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RESUMO

O canibalismo é um dos principais problemas para biofabricas e laboratérios, pois
alguns microrganismos entomopatogénicos como o virus Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyedrovirus (STIMNPV) tem como hospedeiro especifico lagartas de
S. frugiperda, dificultando a producdo massal deste agente biolégico in vivo. Desta
forma, objetivou-se aperfeicoar o método de producdo in vivo de SfMNPV em
lagartas de S. frugiperda baseado na densidade de lagartas e no periodo de
exposicdo ao virus. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda com 4 dias de idade
inoculando-as em duas densidades (50 lagartas/recipiente e 100 lagartas/recipiente)
e cinco periodos de exposicao (48, 72, 96, 120 e 144 horas) em dieta artificial
contendo a suspensdo viral do isolado 6 (1 x 102 OB/mL) de SfTMNPV, mantidas a 31
°C. Para a testemunha a dieta artificial estava isenta de SIMNPV. Assim, 48 horas
apos a exposicao com virus, os recipientes de ambas densidades foram congelados
recolhnendo todas as lagartas por repeticdo e contabilizando, pesando e
armazenando-as a 4 °C, para posterior purificacdo, quantificacdo de poliedros e
céalculos dos parametros. O mesmo procedimento foi realizado para cada periodo de
exposicdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia ao nivel de 5% de
probabilidade e para verificar o efeito do periodo de exposicdo os dados foram
submetidos a andlise de regressdao. Com base nos parametros avaliados, a
densidade de 100 lagartas/recipiente no periodo de exposicdo de 96 horas é um
método indicado para a producéo in vivo do isolado 6 de Spodoptera frugiperda

multiple nucleopolyedrovirus (STIMNPV) em lagartas de S. frugiperda.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Inseticida biolégico. Baculoviridae.



ABSTRACT

Cannibalism is one of the main problem for biofactories and laboratories, due to
specifics entomopathogenic microorganisms such as the virus, Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus isolate (SfMNPV), which has a specific
larvae host (S. frugiperda) and this makes the mass production of this biological
agent in vivo difficult. Therefore, the objective of this study was to improve the
method of in vivo production of SfTMNPV in S. frugiperda larvae based on density and
virus exposure period. S. frugiperda larvae were used with 4 days of age, inoculating
them in two densities (50 larvae/container and 100 larvae/container) and five
exposure periods (48, 72, 96, 120 and 144 hours) in artificial diet containing isolated
viral suspension of 6 (1 x 108 OB/mL) of STMNPV maintained at 31°C. For the control,
the artificial diet was free of SIMNPV. After 48 hours of exposing the virus, containers
with both densities were frozen and all the larvae were collected per repetition and
counting, weighing and storing them at 4 °C. Afterwards, they were purified, the
polyhedral were quantified and the parameters were calculated. The same procedure
was done for each exposure period. Data were submitted to analysis of variance at
5% probability and to determine the effect of the exposure period, the data were
submitted to regression analysis. Based on the evaluated parameters, the density of
100 larvae/container in 96-hour exposure period is an appropriate method for the

production in vivo of the 6 STMNPV in S. frugiperda larvae.

Keywords: Biological control. Biological Insecticide. Baculoviridae.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Spodoptera frugiperda

A espécie Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é
conhecida popularmente no Brasil como “lagarta do cartucho” ou “lagarta militar”
trata-se de um inseto com habito alimentar diversificado, atacando culturas de
importancia econdmica, destacando-se aquelas da familia Poaceae como: milho,
sorgo, trigo e arroz (CRUZ, 1995; MOREIRA; ARAGAO, 2009). A distribuicéio ocorre
em todas as regides do territorio nacional, devido as condi¢cbes climaticas favoraveis

e por encontrar alimentacao disponivel ao longo do ano (CRUZ, 1995).

Os adultos sdo mariposas de habito noturno, apresentam asa anterior de coloracéo
cinza e os machos diferenciam-se das fémeas pois possuem manchas mais claras.
Os ovos sao depositados em massa, com meédias variando entre 143 a 250 por
postura, sendo observado um numero maximo de 13 posturas por fémea, que sao
recobertos por pelos e escamas que retiram do préprio corpo. Ao eclodir dos ovos,
as lagartas passam por seis estagios até atingirem a fase de pupa (CRUZ, 1995;
MOREIRA; ARAGAO, 2009). O ciclo biologico varia principalmente conforme as
condicBes de temperatura e alimentacédo, como por exemplo, em linhagens de milho
a variacao foi de 21,3 a 45,7 dias para temperatura de 25 £+ 1 °C (SARMENTO et al.,
2002; SOUZA; AVILA; PARRA, 2001; BAVARESCO et al., 2003; ROSA et al., 2012).

Os sintomas de ataque das lagartas, considerando a cultura do milho, ocorre ainda
no estadio inicial que sdo observados a partir da superficie foliar raspada deixando
uma membrana translicida e quando maiores alojam-se no cartucho do milho
consumindo folhas novas e a parte apical do colmo. Além disso, também podem
atacar o penddo e a espiga penetrando em qualquer parte, até mesmo na parte
basal, diferentemente da espécie Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
Noctuidae) que prefere alimentar-se dos estilos-estigmas do milho e gréos
localizados no topo da espiga (MOREIRA; ARAGAQ, 2009).



1.2 CONTROLE MICROBIANO: BACULOVIRUS

Para minimizar as perdas decorrentes do ataque dos insetos-pragas € importante a
implementacdo de um programa de manejo fitossanitario, o qual baseia-se na
premissa de combinacdes de taticas efetivas de controle que contribuam para
reducdo dos danos e consequentemente a manutencédo da densidade populacional
abaixo do nivel de dano econémico (FRAGOSO, 2014).

Dentre as taticas, o controle microbiano é uma opcéo, e consiste na utilizacdo de
entomopatdgenos, tais como bactérias, nematoides, fungos e virus (ALVES, 1998;
RODRIGUEZ; BELAICH; GHIRINGHELLI, 2012; LACEY et al.,, 2015). Pesquisas
comprovam a eficiéncia do virus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(STMNPV), conhecido como Baculovirus spodoptera, e apontam como sendo um
potencial agente de controle biolégico, aumentando o interesse das industrias de
produtos fitossanitarios na formulacdo e producdo de bioinseticidas a base de
SfMNPV (BARRETO et al., 2005; VALICENTE; TUELHER, 2009; BARRERA et al.,
2011). Para S. frugiperda na cultura do milho havia apenas dois produtos a base de
entomopatdégeno (Bacillus thuringiensis) registrados no Agrofit (Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios do MAPA), Xentari® e Thuricide®. Porém, com o recente
lancamento de CartuchoVit®, formulado a base de SfMNPV, uma nova alternativa

esta disponivel para o manejo de S. frugiperda (AGROFIT, 2016).

