente
mesmo quando héa disponibilidade de alimentos (CHAPMAN, 1999). E essas
altas densidades podem afetar a susceptibilidade da infec¢éo viral (GOULSON
& CORY,1995), além disso, pode reduzir o numero de larvas infectadas por
virus, bem como a quantidade de virus produzido (MOSCARDI et al., 1997).

Uma maneira de diminuir o canibalismo € individualizar as lagartas, porém, o
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desenvolvimento deste método requer uma grande quantidade de trabalho,
tornando-o inviavel.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar alguns aspectos
biolégicos e comportamentais de S. frugiperda visando aperfeicoar a producéo
in vivo de SfMNPV. Para isso, foi determinada a melhor relacdo entre a
temperatura de desenvolvimento e a idade ideal para a inoculagéo das lagartas
de S. frugiperda com SfMNPV, baseando-se nos melhores indices de obtencéo
dos poliedros virais e, também determinou-se a densidade ideal de insetos

para evitar o comportamento de canibalismo.
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CAPITULO I

Condicdes térmicas e fenoldgicas ideais para a producéo in vivo de
SfMNPV em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)



RESUMO - Bioinseticidas a base de baculovirus sdo promissores para o
controle de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). O objetivo foi
determinar a temperatura e idade ideais para a multiplicacdo de lagartas de S.
frugiperda visando maximizar a produgéo de Baculovirus spodoptera. Folhas de
mamona pulverizadas com isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SIMNPV) (1x 108 OB/mL), que foram acondicionadas em
recipientes plasticos (tipo “gerbox”). Os tratamentos foram constituidos pela
combinacéo de cinco idades (4, 6, 7, 8 e 10 dias) e cinco temperaturas (19, 22,
25, 28 e 31°C), com quatro repeticdes. Ao final do periodo de inoculacdo (48
horas), 15 lagartas por tratamento foram individualizadas em copos de acrilico
com dieta artificial em BOD nas temperaturas referentes a cada tratamento até
a morte ou o estadio de pupa. As médias de mortalidade e os parametros de
producao (poliedros por lagarta (OB/lag), poliedros por 100 lagartas inoculadas
(OB/100lag), peso e lagarta equivalente por hectare) foram submetidos a
andlise de variancia e as médias foram agrupadas pelo teste de Bootstrap para
comparacdo das médias, adotando um nivel de significancia de 5%. A
mortalidade diminuiu com o aumento da idade e temperatura. Para maximizar a
producgédo viral, OB/100lag foi o parametro utilizado na escolha dos melhores
tratamentos. Portanto,o virus Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SfTMNPV) pode ser multiplicado nas temperaturas de
22°C com lagartas inoculadas com idades de 8 e 10 dias, 25 °C e lagartas
inoculadas com 6, 7 e 8 dias, 28 °C e lagartas de 4 e 6 dias e 31 °C e lagartas
de 4 e 6 dias para uma maior producdo de OB/100lag inoculadas.

Palavras-chave: Baculovirus, viruléncia, temperatura
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ABSTRACT - Insecticide baculovirus base are promising for the control of
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). The objective, based on the
Baculovirus spodoptera production parameters, was to determine the ideal
temperature and age for larvae of S. frugiperda multiplication, aiming the
production maximization of baculovirus spodoptera. Castor leaves with isolated
6 of Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) at a
concentration of 1x 10® OB/ml (occlusion bodies/mL) and transferred to plastic
containers (such as "gerbox"), along with 20 armyworms and kept in BOD for 48
hours. The treatments were a combination of five diferent ages and five diferent
temperatures (19, 22, 25, 28 and 31 °C), a factorial 5 x 5 disposed completely
randomized design with four replications. At the end of the incubation period, 15
armyworms per treatment were individually placed in plexiglass cups with
artificial diet in BOD at the temperatures for each treatment until death or pupal
stage. The average mortality and the production parameters (polyhedron by
armyworm (OB/lag), polyhedron per 100 inoculated armyworms (OB/100lag),
equivalent weight and armyworms per hectare) were subjected to variance
analysis, and waste analyzed by the Shapiro-Wilk test for normality check.
Given the lack of normality, the averages were grouped by Bootstrap test for
comparison, adopting a 5% significance level. The mortality rate decreased as
the increasing of age and temperature. The OB/100lag production was the
parameter used to select the best treatments, it is the mortality result and
OB/lag production, as well as the required time for assessing the armyworms
mortality. The highest OB/100 lag production were inoculated at temperatures
of 22 °C with armyworms being 8 and 10 days old, 25°C with armyworms being
6, 7 and 8 days old, 28°C with armyworms being 4 and 6 days old, and 31°C
with armyworms being 4 and 6 days old. The Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) virus can be spread at 22°C with
armywormsbeing 8 and 10 days old, 25 °C with armyworms being 6, 7 and 8
days old, 28 °C with armyworms being 4 and 6 days old, and 31 °C with
armyworms being 4 and 6 days old for greater OB/100lag inoculated
production.

Keywords: Baculovirus, virulence, temperature
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INTRODUCAO

Baculovirus sdo utilizados para controle de pragas florestais e insetos-
praga que atacam culturas de interesse econdmico desde 1990 (BARRERA et
al., 2011; HATEM et al., 2011; ADEL-SATTAR et al., 2012; BEAS-CATENA et
al., 2014). Os bioinseticidas formulados a base de Baculovirus apresentam
diversas vantagens aos produtos convencionais, pois s&do altamente
especificos para insetos-praga e ocorrem naturalmente causando epizootias
(ALVES, 1998; INCEOGLU et al., 2006). Além disso, existem no mercado
mundial aproximadamente 60 bioinseticidas a base de virus (BEAS-CATENA et
al., 2014).

Contudo, apesar de apresentarem resultados satisfatorios, o0s
bioinseticidas possuem algumas desvantagens, tais como: o elevado custo
para formulacéo, além dos aspectos relacionados a velocidade de atuacdo no
campo e a instabilidade provocada pela radiacdo UV (INCEOGLU et al., 2006).

