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RESUMO

Spodoptera frugiperda (J. Smith) 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) € a principal praga do
milho e apresenta grande potencial de dano devido a dificuldade em seu controle, que tem
sido feito, principalmente, com inseticidas quimicos. Dessa forma, o controle bioldgico
com o baculovirus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfNPV) pode
ser uma alternativa ao uso desses agroquimicos. Para se viabilizar estudos e testes na
formulacao de bioinseticidas, faz-se necessario a utilizagao de dieta artificial. Além de
uma nutricdo ideal ao desenvolvimento do inseto, também ¢ necessario a adi¢dao de
agentes anticontaminantes, como o formol, Nipagin e tetraciclina, que reduzem ou evitam
a contaminagdo por microrganismos na dieta artificial. Objetivou-se com esse trabalho
analisar o efeito de anticontaminantes utilizados na dieta artificial de S. frugiperda sobre
SfNPV. Foram feitos 8 tratamentos com lagartas infectadas com SfNPV, para analisar a
influéncia dos anticontaminantes na acao do virus sobre a lagarta e 8 tratamentos com
lagartas sadias, para avaliar se existia interferéncia especificamente sobre a lagarta. Cada
tratamento consistiu de 30 repeticoes, sendo que cada lagarta foi considerada 1 repeticao
e a avaliacdo da mortalidade foi feita ao longo de 10 dias. A mistura de Nipagin + formol
10% acarretou um efeito negativo ao virus, causando a mortalidade de 20 lagartas
infectadas por esse baculovirus. Quando todos os tratamentos foram comparados,
verificou-se que o formol 10% causou a toxidade as lagartas. Por fim, constatou-se que
os anticontaminantes Nipagin + tetraciclina nao interferiu no controle pelo SfINPV e nado
causou toxidade a S. frugiperda, sendo a mistura mais indicada para ser adicionada a dieta

artificial desse inseto.

Palavras-chave: bioensaio, baculovirus, criagdo massal.



ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (J. Smith) 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) is the main corn pest
and presents great potential for damage due to the difficulty in its control, which has
mainly been done with chemical insecticides. Thus, biological control with the
baculovirus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfNPV) may be an
alternative to the use of agrochemicals. To make feasible studies and tests in the
formulation of bioinsecticides, it is necessary to use an artificial diet. In addition to
optimal nutrition for insect development, it is also necessary to add antimicrobial, such
as formalin, Nipagin and tetracycline, which reduce or prevent contamination by
microorganisms in the artificial diet. The objective of this work was to analyze the effect
of antimicrobial used in the artificial diet of S. frugiperda on SfNPV. It was made 8
treatments with infected caterpillars by SINPV, to analyze the influence of antimicrobial
on the action of the virus on the caterpillar and 8 treatments with healthy caterpillars to
evaluate if there was interference specifically on the caterpillar. Each treatment consisted
of 30 replicates and each caterpillar consisted of 1 replicate. The mortality assessment
made over 10 days. The mixture of Nipagin + formoldehyde 10% caused a negative effect
on the virus, causing the lowest mortality rate in the caterpillars infected by this
baculovirus. When all the treatments were compared, it has been found that formaldehyde
10%, it is what appears to cause toxicity to caterpillars and somehow potentiate a virus
action. Finally, it was found that Nipagin + tetracycline did not interfere without control
by SINPV and did not cause toxicity to S. frugiperda, being a mixture more suitable to
be added to the artificial diet of this insect.

Key words: biotest, baculovirus, mass rearing.
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1. INTRODUCAO

A producdao mundial de alimentos se torna ameacada diante do ataque de pragas,
que chegam a acarretar até um terco das perdas calculadas, entre o ciclo e o
armazenamento de uma cultura (WARE, 1994). Entre as diversas pragas, destacam-se os
insetos, que representam o maior grupo de organismos de nosso planeta (LIMA, E. 1999).

Porém, poucas espécies dessa classe adquirem status de praga (SARMENTO et al. 2002).

Dentre as pragas com maior potencial de dano, destaca-se Spodoptera frugiperda
(J. Smith) 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), ¢ considerada uma praga polifaga, mas com
relatos de que ataque preferencialmente gramineas (CRUZ, 1995; POLANCZYK;
ALVES 2005; FRANCA et al. 2012), sendo considerada a principal praga do milho no
Brasil (CRUZ; TURPIN, 1982; CRUZ, 1995; HRUSKA; GOULD, 1997).