Os Baculovirus pertencem a familia Baculoviridae, um grande e diversificado grupo
de virus entomopatogénicos, que atua principalmente nos lepidopteros (HERNIOU;
JEHLE, 2007). Esta familia divide-se em quatro géneros: Alphabaculovirus,
Betabaculovirus, Deltabaculovirus, Grammabaculovirus com base em evidéncias
filogenéticas e caracteristicas morfologicas e biolégicas (JEHLE et al., 2006).
Atualmente, o género Alphabaculovirus é constituido por 32 espécies, dentre as
guais Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (SfTMNPV), 14 espécies do
género Betabaculovirus, uma espécie de Deltabaculovirus e duas espécies de
Grammabaculovirus (ICTV, 2016).

Uma caracteristica dos Baculovirus é a producdo de duas formas fenotipicamente
distintas do virus durante o ciclo de infeccdo, a forma oclusa (ODV- occlusion

derived virus) e ndo oclusa (BV- budded virus), diferindo-se principalmente na



composicao do envelope e estruturas (BLISSARD, 1996). Ambas atuam no processo
de infeccdo do inseto, sendo ODV no inicio da infeccdo do hospedeiro e BV célula a
célula do 6rgéo infectado (BLISSARD, 1996).

Na natureza encontram-se 0s corpos de oclusdo (OB - occlusion bodies) que sao
liberados no ambiente apods a lise celular e morte do hospedeiro infectado. Assim,
guando novos hospedeiros ingerem o0s corpos de oclusdao (OB) através da
alimentagao, o pH alcalino do intestino dos insetos promove a dissolugdo do OB e
liberacdo de ODV (BLISSARD, 1996). Os corpos de oclusédo (OB) permitem que o
Baculovirus permaneca em um estado dormente no ambiente e ndo perca a
viabilidade fora do hospedeiro (SLACK; ARIF, 2007).

Desta forma, o processo infeccioso primario inicia-se quando os corpos de oclusao
(OB) que estdo sobre a superficie do alimento sdo ingeridos pela fase larval
susceptivel (Figura 1). Os OBs ingeridos se solubilizam no meséntero liberando o
virus derivado da forma oclusa (ODV) que atravessam a membrana peritréfica (MP)
(1) e fundem-se com as células epiteliais do intestino (2), posteriormente séo
liberados no citoplasma os nucleocapsideos que se dirigem ao nucleo (3) havendo a
primeira replicacdo do DNA viral (4). Porém, outra parte destes nucleocapsideos,
atingem a membrana basal (MB) (5) e formam virus brotados (ndo oclusa-BVs) (6)
dirigindo-se a hemocele, iniciando o processo secundario atingindo outros tecidos
(7). Novos nucleocapsideos sao formados (BVs) favorecendo a dispersdo da
infeccdo (8). Em um processo mais avancado da infeccdo formam-se OBs (9) que
acumulam-se e sdo liberados pela ruptura das células podendo infectar novos
hospedeiros (Figura 1) (CABALLERO et al.,2009).
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo infeccioso do Baculovirus.
(Fonte: Adaptacao de CABALLERO et al., 2009).

Uma caracteristica que favorece a utilizacédo de bioinseticidas a base de Baculovirus
esta relacionada a especificidade pelo hospedeiro natural, pois diminui o risco de
afetar inimigos naturais (RODRIGUEZ; BELAICH; GHIRINGHELLI, 2012). Como
comprovado em alguns estudos, a exemplo, a seletividade observada ao parasitoide
larval Microplitis pallidipes (Szépligeti, 1902) (Hymenoptera: Braconidae) de
Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) que completam o ciclo em
lagartas infectadas com o virus Spodoptera exigua nucleopolihedrovirus (SeNPV),
além disso, também podem ser vetores quando ovipositam em hospedeiros

infectados e posteriormente em hospedeiros sadios (JIANG et al., 2011).

Dessa forma, a busca por isolados mais eficientes e que possam ser utilizados no
manejo integrado de S. frugiperda pode ser comprovado pelos trabalhos
desenvolvidos pela Embrapa Milho e Sorgo. Em levantamentos a campo de inimigos

naturais de S. frugiperda em Cascavel (PR) e regides do estado de Minas Gerais



foram coletados diversos isolados de Baculovirus, ampliando o Banco de isolados
da Embrapa Milho e Sorgo (VALICENTE 1989; VALICENTE; BARRETO 1999).
Estudo posteriores demostraram a variabilidade da eficiéncia destes isolados em
funcdo da concentracdo de Baculovirus utilizada, porém os sintomas em relacéo a
mortalidade das lagartas permaneciam o mesmo, tais como: descoloracgéo, palidez,

liguefagcédo do tegumento e falta de apetite (BARRETO et al., 2005).

Além de selecionar isolados patogénicos e virulentos, o pesquisador da Embrapa
Milho e Sorgo, Fernando Hercos Valicente, selecionou um isolado que ndo ocasiona
a liquefagédo do tegumento imediatamente apds a morte do inseto e com base em
analise de sequenciamento e amplificacdo da regido genémica do virus constataram
a delecédo da adenina no gene v-chia localizada na posi¢cado 297, ocasionando uma
mutacdo que reduz a producdo de um polipeptidio envolvido na liquefacdo do
tegumento (VALICENTE et al., 2008; VIEIRA et al.,, 2012). Essa caracteristica
despertou ainda mais o interesse para a formulacdo de inseticidas a base de
Baculovirus para o controle da lagarta-do-cartucho, facilitando a producdo massal e
minimizando as perdas do material viral com a liquefacdo imediata do tegumento
apos morte das lagartas (VALICENTE; TULHER; BARROS, 2010a).

1.3 PRODUCAO DE BACULOVIRUS E O CANIBALISMO

Em relacdo a producdo de Baculovirus existem dois sistemas: in vitro e in vivo. A
producéo in vitro, baseia-se na replicacdo em cultivo de células, para isto é crucial a
escolha adequada da célula que sera utilizada na multiplicacdo do virus, pois além
de ser susceptivel deve-se replicar em abundancia para produzir elevado
rendimentos de OB (CLAUS et al., 2012). Além disso, algumas outras propriedades
sdo relevantes, tais como adaptabilidade em culturas em suspenséo, capacidade
para crescer em meio isento de soro, de baixo custo, capacidade de crescer em
biorreatores industriais e ser geneticamente estavel (CLAUS et al., 2012). As células
IPLB-Sf 21 e Sf19, por exemplo, provenientes do ovario de S. frugiperda sao
susceptiveis aos Baculovirus AgMNPV (Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus), SfTMNPV, SINPV (Spodoptera litura nucleopolyedrovirus) e



TnSNPV (Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus) (CLAUS et al., 2012). Porém
0s varios ciclos de replicacdo, seja através de frascos de culturas de tecidos ou
biorreatores, podem ocasionar alteracdes genotipicas conhecida como “efeito de
passagem”, tais como mutacdes e reducdo na formacdo de corpos de oclusao
(KRELL, 1996; CHAKRABORTY:; REID, 1999; PEDRINI; WOLFF; REID, 2004).