Assim, o aprimoramento das condi¢coes de desenvolvimento das lagartas
e de reproducédo do virus séo fatores chaves para aumentar a producédo desse
virus (PAIVA, 2013). Entre estes, a temperatura € considerada de extrema
importancia, pois além de influenciar no desenvolvimento do hospedeiro, afeta
também o crescimento celular e a replicacéo do virus (SHAO-HUA et al., 1998).
Além disso, a temperatura pode ter efeito direto sobre a proteina dos corpos de
inclusdo e consequentemente, reduzir a infectividade do virus (MICHALSKY et
al., 2008; VILLAMIZAR, 2011).

O efeito da temperatura no desenvolvimento viral depende do
hospedeiro e da espécie de Baculovirus (PAIVA, 2013). Portanto, deve existir
uma sincronia entre o desenvolvimento do hospedeiro e a progressao viral,
pois ambos sdo sensiveis a temperatura (SPORLEDER et al., 2008). Logo, a
idade das larvas para inoculacdo e a concentracdo de virus devem ser
determinadas para maximizar a producéo de poliedros virais (PAIVA, 2013).

Spodoptera  frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus  (SfMNPV)
apresenta potencial comprovado para o manejo de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) (MOSCARDI, 1999; WILLIAMS et al., 1999; GOMEZ
et al., 2010). Contudo, a producédo é basicamente pelo sistema in vivo, ou seja,
€ multiplicado em lagartas sadias, sob condi¢cdes controladas (BEAS-

CATENA et al., 2014). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar a
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melhor temperatura de criagéao e idade ideal para inoculagéo das lagartas de S.

frugiperda com SfMNPV visando aperfeigoar o sistema de producao in vivo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Controle
Microbiano de Insetos, Setor de Entomologia do NUDEMAFI (Ndcleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas
e Doengas), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA/UFES) em Alegre, Espirito Santo, Brasil.

Obtencdo e multiplicacdo dos insetos. A criagdo massal de S.
frugiperda foi estabelecida a partir de pupas provenientes do Laboratério de
Controle Biologico da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). No Setor de
Entomologia do NUDEMAFI, as pupas foram mantidas em sala climatizada
(Temperatura: 26 + 1 °C; Umidade relativa: 60% e; Fotofase: 12 horas) até a
emergéncia dos adultos. Posteriormente, os adultos foram transferidos para
gaiolas de criacdo (20 cm de diametro x 25 cm de altura) revestidas
internamente com folha de papel branco, com as extremidades fechadas com
tecido do tipo “voile”, sendo oferecida diariamente uma solu¢cao de mel a 10%
como substrato alimentar. Os ovos foram coletados a cada dois dias e
acondicionados em recipientes plasticos e, apds a eclosao, as lagartas foram
transferidas com o auxilio de um pincel de cerdas finas para copos de acrilico
(40 mL) contendo dieta artificial a base de feijdo, germe de trigo e levedura de
cerveja, de acordo Valicente e Barreto (2003).

Obtencao e producdo de SfMNPV. O isolado utilizado neste ensaio
(isolado 6), € proveniente do Banco de Entomopatdgenos do Laboratorio de
Controle Biolégico da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG), o qual foi
selecionado previamente por ndo provocar 0 rompimento imediato do
tegumento do inseto apds a morte (VALICENTE & BARRETO, 1999). O isolado
viral foi multiplicado para a obtengcdo de material a ser utilizado nos
experimentos.

Determinacdo da temperatura de criagdo e idade ideal para
inoculacdo das lagartas de S. frugiperda com SfMNPV. Com o intuito de

designar a temperatura de criacdo e idade ideal para inoculacédo de SIMNPV
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(Isolado 6) em S. frugiperda foi avaliado a producdo de poliedros virais em
insetos criados em 5 (cinco) niveis de temperatura de criagcdo (19, 22, 25, 28 e
31 °C) e 5 (cinco) idades diferentes (4, 6, 7, 8 e 10 dias de idade). Para isso
procedeu-se a combinacdo entre cada fator, idade e temperatura,
respectivamente. Por ocasido do ensaio a suspensao foi ajustada para 1 x 10°
corpos de oclusdo/mL e inoculada através do fornecimento ad libitum de folhas
de mamona (Ricinus communis L.) previamente pulverizadas com 2 mL da
suspensao viral/folha (partes adaxial e abaxial) com auxilio de um pulverizador
manual, sendo a testemunha tratada com agua destilada esterilizada.

As folhas de mamona previamente pulverizadas com a suspenséao viral
foram transferidas para recipientes plasticos, juntamente com 20 lagartas
sadias de S. frugiperda e o0 processo de inoculacdo se deu através da
alimentacdo dessas folhas. Em todas as solucdes, incluindo a testemunha, foi
adicionado o surfactante n&o-iénico Tween 80® (Merck Schuchardt, Germany)
(polioxietileno-sorbitol, tendo a funcéo de agir como dispersante).

ApoOs 48 horas, 15 lagartas foram individualizadas em copos de acrilico
(40 mL) contendo a mesma dieta artificial utilizada para a criacdo dos insetos,
sendo mantidas em camara climatizada na temperatura correspondente ao
respectivo tratamento. A partir dai a avaliagdo da mortalidade devido a ingestédo
do virus foi feita diariamente, finalizando-se na fase pupal, e foi quantificada
pela formula: Mortalidade (%) = numero de lagartas mortas com sintomas/
(nimero de lagartas mortas com sintomas + nimero de pupas). As lagartas
mortas com sintomas tipicos de infeccdo por SfMNPV foram recolhidas,
durante as avaliagcbes diarias e acondicionadas em freezer a -20 °C,
identificando-se os respectivos tratamentos e repeticbes de origem. Somente
foram computadas para efeito do célculo da mortalidade as lagartas que
morreram com sintomas tipicos de infec¢ao por virus.

Para a determinacdo dos parametros de producdo de poliedros virais
(OB total, OB/lag, OB/100lag, PE e LE) as lagartas dos respectivos tratamentos
foram pesadas em balanca de precisdo, descongeladas e maceradas num
almofariz de porcelana para auxiliar a liberacdo dos corpos de ocluséao,
occlusion bodies (OB). Para a separacao das partes mais grosseiras da lagarta

o liquido resultante foi filtrado com tecido voile.
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A solucdo com as particulas virais foram colocadas em tubos tipo
“Falcon” e os volumes foram completados com agua destilada até atingirem o
volume final de 45 mL. O passo seguinte consistiu da contagem dos poliedros
em camara de Neubauer com o uso de microscépio 6ptico e aumento de 400
vezes. Para isso foram colocados 10 yL em cada um dos dois campos de
contagem presentes numa camara de Neubauer. Foram realizadas duas
contagens por unidade experimental.