Na cultura do milho, no inicio do estagio larval, a lagarta raspa as folhas, deixando
areas transparentes ¢ somente a medida que cresce, é que consegue fazer perfuragdes
(CRUZ, 1995). Com o seu desenvolvimento, abrigam-se dentro do cartucho do milho,
consumindo grande parte das folhas, antes mesmo destas abrirem. Entretanto, a lagarta-
do-cartucho, como ¢ conhecida popularmente, pode também provocar severos danos em
outras fases de desenvolvimento da planta, inclusive na fase reprodutiva, durante a
formacao da espiga e dos grdos (CRUZ et al. 2002). Quando o ataque acontece nos
primeiros estaddios da cultura, ocorre a morte das plantas, reduzindo o stand inicial

(LIMA, 1. et al., 2008).

O controle deste inseto no campo tem sido realizado essencialmente com inseticidas
quimicos (VALICENTE; TUELHER, 2009), que geralmente tem alta eficiéncia, sdo de
custo relativamente baixo e atuagdo rapida (CRUZ, 1995). Entretanto, a maioria apresenta
efeitos adversos a inimigos naturais (PAIVA, 2016), favorecem o aparecimento de pragas
mais resistentes (CASIDA; QUISTAD, 1998; NAUEN; DENHOLM, 2005), além de

colocar em risco a saude humana e provocar um desequilibrio ambiental.

Desta forma, o controle biologico, surge como alternativa ao uso massivo de
produtos quimicos, podendo ser utilizado no manejo integrado de Spodoptera frugiperda.
A utilizagdo de entomopatdgenos como os baculovirus pode controlar eficientemente esse
inseto no campo, se usados de forma adequada (VALICENTE; TUELHER, 2009).
Algumas caracteristicas os tornam desejaveis no controle de pragas, principalmente da

ordem Lepidoptera. Entre elas estdo a sua especificidade e seletividade, compatibilidade
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com outros inimigos naturais, sdo seguros para os humanos e sua prote¢do em cristais
proteicos permite a formulacdo de biopesticidas com facil tecnologia de aplicacdo
(ENTWISTLE; EVANS, 1985; CASTRO et al., 1999; SILVA, A. et al., 2008). O virus
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfNPV) ¢ especifico a lagarta-do-

cartucho ¢ a larva ¢ a fase suscetivel a sua infec¢cdo (CRUZ, 2000).

No Brasil, a Embrapa Milho e Sorgo em parceria com a empresa VitacRural, irdo
lancar, com comercializagdo prevista para atender a safra 2017/2018, o primeiro
inseticida a base de Baculovirus Spodoptera contra a lagarta-do-cartucho. A
recomendacao de aplicagdo do produto na lavoura ¢é apds as 16 horas, ja que a luz do sol
destrdi o baculovirus, tornando-o ineficaz contra a lagarta e o pH da calda deve estar entre
5 e 7, pois o pH alcalino também destr6i o SfINPV. De acordo com a Embrapa, as
avaliagdes de campo comprovaram a eficiéncia do produto, apresentando taxa de
mortalidade entre 75% e 95% das lagartas com até cinco dias de idade (até quase 1 cm de
comprimento) € como diferenciais, apresenta baixo numero de aplicagdes (em geral

duas), além da preservacao de inimigos naturais e recursos hidricos (EMBRAPA, 2017).

Os baculovirus sdo classificados como virus especificos a artropodes. Possuem
nucleocapsideo no formato de bastao de 30-60 nm x 250-300 nm. Dois géneros de virions
sdao normalmente encontrados, os occlusion-derived virions (ODV) e os budded virions
(BV). Os ODVs ficam oclusos em uma matriz proteica cristalina (poliedrina ou
granulina), que recebe o nome de corpo de oclusiao (Occlusion Body — OB), o qual inicia
a infec¢do no hospedeiro através das células epiteliais do meséntero dos insetos. J& os
BVs sdo produzidos depois da infeccdo inicial e proliferam através da membrana
plasmatica de células infectadas para outras ndo infectadas. Normalmente o BV contém
apenas um nucleocapsideo dentro de um envelope derivado da membrana plasmatica do
hospedeiro que ¢ modificada por uma ou mais proteinas virais. Os ODVs podem conter
um ou varios nucleocapsideos sendo classificados como simples ou de multiplos
nucleocapsideos. Dessa forma, os BVs transmitem a infeccdo de célula a célula e os
ODVs de inseto para inseto (JEHLE et al., 2006).