Por outro lado, a producdo in vivo, requer a criacdo massal do hospedeiro sadio ou
até mesmo de um hospedeiro alternativo dependendo da maneira da inoculacéo
viral (VALICENTE; TULHER; BARROS, 2010b). Entretanto, devido ao habito canibal
das lagartas de S. frugiperda, a inoculacéo viral (procedimento para infectar as
lagartas sadias com o virus) pode ser realizada individualmente ou mesmo que a
inoculacao viral seja feita com um numero maior de lagartas de S. frugiperda no
mesmo recipiente, as mesmas sao individualizadas apés 24 ou 48h. E, quando
utiliza-se hospedeiro alternativo (ndo canibal), deve-se efetuar a passagem em
apenas uma geracdo evitando que o Baculovirus adquira especificidade para o
hospedeiro alternativo (VALICENTE; TULHER; BARROS, 2010b).

O canibalismo esta incluso como um dos principais fatores limitantes para a
producdo em larga escala destacados por Valicente et al. (2013), devido a
necessidade de individualizacdo, aumentando dessa forma o risco de contaminacéo
e 0s custos de producdo do bioinseticida, visto que sistemas mecanicos para
individualizacdo envolve altos custos de capital associado (CHERRY et al., 1997).
Este comportamento € encontrado em muitas espécies e ndo envolve somente
individuos carnivoros, destacando-se a ordem Lepidoptera (RICHARDSON, et al.,
2010). Para a espécie S. frugiperda, em alguns casos esse comportamento pode
estar relacionado com a defesa, cujo avaliacbes em condi¢cbes de campo verificaram
gue plantas de milho com menor densidade de lagarta, e, portanto, apresentando
menores danos com a alimentacdo atraiam menos predadores e parasitoides
(CHAPMAN et al., 2000). Em contrapartida, esse habito pode representar riscos
para espécie quando patdgenos sédo adquiridos através do consumo de individuos
contaminados (CHAPMAN, 1999a). Em geral o canibalismo varia com o crescimento
dos individuos, com o aumento da densidade e, disponibilidade de alimento
(ANDOW et al., 2015; CHAPMAN, 1999b; ELVIRA; WILLIAMS; CABALLERO, 2010).

No entanto, esse comportamento parece ndo ser obrigatério em S. frugiperda, e



testes preliminares devem ser realizados para conhecer a taxa de canibalismo e
ajustar método mais eficiente de criagdo (DA SILVA; PARRA, 2013).

Atualmente o método da producdo in vivo é o empregado na formulacdo do
bioinseticida a base de SIMNPV no Brasil e tanto a individualizagdo quanto a criagao
de um hospedeiro alternativo, para se minimizar as perdas com o canibalismo,
acarretam custos para as biofabricas e tornam-se fatores alvos para a pesquisa.
Desta forma, a producao comercial de um produto a base de Baculovirus requer o
respaldo de pesquisas que contribuam para torna-lo competitivo no mercado. Assim,
este trabalho teve como objetivo aperfeicoar o método de producdo in vivo de
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (STIMNPV) em lagartas de S.
frugiperda baseado na densidade de lagartas e no periodo de exposicao ao virus.
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2.1 INTRODUCAO

Na década de 80 foi instalado no Brasil pelo pesquisador Dr. Flavio Moscardi
(Embrapa Soja) o maior programa de uso de bioinseticida viral utilizando AQMNPV
para controle da Lagarta-da-soja (RIBEIRO; SOUZA; KITAJIMA, 1998).
Recentemente um produto a base de SfMNPV foi disponibilizado ao mercado
brasileiro para o manejo de S. frugiperda, intensificando pesquisas voltadas a
formulacdo de Baculovirus e o numero de requisicbes de patentes para a
comercializagdo deste produto (VALICENTE, comunicagéo pessoal).

O método in vivo é 0 empregado para a formulacdo do bioinseticida a base de
SfMNPV no Brasil. No entanto, o canibalismo é um dos principais problemas para as
biofabricas e laboratorios que visam a multiplicacdo deste agente biologico in vivo
pois 0 hospedeiro especifico, S. frugiperda, apresenta este habito comportamental
(CHAPMAN, 1999; VALICENTE et al., 2013). Assim, demandam de mao-de-obra
com a individualizacdo a fim de anular a ocorréncia do canibalismo ou a criacéo de
um hospedeiro alternativo (n&o canibal), devendo-se efetuar a passagem em apenas
uma geragcao para evitar que o virus adquira especificidade para o hospedeiro
alternativo. Esse procedimento na etapa de fabricacdo acarreta 0 aumento nos
custos e tempo de producéo (VALICENTE; TULHER; BARROS, 2010).

Além disso, outros fatores devem ser considerados para producéo in vivo, tais como
a densidade e o substrato de inoculacdo. Em geral o canibalismo intensifica-se com
0 aumento da densidade populacional e crescimento dos individuos, principalmente
nos estagios de desenvolvimento mais avancado (ELVIRA; WILLIAMS;
CABALLERO, 2010). E quanto ao substrato de inoculagédo, recentemente foram
estudadas folhas de milho e mamona, demonstrando que as folhas de mamona
reduzem o canibalismo (VALICENTE et al., 2013). A dieta artificial sem formaldeido
também é uma opc¢do que pode ser empregada para a inoculacdo do virus sem que
0 mesmo perca a viabilidade (GUPTA et al., 2007).

Diante deste contexto, melhorar o desempenho da replicacéo in vivo € de interesse
comercial e um fator chave para viabilizar economicamente a producéo, fazendo-se
de grande importancia estudos que contribuam no processo de fabricagdo do

bioinseticida (LACEY et al., 2015). Desta forma, objetivou-se aperfeicoar o método
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de producdo in vivo de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(STMNPV) em lagartas de S. frugiperda baseado na densidade de lagartas e no

periodo de exposicdo ao virus.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Microbiano de Insetos,
Setor de Entomologia do NUDEMAFI (Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas) localizado no Centro
de Ciéncias Agrérias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAE/UFES), em Alegre, Espirito Santo, Brasil.