A partir do resultado das contagens de poliedros e conhecendo-se o
volume de solucao viral (45 mL), foi possivel determinar a quantidade total de
poliedros (OB total), bem como, o numero médio de poliedros por lagarta morta
(OBl/lag), o qual foi obtido dividindo-se o valor de OB total pelo numero de
lagartas mortas em cada tratamento e repeticdo, bem como o numero de
poliedros por cada cem lagartas inoculadas com o virus (OB /100lag), que € o
resultado da multiplicagéo da mortalidade e o poliedro por lagartas.

O parametro lagarta equivalente (LE), que corresponde ao namero de
lagartas necessarias para obtencdo de uma dose de baculovirus formulado, foi
estimado tendo como base a utilizacdo de 3,0 x 10™ OB por dose. Cada dose
corresponde a 50 g do bioinseticida formulado na forma de p6 molhavel a ser
aplicado em um hectare (1ha) de area plantada com milho. O mesmo calculo
foi realizado para o parametro peso equivalente (PE), que corresponde a
massa de lagartas necessarias para obtencdo de uma dose de baculovirus
formulado, porém, utilizando valor de OB total pela massa total das lagartas (g),
dentro de cada repeticéo por tratamento.

Andlise dos dados. Os parametros avaliados foram mortalidade,
poliedros por lagartas (OB lag), poliedros por 100 lagartas inoculadas com o
virus (OB/ 100 lag), peso equivalente e lagarta equivalente.

O modelo experimental adotado foi o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (5 x 5) perfazendo assim 25 (vinte e cinco)
tratamentos com 4 (quatro) repeticbes contendo 15 (quinze) lagartas/repeticéo.
Os dados foram submetidos a andlise de varidncia sendo os residuos
analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificacdo de normalidade. Dada a
auséncia de normalidade, as médias foram agrupadas pelo teste de Bootstrap
(RAMOS & FERREIRA, 2009) adotando um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas e idades de inoculagao afetaram a taxa de mortalidade,
0 numero de poliedros por lagartas (OB/lag), o numero de poliedros por 100
lagartas inoculadas com o virus (OB/100lag), o parametro lagarta equivalente e
0 peso equivalente.

Ao analisar a temperatura dentro de cada nivel de idade, observa-se
que, nao houve diferenca na mortalidade quando lagartas com 4 dias de idade
sao inoculadas com o virus, em todas as temperaturas. Em lagartas inoculadas
aos 6, 7 e 8 dias de idade, as maiores mortalidades foram obtidas a partir de
lagartas criadas nas temperaturas de 19, 22 e 25 °C. Paiva (2013), verificou
que, em lagartas de 6 dias de idade, a mortalidade foi maior na temperatura de
28 °C, entretanto, em seu trabalho, as lagartas foram criadas a 25 °C e
permaneceram na temperatura de 28 °C apenas a partir do periodo de
inoculacdo. Em lagartas inoculadas aos 10 dias de idade, as maiores
mortalidades foram observadas a 19 e 22 °C, enquanto que, lagartas dessa
idade, criadas a 28°C ndo morreram, todas empuparam, bem como nas idades
de 7, 8 e 10 dias, na temperatura de 31 °C.

Quando considerado o parametro OB lag, analisando a temperatura
dentro de cada nivel de idade, verifica-se que, em lagartas de 4 e 6 dias de
idade, as temperaturas que apresentaram maior producdo viral por lagarta
foram 28 e 31 °C, Lagartas de 7 dias apresentaram os melhores resultados em
temperaturas de 25 e 28 °C. Temperaturas de 22, 25 e 28 °C foram melhores
para lagartas de 8 dias e para lagartas de 10 dias, observa-se que, 0s
melhores resultados foram para as temperaturas de 22 e 25 °C. O numero de
OB lag aumenta a medida que ha um aumento da temperatura, resultado este,
gue pode ser observado de forma mais evidente entre as temperaturas de 19,
22 e 25 °C (Figura 2). Estes resultados diferem daqueles encontrados por
Sporleder et al. (2008) que verificaram um aumento no niumero de particulas
virais por lagarta a medida que a temperatura decresce.

Ao analisar a temperatura dentro de cada nivel de idade, observa-se
que, no parametro OB/100lag, tem-se que, para lagartas de 4 dias os melhores
resultados foram temperaturas de 28 e 31 °C. J4 em lagartas de 6 dias de
idade, os melhores resultados foram para 25, 28 e 31 °C. Lagartas de 7 dias de

idade, a Unica temperatura que diferiu significativamente das demais foi 25 °C.
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Lagartas de 8 dias apresentaram maior producéo de virus nas temperaturas de
22 e 25 °C. A unica temperatura que diferiu significativamente das demais em
lagartas de 10 dias foi a de 22 °C (Figura 3).

Ao analisar a mortalidade baseando-se na idade de inoculacdo dos
insetos, verifica-se uma viruléncia de até 100%, sendo que a 19, 22 e 25 °C
nao houve diferenga, com excecado da combinacdo entre as lagartas com 10
dias de idade e inoculadas com SfMNPV a 25 °C. Essa redu¢ao da mortalidade
também é observada nas temperaturas de 28 e 31 °C, logo, quanto maior a
idade de inoculacédo, menor sera a mortalidade (Figura 1).

Varios estudos demostram que a progressao da doenca por baculovirus
é fortemente afetada pela temperatura (VAN BEEK et al., 2000; SPORLEDER
et al., 2008), pois, esta pode controlar a cinética da replicacdo do patdgeno e
determinar a atividade de alimentacdo do estagio larval, afetando portanto, a
dosagem do in6culo viral ingerido (SPORLEDER et al., 2008).