Para viabilizar estudos e testes utilizando o baculovirus, visando o aprimoramento
da formulagdo do bioinseticida e tornando-o disponivel no mercado para o controle de S.
frugiperda, torna-se imprescindivel a criagdo massal dessa lagarta em laboratorio e a
realizacdo de bioensaios. Para isso, faz-se necessario a utilizagao de dieta artificial

(HENSLEY; HAMMOND 1968). Segundo Parra (1991) a quantidade e qualidade do



alimento consumido por uma lagarta afetam sua performance (taxa de crescimento, tempo
de desenvolvimento, peso final e sobrevivéncia). Sendo assim, ¢ necessario que a dieta
artificial forne¢a uma nutricdo ideal para que o inseto consiga se estabelecer e para que

seja possivel a realizagdo destes testes.

Além dos nutrientes exigidos pelo inseto, também ¢ necessario a adicao de agentes
anticontaminantes, como antibioticos ou substancias fungistaticas em dietas artificiais,
que reduzem ou evitam a contaminacao por microrganismos (SINGH; HOUSE, 1970;
ALVES; MOINO Jr., 1998). Sao comumente utilizados, o Nipagin (nome comercial), que
¢ um metilparabeno e tem fun¢do de conservante antimicrobiano; o formol, que é o
aldeido mais simples existente e produzido a partir de um gas, o metanol, normalmente
utilizado em substancia aquosa, ¢ também um conservante antimicrobiano; ¢ a
tetraciclina, que ¢ um grupo de antibidticos naturais ou semissintéticos, usados no
tratamento de um amplo espectro de bactérias, tanto gram-negativas quanto gram-
positivas, alguns protozoarios e até alguns fungos (GREENE et al., 1976; PARRA, 2015).
Entretanto, ndo se sabe ao certo qual a o efeito que essas substancias podem ter sobre as
lagartas em bioensaios, sendo relatados casos em que houve aumento da sobrevivéncia e
casos em que os anticontaminantes causaram efeitos prejudiciais ao desenvolvimento dos

insetos (DUNKEL; READ, 1991).

Para verificar o controle de S. frugiperda pelo SfNPV em laboratorio, ¢
recomendado que ndo se faca o uso de anticontaminantes na dieta, pois podem inibir a
acao do virus (CRUZ, 2000; KUSS et al. 2016). No entanto, nenhum estudo foi feito para
quantificar se realmente existe uma interacao, entre os anticontaminantes e a acao do virus
sobre a lagarta em dieta artificial e a que ponto esses agentes antimicrobianos podem

interferir nesse controle.
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2. OBJETIVO

Analisar o efeito de anticontaminantes adicionados na dieta artificial para a criag@o
de Spodoptera frugiperda sobre o virus Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SfNPV).



11
3. MATERIAL E METODOS
4.1 — Local do experimento

O experimento foi realizado e analisado no laboratorio de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), da Universidade Federal de Goias (UFG), durante o periodo de agosto a
setembro de 2017.

4.2 — Lagartas de Spodoptera frugiperda

As lagartas utilizadas no experimento, foram provenientes de ovos oriundos da
criacdo massal mantida no proprio laboratério de MIP da UFG. Esses insetos foram
criados a sucessivas geragdes em condi¢des controladas de temperatura (28 = 2° C),
umidade relativa (60 = 10%) e fotofase de 14h em vasilhas plasticas fechadas e
devidamente identificadas. Essas lagartas encontravam-se na geracdo F34. Foram

utilizadas apenas lagartas neonatas para o experimento.

4.3 — Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfNPV)

O produto contendo SfNPV, utilizado no experimento, ¢ um produto que ainda esta
em fase de registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), com
numero de RET 6315, desenvolvido pela empresa AgBitech Controle Biologico LTDA.
E um inseticida microbiolégico com concentragio de 404g/L (minimo de 7,5 x 10°

poliedros/mL).