2.2.1 Multiplicacéo e manutenc¢ao de Spodoptera frugiperda

A criacdo de S. frugiperda foi estabelecida a partir de pupas provenientes do
Laboratorio de Controle Biolégico da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). A
multiplicacdo e manutencéo foram realizadas em sala climatizada a temperatura de
25 = 2 °C, umidade relativa de 60% e fotofase de 12 horas. Os adultos foram
mantidos em gaiola de PVC alimentados por meio de algoddo embebido em solucéo
de sacarose a 10%. Para a oviposicao, utilizou-se folhas de papel branco recobrindo
o interior das gaiolas, sendo retiradas a cada dois dias para a remocao das posturas.
As posturas foram mantidas em potes plasticos transparentes até a eclosdo dos
neonatos. Estes foram transferidos com o auxilio de um pincel de cerdas macias
para recipientes de acrilico (50 mL) contendo dieta artificial a base de feijdo, germe
de trigo e levedura de cerveja descrita por Nalim (1991 apud SOUZA; AVILA;
PARRA, 2001), posteriormente com aproximadamente quatro dias foram
individualizadas em gerbox® plastico (3 cm diametro) até a formacdo de pupa e
posteriormente a emergéncia dos adultos, cujo os mesmos eram transferidos para

as gaiolas de criacdo, dando continuidade ao ciclo.
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2.2.2 Obtencéao e producéo de STMNPV

Para o ensaio foi utilizado o isolado 6, proveniente do Banco de Entomopatégenos
do Laboratoério de Controle Biol6gico da Embrapa Milho e Sorgo, por ndo ocasionar
a liquefacao do tegumento imediatamente apds a morte do inseto.

A multiplicacédo do virus foi feita a partir de uma aliquota inicial na concentracdo de 1
x 108 OB/mL, sendo pipetada (70 pl) na superficie da dieta artificial (sem
formaldeido) contida em tubos de fundo chato de vidro (2 cm didmetro x 8 cm altura)
e em seguida lagartas sadias de S. frugiperda com 8 dias foram individualizadas.
Apo6s a infeccdo e morte esses individuos foram recolhidos e congelados para

posteriormente serem macerados e purificados.

A purificagdo seguiu a metodologia proposta por Hashimoto et al. (2000) com
modificacdes, as lagartas infectadas foram maceradas em agua destilada
autoclavada contendo SDS a 1% (Dodecil Sulfato de Sodio) e filtrada em tecido voile
com intuito de facilitar a remocéo do tecido gorduroso da lagarta e separar o liquido
resultante das partes mais grosseiras da lagarta. O filtrado foi deixado sob agitacéo
orbital a 250 rpm por 30 minutos. Posteriormente, procedeu-se a centrifugacéo a
6000 rpm/20 minutos durantes trés vezes. Apos a ultima centrifugagcao o precipitado
obtido foi ressuspenso em agua destilada esterilizada e armazenado a 4 °C para

serem posteriormente empregadas no experimento.

2.2.3 Determinacédo da densidade e periodo de exposicao visando a producao

in vivo de STMNPV em lagartas de Spodoptera frugiperda

Para a execucao do ensaio foram utilizadas lagartas de S. frugiperda, provenientes
da criacdo massal mantida no Laboratério de Entomologia do NUDEMAFI. Os

neonatos foram transferidos para camara climatizada regulada a 31 °C.

Para determinar a densidade e o periodo de exposicdo para a producao in vivo de
SfMNPV em lagartas de S. frugiperda avaliou-se duas densidades (50 e 100

lagartas) e cinco periodos de exposigao (48, 72, 96, 120 e 144 horas), estabelecidos
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de acordo os resultados encontrados por Stinguel (2016). Para cada tratamento,
utilizou-se quatro repeti¢coes e a testemunha foi estabelecida para cada densidade,
sendo observadas por todo periodo de exposicdo, garantindo a isencdo de
contaminacao dos lotes e atestando o estado de conservacéo da dieta.

Assim, apés a obtenc¢do da suspensao viral de SfTMNPV (Isolado 6) e ajuste para 1 x
108 OB/mL em camara de Neubauer®, uma aliquota (770 pl) foi pipetada e
distribuida uniformemente sobre a superficie da dieta artificial (aproximadamente 60
mL) depositada na unidade amostral (recipiente de acrilico (Tipo gerbox®) 11 cm de
largura x 11 cm de profundidade x 3,5 cm de altura) com o auxilio de uma alca de
Drigalski. A dieta artificial utilizada no ensaio experimental é similar a adotada para
manutencao dos insetos, porém sem adi¢cdo de formaldeido e, para a testemunha foi

adicionada agua destilada esterilizada sobre a superficie da dieta.

Posteriormente a evaporacdo da suspensdo viral e agua destilada estéril nas
unidades amostrais, lagartas de quatro dias mantidas a 31 °C foram distribuidas com
o auxilio de um pincel de cerdas macias de acordo com a densidade e, em seguida
transferidos para camara climatizada regulada a 31 + 2 °C, UR de 70 £ 10% e

fotofase de 12 horas.

Assim, para determinar os parametros de producdo de poliedros produzidos ao
longo de cada periodo de exposicdo, quando completadas 48 horas apds a
exposicdo com virus, 0s recipientes contendo ambas as densidades foram
congelados (para facilitar a avaliacéo) recolhendo todas as lagartas por repeticéo e
contabilizando, pesando e armazenando-as a 4 °C, para posterior purificacdo e
guantificacdo de poliedros. Seguiu-se esse mesmo procedimento quando completou

72,96, 120 e 144 horas ap0s a exposicao com virus.

Apoés os procedimentos, 0s seguintes parametros foram avaliados: (1) Contagem do
numero de lagartas mortas coletadas por periodo de exposi¢cdo em cada repeticao;
(2) Peso (g) das lagartas mortas por periodo exposicdo em cada repeticdo; (3)
Percentagem de mortalidade: numero de lagartas mortas no periodo de
exposicao/total de insetos; (4) Percentagem de canibalismo: [(nUmero total insetos -
namero de lagartas mortas no periodo de exposicao) *100)]/ numero total insetos;
(5) Corpos de ocluséo total (OB total): nimero de poliedros quantificados em camara

de Neubauer® x volume da amostra (10 mL); (6) Corpos de oclusdo por lagarta
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(OBllagarta): OB total/pelo nimero de lagartas coletadas de cada repeticédo; (7)
Lagarta equivalente por hectare (LE/ha): 3x10*!/OB/lagarta de cada repeticdo (OBS:
LE/ha baseia-se no numero estimado de lagartas necessarias para se obter
3x10™0OB que refere-se a dose do bioinseticida para pulverizar em um hectare para
controle efetivo da praga (MAPA, 2015); (8) Corpos de oclusédo por grama (OB/q):
OB total/peso das lagartas coletadas de cada repeticao; (9) Corpos de oclusdo pelo
namero de lagartas mortas a cada 100 lagartas inoculadas (OB/100 Lagartas):

percentagem de mortalidade*OB/lagarta.