Observa-se em todos os tratamentos uma reducdo da susceptibilidade
em lagartas inoculadas com baculovirus com o aumento de sua idade.
Segundo Engelhard & Volkman (1995), lagartas de Trichoplusia ni Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae), sdo capazes de se livrarem da infeccao por
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus por descamacao das
células epiteliais do intestino infectadas durante a muda, a partir do quarto para
0 quinto instar, logo as células sdo descartadas sem que ocorra a infeccao
viral. Os fatores que envolvem o desenvolvimento da resisténcia comegam a
agir durante a infec¢éo primaria do tecido alvo, no intestino medio larval, e ndo
durante a infec¢ao sistémica subsequente.

Por outro lado, essa pode ser a explicacdo da reducao da infectividade
ou suscetibilidade com o aumento dos estadios de desenvolvimento. Em
temperaturas de desenvolvimento mais baixas, como € o caso dos insetos
criados a 19 °C, isto talvez ndo fique tdo evidente porgue o ciclo estd mais
atrasado, prolongando consequentemente a passagem de instar para o outro, 0
contrario ocorre nas temperaturas mais altas, como 28 e 31 °C (Tabela 2).
Segundo van Beek et al. (2000), muitas espécies de insetos continuam a se
desenvolver em temperaturas menores de incubacdo, porém, a progressao da

doenca viral se torna lenta, resultando em longos instares larvais.
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Segundo Mascarin (2009), o aumento da concentracdo viral resulta
diretamente no incremento da taxa de mortalidade larval em todas as
temperaturas estudadas, assim, nos tratamentos de 28 °C, lagartas de 10 dias
e 31 °C, 7, 8 e 10, que nao houve mortalidade e consequentemente ndo houve
producdo de OB, talvez haja a necessidade de testar doses maiores de
concentracOes para que haja mortalidade.

Os resultados encontrados sugerem que a temperatura pode interferir
mais que a idade, pois quando ocorre um aumento da temperatura, o ciclo da
lagarta € mais rapido, o contrario ocorre quando se utiliza temperaturas
inferiores. Varios autores relatam que a temperatura afeta o ciclo de replicacédo
dos baculovirus e o desenvolvimento do hospedeiro (JOHNSON et al., 1982;
RIBEIRO & PAVAN, 1994, VAN BEEK, et al., 2000).

Com base nos resultados de producdo de poliedros virais por lagarta
(OB lag), observa-se o oposto do que ocorre nos resultados de mortalidade, ou
seja, quanto maior a mortalidade, menor a producéo de virus. Na temperatura
de 19 °C, nao houve diferenca significativa em relacdo as idades. As médias de
8 e 10 dias de idade foram as que apresentaram os melhores resultados na
temperatura de 22 °C, resultado este explicado pelo fato de que, a mortalidade
neste tratamento foi menor que nos demais. O mesmo ocorre na temperatura
de 25 °C, as melhores médias de producéao viral foram nas idades em que a
mortalidade foi menor, logo, 7, 8 e 10 dias de idade. Na temperatura de 28 °C
os melhores resultados foram obtidos em lagartas de 6, 7 e 8 dias, néo
havendo diferenca estatistica. A melhor média para produzir OB/lag na
temperatura 31 °C foi para lagartas 6 dias de idade . Assim, pode-se observar
gue, ambiente com maior producdo viral diferiu daquele com maior mortalidade
de S. frugiperda.

Subramanian et al. (2006), ao estudarem a producao de poliedros por
lagartas de quinto instar de Spodoptera litura nucleopolyedrovirus (SpltNPV)
infectadas a 25, 30, 35 °C e temperatura ndo controlada, relataram que o
melhor resultado foi obtido na temperatura de 25 °C.

Uma caracteristica relacionada a producao de poliedros virais € 0 peso
das lagartas, pois as mais pesadas produzem mais OB por grama de lagarta
(MASCARIN, 2009). Isso explica o fato de que, lagartas na idade de 8 dias,

criadas na temperatura de 25 °C, a producao de OB/lag esteve entre as
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melhores (Figura 2), pois este tratamento foi 0 que apresentou lagartas mais
pesadas, seguido do tratamento 22 °C, lagartas de 10 dias (Tabela 3). Como
consequéncia, um menor nimero de lagartas seria necessario para se produzir
uma dose de produto formulado a ser aplicado por hectare. Ao utilizar lagartas
inoculadas com o virus, aos 4 dias de idade, criadas na temperaturas de 19 °C,
seriam necessarias 9803 lagartas, enquanto que, lagartas de mesma idade,
porém criadas na temperatura de 31 °C, seriam necessarias apenas 209
lagartas para obter uma dose de baculovirus formulado (Tabela 1). Dentre os
tratamentos estudados, temperatura de 22 °C e lagartas de 10 dias é aquele
em que sao necessarias um menor nimero de lagartas para obter uma dose de
baculovirus formulado (99 lagartas) (Tabela 1).

Em relacdo ao peso equivalente, ao avaliar a idade de 4 e 6 dias,
observa-se que ndo houve diferenca entre as temperaturas, com excec¢ao da
combinacgao entre as lagartas com 6 dias de idade e inoculadas com STMNPV a
19 °C. Resultado este que pode ser explicado pelo fato de que lagartas criadas
nessa temperatura apresentam uma menor massa quando comparadas a
outros tratamentos. Nas temperaturas de 19, 22 e 25 °C, as idades néo
apresentaram diferenca quanto ao parametro PE e lagartas de 7 dias foi a
Unica idade que diferiu das demais na temperatura de 28 °C. A 31°C, as duas
idades em que houve morte pelo virus (4 e 6 dias), foram iguais quanto ao
parametro avaliado (Figura 4).