A concentragdo utilizada no estudo, foi obtida através da curva de dose resposta
fornecida pela empresa detentora do produto, sendo a concentracdo de 5 x10°

poliedros/mL, a mais recomendada para o controle da lagarta em estudo.

4.4 — Bioensaio

O delineamento foi inteiramente casualizado. Foram utilizados 8 tratamentos com
lagartas infectadas com o virus SENPV, para analisar a influéncia dos anticontaminantes
na a¢do do virus sobre a lagarta e os mesmos tratamentos foram feitos com lagartas sadias,
para avaliar se existia interferéncia especificamente sobre a lagarta, totalizandol6
tratamentos (Tabela 1). Cada tratamento foi feito com 30 repeti¢des, sendo que cada
repeticao consistiu de uma lagarta, totalizando 480 lagartas analisadas. A mortalidade das

lagartas foi avaliada diariamente por 10 dias.
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Tabela 1 — Tratamentos para se testar o efeito de anticontaminantes da dieta de S.
frugiperda na acao do virus SINPV sobre essa espécie de lagarta.

Tratamentos Anticontaminante(s) adicionado(s)
T1 Tetraciclina + Nipagin + Formol 10%
T2 Tetraciclina + Formol 10%
T3 Nipagin + Formol 10%
T4 Tetraciclina + Nipagin
T5 Nipagin (Metilparabeno)
T6 Tetraciclina
T7 Formol 10%
T8 Sem anticontaminantes

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico Bioestat, versao 5.3,
sendo feito a andlise de sobrevivéncia, através do teste de log-rank, com dados censurados
do tipo I, que € a censura em que o estudo terminara apds um periodo pré-estabelecido de

tempo, assim como no presente estudo.

A andlise de sobrevivéncia ¢ uma das areas da estatistica que mais cresceu nas
ultimas décadas. A variavel resposta € o tempo até a ocorréncia de um evento de interesse.
O referido tempo ¢ denominado de tempo de falha, podendo ser o tempo até a morte do
paciente, bem como a cura ou recidiva de uma enfermidade. Dentro do contexto da
Agronomia, podem ser citados os estudos envolvendo germinagdo de sementes, tempo
até a morte de insetos praga e vida ttil pds-colheita (SOUZA, 2010). O teste log-rank
(MANTEL, 1966) ¢ o mais utilizado em andlise de sobrevivéncia, principalmente quando
as razoes das funcdes de risco a serem comparadas sdo aproximadamente constantes e
tem o objetivo de comparar as curvas de sobrevivéncia. As hipoteses para esse teste sdo:
Sejam S1(t) e S2(t) as funcdes de sobrevivéncia dos grupos 1 e 2. A hipotese nula sera:
HO:S1(t) = S2(t), enquanto a hipotese alternativa pode ser uma das trés indicadas abaixo:

H1: S1(t) > S2(t); H1: S1(t) < S2(t); H1: S1(t) = S2(t) (SOUZA, 2010).
4.5.1 — Preparagdo da dieta artificial

A dieta artificial para S. frugiperda foi realizada com base na dieta artificial

modificado de Greene e colaboradores (1976).

Para a preparacdo da dieta, foi usado % da quantidade total de ingredientes usados
em uma dieta completa, uma vez que a aquela quantidade era suficiente para a execugao

do trabalho (Tabela 2.1 e 2.2).



Tabela 2.1 — Ingredientes s6lidos usados na dieta artificial de S. frugiperda.
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Ingredientes solidos Quantidade para %4 de dieta (g)
Feijao 18,750 g
Germe de trigo 15,000 g
Proteina da soja 7,500 g
Caseina 7,500 g
Levedura de cerveja 9375 ¢
Agar 5,625 g
Acido ascorbico 0,990 g
Acido sorbico 0,495 ¢
Tetraciclina 0,031 ¢g
Nipagin (Metilparabeno) 0,825 ¢g

Tabela 2.2 — Ingredientes liquidos usados na dieta artificial de S. frugiperda.