Com base nos parametros, foi selecionado o melhor resultado obtido com o periodo
de exposicao e densidade, avaliando hipoteticamente o nUmero maximo de ciclos de
producédo anual e estimando a produtividade/ano. Para isso adaptou-se a formula
empregada por Subramanian et al. (2006), ao invés de estimar a tempo de
mortalidade das lagartas pelos valores TLso (Periodo meédio letal a 50% da
populacéo), substituimos pelo valor do periodo de exposi¢cédo selecionado. Assim, foi
feita uma estimativa hipotética do nimero maximo de ciclos de producédo anual
(Férmula 1). E da produtividade/ano (Formula 2) com a suposicao de que 1.000

larvas séo inoculadas por ciclo de producao. De acordo com as formulas abaixo:

e FoOrmula 1: Namero maximo de ciclos/ano: [(365 x 24)/Periodo de exposi¢cao
selecionado]
e FoOrmula 2: Produtividade/ano: [(365 x 24 x OB/100 Lagartas x 10) / Periodo

de exposicéo selecionado]

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5
(densidade x periodo de exposi¢cdo) em parcela subdivida no tempo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade. Para verificar o
efeito do periodo de exposicao sobre o canibalismo e os parametros de producao de
virus os dados foram submetidos a analise de regressdo, ao nivel de 5% de

significancia.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Canibalismo

Analisando o parametro canibalismo ndo houve interacdo significativa entre os
fatores densidade e periodo de exposicdo ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F, desta forma os mesmos foram analisados isoladamente (p-value=0,063)
(Tabela 1). O canibalismo na densidade de 100 lagartas/recipiente diferiu-se
estatisticamente pelo teste F da densidade de 50 lagartas/recipiente (Tabela 1),
apresentado medias de 64,25 e 52,2%, respectivamente.

Tabela 1. Andlise de variancia da densidade (D), periodo de exposicédo (E) e a
interacdo sobre o canibalismo e os parametros de producdo de Spodoptera

frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (STMNPV). (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70
10% e fotofase de 12 horas).

L Canibalismo (%) OB/Lagarta* OBl/g
Fonte de Variacao GL?
QM2 p-value? QM p-value QM p-value
Densidade (D) 1 145200 0,001 4,38E+21 0,047 754+22 0,113

Periodo de Exposicdo (E) 4 525460 0,000 1.89+22 0,000 9,74E+23 0,000

Dxl 4 159,60 0,063 940E+20 0,261 503E+22 0,223
OB/total LE/ha® OB/100 Lagarta

QM p-value QM p-value QM p-value
Densidade (D) 1 150E+24 0,009 6,1E+08 0,045 2 11E+24 0,032
Periodo de Exposicédo (E) 4 2 75E+24 0,000 49E+09 0,000 548E+24 0,000
DxlI 4 357E+23 0,031 6,3E+08 0,001 6,92E+23 0,012

1Grau de liberdade; 2Quadrado médio; 3Nivel de significancia (<0,05); “OB Corpos de

ocluséo; °LE Lagarta equivalente.

Em relacdo ao periodo de exposi¢cdo o canibalismo ajustou-se ao modelo linear (R?
0,97); [(Y= -5,675+0,667*X)] (Figura 1), apresentando nas primeiras 48 horas um
canibalismo em torno de 25%, contudo este comportamento aumentou com o tempo,
atingindo aproximadamente 86% nas 144 horas. Essa tendéncia corrobora com o
estudo realizado com o mesmo isolado de Baculovirus utilizado nessa pesquisa, em
que o periodo de exposicdo também influenciou a percentagem de canibalismo de

lagartas de S. frugiperda quando alimentadas com folhas de milho, apresentando
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maiores valores em 72h de exposi¢cdo quando comparado a 48 horas (VALICENTE
et al., 2013).

90
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Figura 1. Percentagem de canibalismo de lagartas de Spodoptera frugiperda ao
longo do periodo de exposicéo (Temp. 31 + 2 °C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 12
horas).

Os resultados demostram que o canibalismo se intensifica com o aumento da
densidade de insetos por recipiente e periodo de exposicdo. Este fato pode estar
associado a metodologia empregada sem haver a individualizagdo dos insetos ao
longo do periodo de exposicdo. Em estudos com lagartas inoculadas nas
densidades de 5, 10, 25 e 50 lagartas o canibalismo manteve-se constante com
média de 23%. Contudo, essa diferenca na percentagem de canibalismo, na
densidade de 50 lagartas/recipiente, em relacdo ao presente trabalho pode ser
justificada pois as lagartas foram previamente inoculadas com virus em folhas de
mamona por 48 horas e posteriormente transferidas para dieta artificial (STINGUEL,
2016). Pesquisas demostram que lagartas inoculadas com virus em folha de
mamona apresentaram reducéo no canibalismo (VALICENTE et al., 2013). Apesar
disso, em uma producdo massal deve-se ressaltar que é valido minimizar custos
com mao de obra na manipulacédo dos insetos, além disso, a demanda por folhas in
natura para exposicao seria evitada com a exposicdo realizada somente em dieta

artificial.

Dessa forma, para evitar os prejuizos decorrentes deste habito comportamental em

um sistema de produc¢édo in vivo de Baculovirus, a melhor opcao seria trabalhar com



21

periodos de exposicdo menores, evitando a necessidade de individualizagdo ou

utilizagao de um hospedeiro alternativo.

2.3.2 OB/Lagarta

Os dados relacionados ao parametro OB/Lagarta demonstram que nao houve
interacdo entre os fatores (densidade e periodo de exposi¢do) (p-value=0,261)
(Tabela 1). As densidades de 50 lagartas/recipiente e 100 lagartas/recipiente diferem
entre si pelo teste F (p-value=0,047) (Tabela 1), apresentando uma média de
producdo de OB/Lagarta 5,09 x 108 e 7,18 x 108 OB/Lagarta, respectivamente. O
periodo de exposicdo ajustou-se ao modelo linear (R? 0,98); [(Y= -6,03x108
+1,26x107 *X)] (Figura 2), apresentando um aumento na producdo de OB/Lagarta
nos intervalos de periodos avaliados, variando de 6,82 x 10° a 1,16 x 10° OB/Lagarta

em 48 e 144 horas de exposicao respectivamente.

1.200e+09
1

— R’ 098

OB/Lagarta

6.800e+06 3.051e+08 6.034e+08 9.017e+08

T T T T T
48 72 96 120 144

Tempo (Horas)

Figura 2. Producdo de OB/Lagarta de Spodoptera frugiperda coletadas com
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (SfMNPV) ao longo do periodo
de exposicdo (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas).