Ao avaliar o parametro OB/100lag, na temperatura 19 °C todas as
médias de idades foram significativamente iguais, ja na temperatura de 22 °C,
lagartas com de 8 e 10 dias de idade foram as que apresentaram as melhores
meédias. Na temperatura de 25 °C, lagartas de 7 e 8 dias de idade foram os que
apresentaram os melhores resultados de producdao viral e lagartas de 6 dias de
idade foram as que apresentaram os melhores resultados quando inoculadas
com SfMNPV a 28 °C. Lagartas criadas na temperatura de 31° C, as melhores
médias foram para as idades de 4 e 6 dias, sendo que, nas idade de 7, 8 e 10
dias, ndo houve mortalidade, logo, ndo ha resultados de producéo viral (Figura
3). Visto que, o foco do trabalho € producdo em larga escala de um produto
formulado a base baculovirus, este parametro € muito importante, pois, além de

levar em consideracdo a mortalidade ocasionada pelo virus, considera também
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a producdo de OB lag. Utilizando como base a metodologia descrita por

Subramanian et al. (2006), a férmula utilizada foi:

OB/larva= OB (ml)x Volume da suspensao/ Mortalidade
Rendimento OB / 100 larvas inoculadas= OB/larva x NUmero de larvas

mortas por 100 larvas inoculadas

Na temperatura de 19 °C a mortalidade foi alta, porém, os resultados de
OB lag foram baixos, isso explica o valor baixo de OB/100lag, enquanto que,
em 22 °C, lagartas de 10 dias, em 25 °C, lagartas de 7 e 8 dias e 28 °C,
lagartas de 6 dias os parametros mortalidade e OB/lag foram elevados,
promovendo 6timos resultados de OB/100lag nesses tratamentos (Figura 3).

Na menor temperatura avaliada (19 °C), lagartas de 4 dias demoraram
em meédia 16 dias para morrer, enquanto que, lagartas da mesma idade,
criadas na maior temperatura estudada (31 °C), morreram com uma média de
apenas 6 dias, sendo estes, os maiores e menores tempo de avaliagcdo de
mortalidade de acordo com os tratamentos estudados nesse trabalho. De
acordo com os resultados encontrados, lagartas em instares mais avancados
demoraram mais para morrer (Tabela 2). Isso pode ser explicado pelo mesmo
fato ja citado anteriormente, que as lagartas, quando atingem instar mais
velhos, descamam as células epiteliais do intestino, fazendo om que o virus
seja descartado junto com essas células (ENGELHARD & VOLKMAN, 1995).
Essa caracteristica além de reduzir a mortalidade, provoca o alongamento do
ciclo das lagartas. Quanto maior a temperatura, menor foi o tempo de avaliacao
até a morte ou até que as lagartas chegassem a fase pupa. Dessa forma,
pode-se perceber o quanto a temperatura afeta no desenvolvimento da praga.

Para maximizar a producéo viral, OB/100lag foi o parametro utilizado na
escolha dos melhores tratamentos, pois € o resultado do percentual de
mortalidade e da producéo de OB/lag. Portanto, o virus Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) pode ser multiplicado nas
temperaturas de 22°C com lagartas inoculadas com idades de 8 e 10 dias, a
25 °C e lagartas inoculadas com 6, 7 e 8 dias, a 28 °C e lagartas de 4 e 6 dias
e a 31 °C e lagartas de 4 e 6 dias para uma maior producdo de OB/100lag

inoculadas.
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Figura 1: Mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda infectadas com o
isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV),
na concentracdo de 1,00 x 108 OB/mL em cinco idades (4, 6, 7, 8 e 10 dias) e
cinco temperaturas de inoculagao (19, 22, 25, 28 e 31°C).
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Figura 2: Total de poliedros/lagartas de Spodoptera frugiperda infectadas com
o0 isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV),
na concentracdo de 1,00 x 10° OB/mL em cinco idades (4, 6, 7, 8 e 10 dias) e
cinco temperaturas de inoculagao (19, 22, 25, 28 e 31°C).
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Figura 3: Total de poliedros/100lagartas inoculadas de lagartas de Spodoptera
frugiperda infectadas com o isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), na concentracdo de 1,00 x 10® OB/mL em
cinco idades (4, 6, 7, 8 e 10 dias) e cinco temperaturas de inoculacao (19, 22,

25, 28 e 31°C).
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Figura 4: Peso equivalente* de lagartas de Spodoptera frugiperda infectadas
com o isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus
(SFMNPV), na concentracdo de 1,00 x 10° OB/mL em cinco idades (4, 6, 7, 8 e
10 dias) e cinco temperaturas de inoculagao (19, 22, 25, 28 e 31°C).

*Peso equivalente é a massa de lagartas necessarias para obtencdo de uma
dose de baculovirus formulado, sendo que, cada dose corresponde a 50 g, na
concentracdo de 3x10* OB/dose.
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Tabela 1. Lagarta equivalente* por hectare, infectadas com o isolado 6 de
Spodoptera  frugiperda multiple  nucleopolyhedrovirus  (SfTMNPV), na
concentracdo de 1,00 x 10® OB/mL, em cinco idades (dias) e cinco
temperaturas de inoculagéo (°C)

Temperatura (°C)

Idade (Dias) 19 22 25 28 31
4 9804 2455 1027 338 209
6 4345 1081 206 128 127
7 1691 311 120 160 0
8 1043 149 112 114 0
10 523 99 110 0 0

*Lagarta equivalente corresponde ao numero de lagartas de Spodoptera
frugiperda necessarias para obtencdo de uma dose de baculovirus formulado,
sendo que, sendo que, cada dose corresponde a 50 g, na concentracdo de
3x10! OB/dose.
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Tabela 2. Tempo necessério (dias) para que ocorra a morte de lagartas de
Spodoptera frugiperda apo6s inoculagéo do isolado 6 de Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), na concentracdo de 1,00 x 10°
OB/mL, em cinco idades (dias) e cinco temperaturas de inoculacao (°C)

Temperatura (°C)

Idade (Dias) 19 22 25 28 31
4 125aB 9.75bB 7.75 Cc 6.25cA 6.25cB
6 11.25aB 9.75Ab 11.25 Ab 8.75aA 9.25aA
7 15.5aA 10.75bB 11.5Bb 8.5CcA 0dC
8 13.75aA 14 Aa 10.5 bB 8 Ba 0cC
10 16 aA 14 Aa 13.5 Aa 0 Bb 0 bC
Letras maiusculas: Comparacdo da mesma idade dentro de cada nivel de
temperatura.
Letras minudsculas: Comparacdo das idades dentro de uma mesma
temperatura.

*Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 3. Peso médio (g) de lagartas de Spodoptera frugiperda apos
inoculacdo do isolado 6 de Spodoptera frugiperda  multiple
nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), na concentracédo de 1,00 x 10® OB/mL, em
cinco idades (dias) e cinco temperaturas de inoculacao (°C)

Idade (Dias)
Temperatura (°C) 4 6 7 8 10
19 0.12 0.23 0.47 051 1.25
22 0.27 0.48 15 249 3.82
25 0.51 1.87 3.08 3.86 1.52
28 1.06 3.17 3.15 1.19

31 1.64 3.11
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Tabela 4. Tamanho médio (cm) de lagartas Spodoptera frugiperda sadias
criadas em cinco idades (dias) e cinco temperaturas (°C)

Idade (Dias)
Temperatura (°C) 4 6 / 8 10
19 0.3 0.44 0.55 0.55 0.8
22 0.41 0.59 0.8 0.97 1.15
25 0.54 0.91 1.02 1.39 1.48
28 0.7 1 1.32 1.93 2.22
31 0.96 1.72 2.03 2.2 2.68
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CAPITULO Il

Como minimizar o efeito do comportamento canibal de lagartas de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) no processo de

multiplicacao in vivo de STMNPV?



RESUMO- O canibalismo que ocorre em lagartas de Spodoptera frugiperda
dificulta a producdo em larga escala de Baculovirus spodoptera. O objetivo foi
avaliar o comportamento canibal de S. frugiperda no processo de multiplicacéo
do virus. Lagartas com 4, 8 e 10 dias de idade, criadas nas temperaturas de
31, 25 e 28°C, respectivamente, foram inoculadas com o isolado 6 de
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfTMNPV), por meio da
alimentacdo de folhas de mamona previamente pulverizadas com uma
suspensdo viral (1,00 x 10® OB/mL). Os pedacos de folha de mamona foram
colocados em recipientes plasticos (tipo “gerbox”), juntamente com 5, 10, 25 e
50 lagartas, por recipiente, com 4 repeticbes cada. Apos o periodo de
incubagéo (48 horas) foi contabilizado o canibalismo e, em seguida, as lagartas
foram transferidas para recipientes contendo pedacos de dieta artificial. As
avaliacdes foram feitas de cinco em cinco dias, até a morte das lagartas ou se
tornarem pupa. Os parametros avaliados foram mortalidade e canibalismo. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias a andlise de
regressao. O canibalismo aumentou linearmente com o aumento da densidade
populacional, porém, a densidade populacional ndo afetou o comportamento
canibal quando as lagartas foram criadas a 31°C e inoculadas aos 4 dias de
idade. Portanto, a condicdo de criacdo ideal que minimizaria o efeito do
canibalismo em lagartas de S. frugiperda é a de 31 °C e lagartas de 4 dias.

Palavras-chave: Ecologia comportamental, comportamento, densidade

populacional
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ABSTRACT- The cannibalism that occurs in Spodoptera frugiperda armyworms
is a factor that hampers the large-scale baculoviruses spodoptera production.
The objective of this projest was evaluate the cannibalistic behavior of S.
frugiperda in order to produce baculoviruses spodoptera. S. frugiperda
armyworms being 4, 8 and 10 days old, reared at the temperatures 31, 25 and
28 °C, respectively, were inoculated with STMNPV isolate 6 by means of feeding
from previously sprayed castor leaves with a viral suspension containing
approximately 1x 10® OB/ml, which were offered ad libitum. The castor leaves
pieces containing the viral suspension was placed in plastic containers (such as
"gerbox") containing in each contained those population densities: 5, 10, 25 and
50 armyworms, depending on the treatment, with 4 repeats each, feeding from
the leaves for 48 hours. After this time cannibalism was recorded, and then, for
each treatment and repetition, the armyworms were transferred to containers
with the same dimensions as the previous containers, containing chunks of
artificial diet. The evaluations were made every five, until death or until the
armyworms become pupae. The parameteres evaluated were mortality and
cannibalism. The data for each of the parameters set will be submitted to
variance analysis (ANOVA) and if required, the average will be submitted to
regression analysis. The lowest cannibalism occurred with 5 armyworms, being
statistically equal in all treatments, whereas the highest was with 50 armyworms
in treatments at 22 and 25 °C, the latter being statistically similar (63.5 and 62,
5%, respectively), whereas this same density, cannibalism at 31°C temperature
was only 23%, statistically differing from the others. This demonstrates that it is
feasible, at this temperature, create a lot of armyworms in a single container (50
armyworms), and reduce required manpower required to individualize those,
there will be less need for physical space for a biofactory. Therefore, the ideal
condition for breeding that would minimize the effect of cannibalism in S.

frugiperda armyworms is at 31°C with worns being 4 days old.

Keywords: Behavioral ecology , behavior, population density
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INTRODUCAO

O canibalismo que ocorre em lagartas de Spodoptera frugiperda é um
fator que dificulta a producdo em larga escala de Baculovirus spodoptera
(ANDREAZZA et al., 2007). Como decorréncia desse comportamento €
necessario individualizar os insetos para producdo de SfMNPV, que € um
trabalho intensivo, aumenta o risco de contaminacdo e o0s custos do
bioinseticida (VALICENTE et al., 2013).

Canibalismo € bastante comum entre larvas de lepidopteros (PIERCE
1995; REED, et al.,, 1996) e podem provocar impactos na dinamica das
populacdes (ELGAR & CRESPI 1992). Mesmo quando o alimento alternativo
ndo é limitado, a mortalidade pode chegar a 60%, situacdo frequentemente
observada sob criacdo em laboratério. (CHAPMAN et al., 1999), além disso,
pode reduzir o nimero larvas infectadas por virus, bem como a quantidade de
virus produzido (MOSCARDI et al., 1997).

Algumas pesquisas relacionam a suscetibilidade de alguns lepidopteros
a SfMNPV com a planta hospedeira e também mediante a transmisséo
horizontal do virus por canibalismo (CHAPMAN et al., 1999; ALI et al., 2002).
Lagartas da espécie S. frugiperda alimentadas com folhas de mamona e
utiizadas como substrato alimentar para a inoculagdo de SfMNPV
apresentaram menor taxa de canibalismo em relacdo a lagartas que se
alimentaram de folhas de milho utilizadas para a mesma finalidade
(ANDREAZZA et al.,, 2007). De acordo com Nalim (1991), ao estudar
populacdes de S. frugiperda em duas dietas artificiais concluiu que ocorre
canibalismo em lagartas criadas em dietas naturais e artificiais e o
comportamento é inversamente correlacionado com a qualidade nutricional do
alimento.