Ingredientes liquidos

Quantidade para "4 de dieta (mL)

Agua 300 mL
Complemento vitaminico 2,5 mL
Formol 10% 4,0 mL

Para a dieta artificial, de todos os tratamentos, o feijdo, variedade Carioquinha, foi
previamente cozido. A quantidade de agua utilizada foi dividida em duas partes: uma para
a dissolucao do agar (150 mL) e a outra para a dissolucdo e mistura dos demais
ingredientes (150 mL). Quando o dgar estava dissolvido, acrescentou-se o feijao batido
em liquidificador junto com a levedura de cerveja, germe de trigo, proteina da soja e
caseina. Depois, toda essa mistura foi mantida em banho-maria, e acrescentado acido
ascorbico, acido sorbico e os anticontaminantes (tetraciclina, nipagin e formaldeido)
foram adicionados de acordo com os tratamentos especificados na tabela 1. Apds o
preparo, a dieta foi transferida para os copos plasticos de 30 mL, preenchendo-se
aproximadamente um terco do seu volume. Os frascos, depois de resfriados, foram
deixados novamente na camara de fluxo, sob luz ultravioleta, por 10 minutos, para a
esterilizacdo do exterior, ja que a dieta, além de atingir altas temperaturas, foi feita em

condicdes assépticas.

Foram utilizados copos plasticos com tampa de acrilico, para receber a dieta

artificial, que consistiram em 30 copos por bandejas e cada bandeja representou 1
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tratamento. Copos e bandejas passaram primeiramente por um processo de assepsia, por

um periodo de 10 minutos sob luz UV na camara de fluxo.

4.5.2 — Infecgdo das lagartas

Para a infec¢@o das lagartas neonatas, fez-se uma diluicao seriada do produto
(contendo poliedros do virus SfINPV) de 1 para 9, chegando-se na dose recomendada de
100 mL/ha, que ¢ a concentragio de 5 x10° poliedros/mL, acrescida de 10 % de corante
azul e 5% da solucao de sacarose a 30%.

Com o auxilio de uma micropipeta foram transferidas aliquotas de 0,5 uL
dessa suspensao, para a superficie de uma placa de Petri (60 mm). Durante a disposi¢ao
das gotas sobre a placa de Petri, foram feitos dois circulos externos e um circulo interno
menor (Figura 1A). Aproximadamente 50 lagartas neonatas foram colocadas para se
alimentar, durante 15 minutos, nas gotas distribuidas em placas de Petri (LACEY, 1997),
sendo dessa forma infectadas com o virus SINPV (Figura 1B).

Apbs o tempo de alimentagdo as lagartas que apresentaram o tubo digestivo
colorido pelo corante foram selecionadas e distribuidas nos copos plasticos de 30 mL
(Figura 1C). As lagartas destinadas a ndo contaminagdo pelo virus, receberam apenas a
solugdo agucarada com o corante, de forma a padronizar o experimento e também foram

colocadas em dieta artificial.

Figura 1 — Etapas do processo de infec¢do das

SfNPV. Em A, as aliquotas de 0,5 uL da dilui¢do seriada distribuidas em circulo; em B
lagartas neonatas sendo colocadas no interior do primeiro circulo; em C lagartas que
foram selecionadas por apresentar o tubo digestivo em azul.

Os copos foram mantidos em camara climatizada tipo B.O.D regulada a 28 +
2°C e fotofase de 14 h. A mortalidade das lagartas foi avaliada diariamente por dez dias.
Os individuos que ndo responderam ao toque do estilete com movimentos vigorosos e

coordenados foram considerados mortos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas de S. frugiperda infectadas com o SfNPV tiveram uma taxa de 74,58%
de mortalidade, independente do tratamento, enquanto as lagartas sadias chegaram a
15,83% de individuos mortos nos 10 dias avaliados (Figura 2, anexos 1 e 2). Também foi
quantificado que a mortalidade das lagartas infectadas ocorreu, principalmente, entre o 2°
e 4° dia, sendo que 63,74% do total de lagartas para esses tratamentos (240 lagartas), ndo

sobreviveram (Figura 3 e anexo 2).