Os resultados demostram que, apesar do canibalismo, uma densidade alta de

lagartas pode contribuir para obter uma maior média de producdo de OB/Lagarta,
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possivelmente devido um maior nimero de insetos coletados na densidade de 100
lagartas/recipiente favorecendo maiores rendimentos de OB. Além disso, ao longo
do periodo de exposicdo independentemente da densidade, essa producdo €
crescente, podendo estar relacionada com um maior tempo para o crescimento da
lagarta e para a disseminacdo da infeccdo do Baculovirus em novos tecidos

celulares.

O periodo de inoculacdo prolongado pode facilitar o virus infectar os tecidos do
hospedeiro, resultando no aumento de rendimento do virus a 25 °C quando
comparado a 30 °C, justamente por prolongar o periodo da morte do inseto uma vez
gue o metabolismo é menos intenso em temperaturas mais amenas
(SUBRAMANIAN et al., 2006). Contudo, mesmo em temperaturas mais elevadas o
desenvolvimento do Baculovirus no inseto nédo € prejudicado, e além disso, provoca
a morte do hospedeiro mais rapido (ALI; YOUNG, 1991; STINGUEL, 2016),
mantendo também um bom estado de conservacdo da dieta artificial sem

necessidade de reposicdo da mesma e posterior individualizacéo das lagartas.

2.3.3 OB/g

Outro parametro analisado foi OB/g, o qual ndo apresentou interacao significativa (p-
value= 0,223), avaliando-se os fatores isoladamente (Tabela 1). A densidade de 50
lagartas/recipiente obteve uma média de 5,90 x 10° OB/g e a densidade de 100
lagartas/recipiente uma média de 5,03 x 10° OB/g nédo diferindo-se estatisticamente
pelo teste F (p-value=0,113) (Tabela 1). Em relacdo ao periodo de exposi¢do, 0
parametro OB/g ajustou-se ao modelo quadratico segmentado com resposta platd
(R? 0,99); [Y= (-1,07x10%° + 2,74x108*x-9,75x10%*| (x"2))*(x<=-0,5*9,75%10°%)))*( x>-
0,5*2,74x108/-9,75x10%)] (Figura 3), ou seja, a producdo de OB/g aumentou com o
periodo de exposicdo até um ponto que estabilizou-se, provavelmente por infectar a

maior parte dos tecidos do inseto.
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Figura 3. Producdo de OB/g de Spodoptera frugiperda coletadas com Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (SfTMNPV) ao longo do periodo de exposicao
(Temp. 31 +2°C, UR de 70 = 10% e fotofase de 12 horas).

Os resultados comprovam que a alimentacdo da dieta e consequentemente a
infeccdo dos insetos nao foi interferida quando se dobrou o nimero de insetos na
mesma area de exposicao, demonstrando que a densidade nao afetou o rendimento
da producdo de corpos de oclusdo (OB) por grama de lagarta morta. A estimativa
desse parametro fornece uma indicacdo de quanto e qudo rapidamente os tecidos
das lagartas estdo sendo infectados e formando OB (HERNANDEZ-CRESPO et al.,
2001). Além disso, a estimativa do rendimento de virus por unidade de peso ao
longo do periodo em diferentes hospedeiros pode ser uma forma para classificar
espécies em diferentes graus de susceptibilidade (HERNANDEZ-CRESPO et al.,
2001).

2.3.4 OB/total

Para OB/total a interacdo entre os fatores foi significativa (p-value= 0,031) (Tabela
1), procedendo-se o desdobramento da analise fatorial (Tabela 2 e 3). Analisando-se
o fator periodo de exposicédo dentro da densidade 50 lagartas/recipiente (R? 0,94);
[Y=(-2,73x108+(7,43x108*X)-(3,43 x10%*(X?))] (Tabela 2) e o periodo de exposicéo
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dentro da densidade de 100 lagartas/recipiente (R? 0,81); [Y= (-3,82x10%°+(1,09
x107*X)-(5,25x10%%(X?))] (Tabela 2) ambos ajustaram-se ao modelo quadratico
(Figura 4). A densidade de 50 lagartas/recipiente apresentou um crescimento na
producdo de OB/total até a avaliacdo de 120 horas, posteriormente, na avaliacdo de
144 horas houve uma reducdo. Enquanto que essa queda na producéo de OB/total
para a densidade de 100 lagartas/recipiente foi observada a partir da avaliagao de
120 horas (Figura 4).

Tabela 2. Desdobramento do fator periodo de exposi¢cdo dentro de cada nivel do
fator densidade para os parametros de producao de Spodoptera frugiperda multiple

nucleopolyedrovirus (STIMNPV) (Temp. 31 = 2 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12
horas).

OB/total* LE/ha® OB/100agarta

Periodo GL! p- p- p-
2
QM value3 QM value QM value

Densidade 50
lagartas/recipiente

Densidade 100 =, )ar 50 0000  4.49E+09 0000 2,08E420 0,000
lagartas/recipiente

4 1,02E+20 0,000 9,99E+08 0,000 4,09+20 0,000

1Grau de liberdade; 2Quadrado médio; 3nivel de significancia (<0,05); “OB Corpos de
oclusdo; °LE Lagarta equivalente.

Tabela 3. Desdobramento do fator densidade dentro de cada nivel do fator periodo
de exposicdo para os parametros de producdo de Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyedrovirus (STIMNPV) (Temp. 31 = 2 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12
horas).

. OB/total* LE/ha® OB/100 lagartas
Densidade GL!
QM2 p-value® QM p-value QM p-value
Periodo 48 h 1 7,03E+14 0,994 3,11E+09 0,000 2,72E+17 0,906
Periodo 72 h 1 1,18E+20 0,003 7,81E+03 0,993 4,81E+18 0,620
Periodo 96 h 1 1,36E+20 0,002 3,99E+04 0,984 1,15E+19 0,445
Periodo 120h 1 1,49E+18 0,717 3,54E+04 0,985 4,43E+20 0,000

Periodo 144h 1 3,71E+19 0,078 1,22E+04 0,991 2,82E+19 0,235

1Grau de liberdade; 2Quadrado médio; 3nivel de significancia (<0,05); “OB Corpos de
ocluséo; °LE Lagarta equivalente
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Figura 4. Producéo de OB Total de lagartas de Spodoptera frugiperda coletadas com
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (STMNPV) ao longo do periodo
de exposicao (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas). Linha
clara: Densidade de 100 lagartas/recipiente; Linha escura: Densidade de 50
lagartas/recipiente.