A densidade de lagartas, idade, temperatura de criacdo, substrato, entre
outros, sao fatores que favorecem o canibalismo (NALIM, 1991; ANDREAZZA
et al., 2007). ELVIRA et al. (2010) , observaram que, o comportamento canibal
de lagartas de S. frugiperda aumenta com o aumento da densidade. A fonte de
alimentacdo também interfere no canibalismo. Valicente et al.,, (2013),
verificaram que, o canibalismo foi maior quando as lagartas foram alimentadas

com folha de milho em comparagao com folha de mamona.
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Assim, €& necessario entender os fatores associados ao canibalismo,
durante o processo produtivo de SfTMNPV, tais como: o efeito da temperatura
de criacdo do hospedeiro na producdo de poliedros virais; a idade do
hospedeiro para inoculacéo viral e a densidade ideal do hospedeiro visando a
otimizacdo na producdo do Baculovirus spodoptera.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo determinar a densidade
ideal para criacdo de S. frugiperda submetidas a trés condicbes de
multiplicacdo do virus (trés temperaturas de criacdo do hospedeiro e trés
idades larvais para inoculacdo de SfMNPV), baseando-se nos aspectos

relacionados ao comportamento de canibalismo e mortalidade.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle
Microbiano de Insetos, Setor de Entomologia do NUDEMAFI (Ndcleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas
e Doengas), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA/UFES) em Alegre, Espirito Santo, Brasil.

Obtencdo e multiplicacdo dos insetos. A criagdo massal de S.
frugiperda foi estabelecida a partir de pupas provenientes do Laboratério de
Controle Biolégico da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). Logo, para o
estabelecimento da criagdo massal no Setor de Entomologia do NUDEMAFI, as
pupas foram mantidas em sala climatizada (Temperatura: 26 £ 1 °C; Umidade
relativa: 60% e; Fotofase: 12 horas) até a emergéncia dos adultos.
Posteriormente, os adultos foram transferidos para gaiolas de criacdo (20 cm
de didmetro x 25 cm de altura) revestidas internamente com folha de papel
branco, com as extremidades fechadas com tecido do tipo “voile”, sendo
oferecida diariamente uma solucdo de mel a 10% como substrato alimentar. Os
ovos foram coletados a cada dois dias e acondicionados em recipientes
plasticos e, apos a eclosdo, as lagartas foram transferidas com o auxilio de um
pincel de cerdas finas para copos de acrilico (40 mL) contendo dieta artificial a
base de feijdo, germe de trigo e levedura de cerveja, de acordo Valicente e
Barreto (2003).

Obtencao e producao de SfMNPV. O isolado utilizado neste ensaio é
proveniente do Banco de Entomopatdégenos do Laboratério de Controle
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Biologico da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG), o qual foi selecionado
previamente por ndo provocar o rompimento imediato do tegumento do inseto
apo6s a morte (VALICENTE & BARRETO, 1999). O isolado viral foi multiplicado
para a obtencdo de material a ser utilizado nos experimentos.

Densidade de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e sua
relagcdo com o canibalismo na producéao in vivo de STMNPV. Lagartas de S.
frugiperda, com 4, 8 e 10 dias de idade, criadas nas temperaturas de 31, 25 e
22°C, respectivamente, foram inoculadas com o isolado 6 de Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), por meio da alimentacao
de folhas de mamona previamente pulverizadas com uma suspensao viral
contendo aproximadamente 1,00 x 10® OB/mL, que foram ofertadas ad libitum.
Os pedacos de folha de mamona contendo a suspensao viral foram colocados
em recipientes plasticos (gerbox quadrado, volume de 250 ml, medida: 11 x 11
x 3,5 cm), onde foram colocadas 5, 10, 25 e 50 lagartas, por recipiente,
fazendo-se 4 repeticdes para cada tratamento. Em todas as suspensodes virais,
além da testemunha, que recebeu apenas agua destilada esterelizada, foi
adicionado o surfactante n&o-iénico Tween 80® (Merck Schuchardt, Germany)
(polioxietileno-sorbitol, tendo a funcdo de agir como dispersante). A selecdo
das idades de inoculacdo do virus e das temperaturas de criacdo do
hospedeiro foram baseadas nos resultados obtidos previamente (Capitulo 2).
Foi permitido a alimentacéo das lagartas por 48 horas. Decorrido este tempo foi
contabilizado o canibalismo e, em seguida, para cada tratamento e repeticao,
as lagartas foram transferidas para recipientes com as mesmas dimensoes dos
recipientes anteriores, contendo pedacos de dieta artificial, tendo sido
preservadas as respectivas densidades populacionais.

A partir dai as avaliagbes foram feitas a cada cinco dias até a morte das
lagartas ou até se tornarem pupa e os parametros avaliados foram mortalidade
(%) e taxa de canibalismo (%). A mortalidade devido a ingestdo do virus foi
guantificada pela férmula: Mortalidade (%) = numero de lagartas mortas com
sintomas/ (numero de lagartas mortas com sintomas + numero de pupas).
Somente foram computadas para efeito do calculo da mortalidade as lagartas
gue morreram com sintomas tipicos de infec¢ao por virus.

Anadlise dos dados. O modelo experimental adotado foi o delineamento

inteiramente casualizado em esquema fatorial (3 x 4), 3 condicbes de
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criacao/inoculacdo (que consistiu em 3 idades de inoculacdo do virus em
lagartas criadas em 3 respectivas temperaturas), e 4 densidades populacionais,
perfazendo assim 12 (doze) tratamentos com 4 (quatro) repeticdes. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e as meédias foram submetidas a

analise de regresséao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento canibal foi mais evidente na densidade de 50 lagartas,
nas seguintes condi¢cdes de criacdo: temperaturas de 22 e 25 °C, lagartas de
10 e 8 dias de idade, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa
entre eles, com percentual de 63,5 e 62,5% de canibalismo, respectivamente.
Por outro lado, nesta mesma densidade, o canibalismo na temperatura de 31
°C foi de apenas 23%, diferindo-se dos demais. Isso demonstra que € viavel,
nesta temperatura criar uma grande quantidade de lagartas em um (nico
recipiente (gerbox) além de diminuir a mao-de-obra necessaria para
individualizar, havera a necessidade de menor espaco fisico para uma
biofdbrica e otimizacdo do trabalho. O menor canibalismo ocorreu na
densidade de 5 lagartas, sendo significativamente igual em todos os
tratamentos estudados. Para a densidade de 10 lagartas, ndo houve diferenca
significativa nos tratamentos das temperaturas de 22 e 25 °C , diferindo-se os
tratamentos 22 e 31 °C (Tabela 1).