T8 - Sem anticontaminantes —
T7-Formol10% [ ———
T6 - Tetraciclina [
75 - Nipagin  ——
T4 - Tetraciclina + Nipagin — M Sadias
T3 - Nipagin + formol10% h = Virus
T2 - Tetraciclina + formol10% [
T1 - Tetraciclina+ Nipagin+ Formol 10% | —
0 5 10 15 20 25 30

Numero de lagartas mortas

Figura 2 — Comparativo entre a mortalidade de lagartas de S. frugiperda sadias e
infectadas por SEINPV alimentadas com dietas contendo diferentes anticontaminantes e
avaliadas ao longo de 10 dias.
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———T1 - Tetraciclina + Nipagin + Formol 10%
——T2 - Tetraciclina + formol10%
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—T5 - Nipagin
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Figura 3 —Mortalidade de S. frugiperda infectadas com SfNPV, alimentadas com dietas contendo diferentes anticontaminantes e avaliadas ao

longo de 10 dias.
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Cruz (1995) em seu estudo, também verificou que a mortalidade larval de S.
frugiperda pelo SINPV ultrapassou 71 %, a partir de uma dose de 2 x 10° poliedros/mL,
atingindo a totalidade na dose de 2 x 10° poliedros/mL, na utilizacdo de produto com
formulagdo em pd molhavel. Sujii e colaboradores (2002), também constataram uma
mortalidade de aproximadamente 76% de lagartas pequenas de Anticarsia gemmatalis

com aplicagdo de Baculovirus anticarsia, mas em condi¢ao de campo.

Contudo, os dados obtidos pela analise das curvas de sobrevivéncia, podem indicar
que essa taxa de mortalidade pode ser maior ou menor dependendo dos anticontaminantes

presentes na dieta (Figura 4).

Na comparagdo dos tratamentos, os resultados apresentaram-se significativos em
todos eles, de acordo com a curva de sobrevivéncia calculada pelo teste de log-rank,
quando lagartas infectadas foram comparadas as lagartas sadias, mostrando que o virus

foi eficiente no controle da lagarta (Figura 4 e tabela 3).
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Figura 4 — Curvas de sobrevivéncia de S. frugiperda sadias e infectadas por SEINPV submetidas a 8 tratamentos e avaliadas ao longo de 10 dias.
Os tratamentos com a letra “S” significam que foram realizados em lagartas sadias e com a letra “V”, significam que os tratamentos foram realizados
em lagartas infectadas por SINPV.
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Tabela 3 — Comparagao do tempo de sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda
submetidas a diferentes tratamentos com e sem a presenga do virus SINPV. O p-valor
indica significancia a 5% de confiabilidade, sendo considerado significativo para valores
menores que esse indice. T1: Tetraciclina + Nipagin + Formol 10%; T2:
tetraciclina+formol 10%; T3: Nipagin + formol; T4: Tetraciclina + formol 10%; T5:
Nipagin; T6: Tetraciclina; T7: Formol 10%; T8: dieta sem anticontaminantes; S: sem a
presenca do virus. V: com a presenca do virus.

Tratamentos p-valor
TI1V-TIS 0.0001
T2V-T2S 0.0001
T3V-T3S 0.0001
T4V-T4S 0.0001
T5V-T5S 0.0001
T6V-T6S 0.0001
T7V-T7S 0.0001
T8V-T8S 0.0001

Pela analise do efeito dos anticontaminantes da dieta artificial de S. frugiperda
infectadas com SfNPV, observou-se que o tratamento com todos os anticontaminantes
(T1) e a mistura Nipagin + Formol 10% (T3) foi o que mais prejudicou a agao do virus
sobre a lagarta, quando comparado ao tratamento controle (T8) (Tabela 4 e anexo 3).
Indicando que o Nipagin (metilparabeno), em mistura com o formol 10%, ¢ o composto
quimico que mais tem efeito negativo sobre a eficiéncia do baculovirus no controle de S.

frugiperda, pois € a mistura presente tanto no T1 como no T3 (Tabela 4 e anexo 3).



20

Tabela 4 — Comparagao do tempo de sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda
submetidas a diferentes tratamentos com e sem a presenca do virus SINPV. O p-valor
indica significancia a 5% de confiabilidade, sendo considerado significativo para valores
menores que esse indice. T1S: Tetraciclina + Nipagin + Formol 10%; T2: tetraciclina +
formol 10%; T3: Nipagin + formol 10%; T4: Tetraciclina + formol 10%; T5: Nipagin;
T6: Tetraciclina; T7: Formol 10%; T8: dieta sem anticontaminantes; S: sem a presenga

do virus. V: com a presenga do virus.