Para o fator densidade dentro de cada nivel do fator periodo de exposicdo as
médias das densidades de 50 lagartas/recipiente e 100 lagartas/recipiente nao
diferiram entre si na producdo de OB/total na avaliacdo de 48 horas, apresentando
um crescimento e diferindo-se nas avaliacdes de 72 e 96 horas, sendo 0s maiores
valores obtidos na densidade de 100 lagartas/recipiente (Tabela 3 e Figura 4).
Posteriormente nas avaliacdes de 120 e 144 horas as médias na densidade 100
lagartas/recipiente assemelhou-se as médias da densidade de 50 lagartas/recipiente
(Tabela 3 e Figura 4). Estes resultados demostram que, apesar do menor
canibalismo e maior niumero de lagartas coletadas nas primeiras horas (48 horas), a
producdo de OB ainda é pequena para as densidades avaliadas, provavelmente
pelo inicio da formacdo dos corpos de oclusdo (OB) nos tecidos do hospedeiro
(SLACK; ARIF, 2007).

Contudo, essa producao de OB total destaca-se nas 72 e 96 horas para a densidade
de 100 lagartas/recipiente em relacdo a densidade de 50 lagartas/recipiente
provavelmente por ter sido coletado um maior nimero de lagartas infectadas

contribuindo para maior obtencdo de OB total nesta densidade. Afinal, a producéo



26

de cada lagarta contribuird para a aliquota total do tratamento conforme a densidade
(CHERRY et al., 1997).

2.3.5 LE/hectare

Para lagarta equivalente por hectare (LE/ha) a interagdo foi significativa (p-
value=0,001) (Tabela 1), assim analisando-se o desdobramento dos fatores, o fator
periodo de exposicdo dentro da densidade 50 lagartas/recipiente (R? 1); [Y=
(1,06x10% — 1,96x10%*X + 8,66*I(X""2))*(X<= - 0,5* -1,96x10% 8,66) + (1,06x10° + |
(1,96x103~2 / (4*8,66))) * (X>-0,5*1,06x10° / 8,66)] (Tabela 2) e o periodo de
exposicdo dentro da densidade de 100 lagartas/recipiente (R? 1);[Y= (2,24x10°-
4,17x10%x + 18,49*I(x"2))*(x< =-0,5*4,17x103 / 18,49) + (2,24x10° + 1(4,17x103"2 /
(4*18,49)))*(x>0,5*- 4,17x10% 18,49)] (Tabela 2) ambos se ajustaram ao modelo
guadratico segmentado com resposta platd (Figura 5a). Para mais detalhes, o

intervalo entre 72 a 144 horas foi analisado com uma figura a parte (Figura 5b).

38080 57000 75920
L |

Lagarta Equivalente

19160
1

240
1
[:

T T T T T
48 72 96 120 144

Tempo (Horas)

Figura 5a. Producdo de Lagarta equivalente por hectare (LE/ha) de Spodoptera
frugiperda coletadas com Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(SfTMNPV) ao longo do periodo de exposi¢cdo (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70 = 10% e
fotofase de 12 horas). Linha clara: Densidade de 100 lagartas/recipiente; Linha
escura: Densidade de 50 lagartas/recipiente.



27

1100
L

2.3

Lagarta Equivalente
670 885
L 1

455
1

240
1

T T T T T
48 72 96 120 144

Tempo (Horas)

Figura 5b. Producdo de Lagarta equivalente por hectare (LE/ha) de Spodoptera
frugiperda coletadas com Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(STMNPV) ao longo do periodo de exposi¢ao (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70 + 10% e
fotofase de 12 horas). Linha clara: Densidade de 100 lagartas/recipiente; Linha
escura: Densidade de 50 lagartas/recipiente.

Observa-se dessa forma, ao longo dos intervalos de avaliacdo para ambas as
densidades, que ha uma diminuicdo do numero de lagartas necessarias para obter
uma dose/ha (3x10*! OB/ha), atingindo um ponto em que se estabiliza (Figuras 5a e
5b). Esta reducdo do numero de lagarta equivalente por hectare (LE/ha) é

importante, pois diminui o custo para a producéo por dose.

Analisando-se o fator densidade dentro de cada nivel do fator periodo de exposicéao,
pode-se perceber que na avaliacdo de 48 horas na densidade de 100
lagartas/recipiente eram necessarias em torno de 75 mil lagartas para produzir uma
dose/hectare (3 x 10! OB), diferindo-se da densidade de 50 lagartas/recipiente que
obteve uma média de aproximadamente 36 mil lagartas (Tabela 3 e Figura 5a). Este
resultado pode estar relacionado com uma menor producdo de OB total no periodo
de exposicdo de 48 horas e um numero maior de lagartas coletadas na densidade

100 lagartas/recipiente em relacdo a densidade 50 lagartas/recipiente (Figuras 4).

Posteriormente, independentemente do periodo de exposicdo, as médias das
densidades nédo diferiram entre si, reduzindo o niumero de lagartas necessarias para
produzir uma dose/hectare (3 x 10*! OB/ha), apresentando uma média de 335 e 257
lagartas para as densidades de 50 e 100 lagartas/recipiente, respectivamente, no

periodo de exposi¢cdo de 144 horas (Tabela 3 e Figura 5b).
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Outro fator que diminui LE/ha é a idade de exposicdo das lagartas, a medida que a
idade aumenta ha uma reducéo do niumero de lagartas necessarias para obter uma
dose/ha, em torno de 408 LE/ha com lagartas de 5 dias de idade reduzindo para
aproximadamente 79 LE/ha quando inoculadas com 7 dias de idade (VALICENTE et
al., 2013).

2.3.6 OB/100 lagartas

Em relacdo ao parametro OB/100 lagartas a interacdo entre os fatores (densidade x
periodo de exposicédo) foi significativa (p-value= 0,012) (Tabela 1), analisando o
desdobramento desta interacédo, o fator periodo de exposicédo dentro da densidade
50 lagartas/recipiente  (R? 0,94); [Y= (-3,894,17x10'%+(9,104,17x108*X)-
(3,99,17x10°*(X"2))-(2,244,17x10**(X"3))] (Tabela 2) e o periodo de exposi¢édo
dentro da densidade de 100 lagartas/recipiente (R? 0,99); [Y= (-
1,204,17x10%+(4,124,17x10%X) — (3,9194,17x107%(X"2)) + (1,174,17x10°*(X"3))]
(Tabela2) ambos ajustaram-se ao modelo cubico (Figura 8). A densidade de 50
lagartas/recipiente apresentou-se crescente até a avaliacdo de 120 horas,
diminuindo posteriormente. Comportamento semelhante da producdo de OB/100
lagartas foi observado para a densidade 100 lagartas/recipiente, porém essa

reducéo foi observada desde a avaliacdo de 120 horas (Figura 8).
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Figura 8. Producdo OB/100 Lagartas de Spodoptera frugiperda coletadas com
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (STMNPV) ao longo do periodo
de exposicao (Temp. 31 £ 2 °C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas). Linha
clara: Densidade de 100 lagartas/recipiente; Linha escura: Densidade de 50
lagartas/recipiente.