N&o houve diferenga significativa no canibalismo na densidade de 25
lagartas (Tabela 1), porém, ocorreu muita contaminacdo nessa densidade bem
como na de 50 lagartas. Esse fato pode estar associado ao metabolismo das
lagartas nessa temperatura, onde as mesmas se alimentam mais e
consequentemente a quantidade de excrementos também € maior. Na
temperatura de 31 °C, as avaliacbes se encerraram mais cedo, pois o tempo
até que ocorra a mortalidade das lagartas foi muito menor (cerca de 7 dias
apos a inoculacao), logo o progresso da infeccdo se da de uma forma mais
acelerada, debilitando a lagarta mais rapido. Consequentemente a lagarta se
alimenta menos, o que reduz a quantidade de excrementos. Além disso, esse
periodo mais curto de avaliacdo faz com que ndo haja tempo de ocorrer

contaminacgao.
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Ao comparar a incidéncia de canibalismo em S. exigua, do primeiro e
sexto instares, criadas em duas densidade (2 e 10 lagartas), ELVIRA et al.
(2010), observaram que, este comportamento é maior nos primeiros instares e
aumenta com o aumento da densidade, corroborando com os resultados
encontrados neste trabalho, visto que, na maior densidade (50 lagartas), em
duas das temperaturas (22 e 25°C) foi onde ocorreu o maior canibalismo.

Diversos estudos demonstraram a relacdo entre a incidéncia de
canibalismo e o grau de aglomeracdo (GOULSON & CORY, 1995; CHAPMAN
et al., 1999; VALICENTE et al., 2013). Segundo Vasconcelos (1996), a maior
incidéncia de canibalismo ocorre quando os hospedeiros estdo expostos a
estresse por altas densidades (aglomeracdo) ou nutricional e este
comportamento pode ter um efeito sobre a transmissédo de patdgenos (ELVIRA
et al., 2010).

O aumento da taxa de canibalismo foi diretamente proporcional ao
aumento da densidade populacional de lagartas por recipiente, quando as
lagartas foram criadas a 22 °C e inoculadas com o virus aos 10 dias de idade e
criadas a 25°C e inoculadas aos oito dias e atingiram 63,5 e 62,5%,
respectivamente, na densidade populacional de 50 lagartas, valores estes,
equivalentes entre si. A taxa de canibalismo permaneceu constante quando as
lagartas foram criadas a 31 °C e inoculadas aos 4 dias, média de 23%, que foi
inferior as médias dos outros dois tratamentos submetidos a densidade
populacional de 50 lagartas (Figura 1).

A mortalidade das lagartas provocadas por virus mostrou-se
inversamente proporcional ao aumento da densidade de lagartas. Nas
densidades populacionais de 5, 10, 25 e 50, as mortalidades foram: 81,6; 63,1,
55 e 49,5%, respectivamente (Figura 2).

A mortalidade por virus foi maior quando a inoculag¢édo do virus foi feita
em lagartas com 4 dias de idade e a 31°C (75,25%), em relacdo a quando foi
feita aos 10 e 8 dias de idade das e a 22 °C (51%) e 25 °C (60,75%),
respectivamente (Figura 3).

Pode-se aumentar a densidade populacional de lagartas de S. frugiperda
infectadas com SfMNPV inoculando-se o virus em lagartas criadas a 31 °C e

com idade de 4 dias.
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Tabela 1- Taxa de canibalismo (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda
inoculadas com SfMNPV (Isolado 6), na concentracdo 1x10% submetidos em
temperaturas (°C) e densidades diferentes (nUmero de lagartas)

Cond.i<;6~es de Densligades

criacao 5 25 50
22 °C- 10 DIAS 15a 525a 5l a 63,5 a
25 °C- 8 DIAS S5a 30 ab 45 a 62,5a
31 °C- 4 DIAS 25a 20 b 28 a 23 Db

*Médias seguidas por uma mesma letra na coluna, ndo diferem em nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 1: Taxa de canibalismo (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda
inoculadas com SfMNPV (Isolado 6), na concentracdo 1x108 submetidos em
temperaturas (°C) e densidades diferentes (nimero de lagartas).
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Figura 2: Mortalidade (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda inoculadas

com SfMNPV (Isolado 6), na concentracdo 1x10%, em relacdo as densidades

(5, 10, 25 e 50 lagartas/recipiente).
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Figura 3: Mortalidade média de lagartas de Spodoptera frugiperda inoculadas

com SFMNPV (Isolado 6), na concentracéo 1x10°, submetidos em temperaturas
(°C) e densidades diferentes (numero de lagartas).

67



CONCLUSAO GERAL
A producéao dos poliedros virais do isolado 6 de STMNPV variou entre as

diferentes combinagbes de temperatura e idade avaliadas. Dessa forma, a
selecdo de uma combinacédo devera considerar as condi¢cdes térmicas para a
multiplicacdo dos insetos e, consequentemente, para a producdo de SIMNPV
em lagartas de S. frugiperda. Além dos parametros biolégicos e
comportamentais do hospedeiro, é pertinente avaliar os custos operacionais
para determinar as condi¢cfes ideais, seja para manter a temperatura em uma
biofabrica, seja para escalonar a producéo in vivo de STIMNPV.

Portanto é possivel concluir, com base nos resultados de producdo de
poliedros/lagartas e na taxa de canibalismo, que o bindbmio adequado de idade
e temperatura para inoculacao das lagartas de S. frugiperda com SfMNPV é de
4 dias de idade a 31 °C.
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