Analisando-se o fator densidade dentro de cada nivel do fator periodo de exposicao,
as médias de OB/100 lagartas das densidades de 50 e 100 lagartas/recipiente
mantiveram-se semelhantes ao longo do periodo de exposicdo, exceto para a
avaliacdo de 120 horas, cujo a média foi de 2,80 x 10'° e 1,31 x10%° OB/100
Lagartas, respectivamente (Tabela 3). Como esse parametro leva em consideracao
a percentagem de mortalidade (quantidade de lagartas mortas, considerando que
fossem 100 lagartas inoculadas), essa diferenca no periodo de exposicdo de 120
horas pode estar relacionada com um maior nimero de lagartas coletadas na
densidade de 50 lagartas/recipiente. Este parametro € importante pois leva em
consideracdo a percentagem de mortalidade do lote, estimando-se a producéo

obtida a partir do mesmo.

2.3.7 Estimativa do numero méaximo de ciclos/ano e produtividade/ano

Com base nos parametros avaliados construiu-se a tabela abaixo (Tabela 4)

analisando em particular cada parametro e a contribuicdo para producdo de OB
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segundo a analise estatistica. Excluiu-se o periodo de 48 horas devido a baixa

producdo de OB; e o periodo de 120 e 144 horas pela reduc¢éo da producédo de OB.

Tabela 4. Analise individual dos parametros conforme a contribuicdo para a
producéo de corpos de ocluséo (OB) segundo a analise estatistica (observacoes).

Periodos: 72 horas 96 horas Observacgoes
Densidades: 50 100 50 100
Canibalismo X Menor periodo e densidade: menor canibalismo
OB/Iagarta1 X Maior densidade e periodo: maior OB/lagarta
OB/g X X Densidade néo diferiu, maior periodo maior OB/g
OB/total X Conclusédo da interagéo
LE/ha? X X Menor com o aumento ddcimfgreeriodo e adensidade n&o
OB/lOOIagartas X X Maior com o periodo e a densidade n&o difere

10B Corpos de ocluséo; ?LE Lagarta equivalente

Desta forma, pode-se perceber que o periodo de exposicao de 96 horas destacou-se
em relacdo ao de 72 horas. A densidade de 100 lagartas/recipiente obteve maior
valor de OB total e OB/lagarta, poréem ambas densidades ndo se diferiram quanto a
OB/100 lagartas. Assim, estimando hipoteticamente o nimero maximo de ciclos de
producéo anual (Formula 1) e a produtividade/ano (Férmula 2) com a suposicao de

gue 1.000 larvas sédo inoculadas por ciclo de produgcédo. Temos:

Férmula 1: Numero maximo de ciclos/ano: ((365 x 24)/96): aproximadamente 91

ciclos/ano.

Férmula 2: Produtividade/ano (com a suposicao de que 1.000 larvas sdo inoculadas

por ciclo de producao):

Para 50 lagartas/recipiente no periodo de exposi¢cdo 96 horas, considerando OB/100
Lagarta = 2,12 x 10%°

Produtividade/ano: ((365 x 24 x 2,12*10%° x 10) / 96) = 1,93 x 102 OB/ano
Para 100 lagartas/recipiente, considerando OB/100 lagartas = 1,88 x 10%°
Produtividade/ano: ((365 x 24 x 1,88*10%° x 10) /96) = 1,71 x 10*® OB/ano

Com base nestes resultados de producdo de OB/ano, seria possivel obter cerca de

64 e 57 doses/ha anualmente para as densidades de 50 e 100 lagartas/recipiente,
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respectivamente em 91 ciclos/ano com 1.000 lagartas inoculadas/ciclo. E ainda,
como foram consideradas hipoteticamente 1.000 lagartas inoculadas por ciclo de
producdo, seriam necessarios 20 e 10 recipientes de acrilico (11 x 11 x 3,5 cm),
respectivamente para as densidades 50 e 100 lagartas/recipiente, isto contribui para
uma otimizacdo do espaco fisico no layout de uma biofabrica. Contudo, € valido
ressaltar que mesmo a densidade de 50 lagartas/recipiente obtenha um saldo de 7
doses anuais em relacdo a densidade de 100 lagartas/recipiente, podemos perceber
gue sao utilizados o dobro de recipientes e de dieta artificial. Desta forma, em
termos de rendimento de doses anuais, considerando 1.000 lagartas

inoculadas/ciclo, temos:

Densidade: 50 lagartas/recipiente = 20 recipientes/ciclo*91 ciclos anual = 1820
recipientes, correspondendo a producao de 64 doses/ha anual.

Densidade: 100 lagartas/recipiente = 10 recipientes/ciclo*91 ciclos anual = 910

recipientes. Correspondendo a producéo de 57 doses/ha anual.

Realizando um levantamento do custo da dieta por recipiente obteve-se
aproximadamente o valor de R$ 0,24/recipiente contendo 60 mL de dieta. Podemos
verificar que a densidade de 100 lagartas/recipiente para o periodo de exposicéo de
96 horas apresenta ser uma op¢ado mais econdémica neste quesito (dieta) para a
producdo de SfMNPV. E importante, no entanto, estabelecer uma criacdo massal de
S. frugiperda que atenda a demanda para a inoculacdo nesta densidade, sabendo-
se que em caso de reducdo na populacdo da criacdo a densidade de 50
lagartas/recipiente pode ser uma alternativa. Sendo assim, sugere-se uma analise
de custo da criacdo massal de S. frugiperda dentro dos padrdes proprios de
producéo dos laboratérios e biofabricas para definir a melhor op¢cdo de densidade
(50 ou 100 lagartas/recipiente) que viabilize economicamente a fabricacdo do

bioinseticida.

Com o aperfeicoamento do método, o processo de individualizacdo das lagartas
posterior a inoculacdo seria evitado e minimizaria o custo de mao-de-obra dessa
etapa, bem como a necessidade da criagdo de um hospedeiro alternativo, visto que
foi possivel realizar a producédo Baculovirus sobre lagartas de S. frugiperda em alta
densidade (em torno de 2,42 lagarta/cm? e 1,21 lagarta/cm?). Além disso, ndo

necessitaria de um congelamento prévio, pois o tegumento com 96 horas de
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exposicdo ndo rompe com tanta facilidade, o que permite uma eficiéncia de
rendimentos de OB durante o recolhimento das lagartas. E evitaria a demanda por
folhas in natura para exposi¢cdo, pois a mesma seria realizada somente em dieta

artificial.
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2.4 CONCLUSAO

Nas condi¢cBes avaliadas, a densidade de 100 lagartas/recipiente no periodo de
exposicdo de 96 horas € o método mais adequado para a producdo in vivo do
isolado 6 de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (SfTMNPV) em
lagartas de S. frugiperda.
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