Tratamentos p-valor Tratamentos p-valor
T1S-T2S 0.0291 T1V-T2V 0.0243
T1S-T3S 0.4703 T1V-T3V 0.2512
T1S-T4S 0.9902 T1V-T4V 0.0001
T1S-T5S 0.1535 T1V-T5V 0.2773
T1S-T6S 0.6939 T1V-T6V 0.0156
T1S-T7S 0.1677 T1V-T7V 0.0001
T1S-T8S 0.1574 T1V-T8V 0.0067
T2S-T3S 0.1752 T2V-T3V 0.2534
T2S-T4S 0.0270 T2V-T4V 0.0172
T2S-T5S 0.0006 T2V-T5V 0.2352
T2S-T6S 0.0126 T2V-T6V 0.9696
T2S-T7S 0.3472 T2V-T7V 0.0979
T2S-T8S 0.0007 T2V-T8V 0.7713
T3S-T4S 0.4477 T3V-T4V 0.0002
T3S-T5S 0.0382 T3V-T5V 0.9682
T3S-T6S 0.2682 T3V-T6V 0.1843
T3S-T7S 0.5673 T3V-T7V 0.0008
T3S-T8S 0.0385 T3V-T8V 0.0772
T4S-T5S 0.1535 T4V-T5V 0.0013
T4S-T6S 0.7036 T4V-T6V 0.0239
T4S-T7S 0.1646 T4V-T7V 0.3818
T4S-T8S 0.1582 T4V-T8V 0.0666
T5S-T6S 0.2861 T5V-T6V 0.2751
T5S-T7S 0.0063 T5V-T7V 0.0055
T5S-T8S 0.9904 T5V-T8V 0.1697
T6S-T7S 0.0816 T6V-T7V 0.0899
T6S-T8S 0.2925 T6V-T8V 0.7542
T7S-T8S 0.0077 T7V-T8V 0.1843

Estudos sobre efeitos de anticontaminantes sobre baculovirus, ndo sdo encontrados

na literatura. Em contrapartida, estudos com a utilizagdo de misturas quimicas, como
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inseticidas quimicos, ndo afetaram a eficacia do virus sobre hospedeiros (CRUZ;
VALICENTE, 1992) e em alguns casos até aumentou o controle do inseto com o uso de

subdosagens (SILVA, M. 1995).

Para os demais tratamentos, T8, T6, T2, T4 e T7 ndo houve diferenca significativa
entre as curvas de sobrevivéncia (Tabela 4). Comprovando mais uma vez que a mistura
de Nipagin (metilparabeno) e formol 10%, ¢ que causou o efeito negativo ao virus. Diante
dos resultados, ainda podemos verificar que o formol 10% isolado e o antibidtico
tetraciclina, isolado ou em mistura com os demais compostos, ndo interferiu na viruléncia
do agente SfNPV sobre as lagartas em uma comparagao com o controle (T8) (Tabela 4 e

anexo 3).

Nos tratamentos com lagartas ndo infectadas, os tratamentos T7 (formol 10%), T3
(Nipagin + formol 10%) e T2 (Tetraciclina + formol 10%) mostraram-se mais toxicos as
lagartas quando comparados ao tratamento controle (T8) (Tabela 4 e anexo 4). J4 os
tratamentos TS5 (Nipagin), T6 (Tetraciclina), T1 (Tetraciclina + Nipagin + Formol 10%)
e T4 (Tetraciclina + Nipagin) mostraram-se menos toxicos a lagarta, de acordo com a
curva de sobrevivéncia, quando comparados ao tratamento controle (T8). Sendo assim, o
que podemos observar € que o formol 10% ¢ o agente antimicrobiano que causa toxidade
a lagarta, tanto em mistura com tetraciclina e Nipagin, como também isolado (Tabela 4 e

anexo 4).

Quando esse resultado ¢ comparado aos resultados obtidos para as lagartas
infectadas pelos baculovirus (Tabela 4), podemos observar que a mortalidade constatada
de S. frugiperda nao ocorreu somente pela acao do virus, mas também devido a toxidade
as lagartas causado pelo formol 10%, uma vez que foi constatado o efeito desse
conservante antimicrobiano desfavorecendo a sobrevivéncia desses insetos (Tabela 4 e

anexo 4).

O formol, pode causar diversos riscos a saude humana, dependendo do tempo de
exposi¢ao e da concentra¢do utilizada. Em 2004, a IARC (International Agency of
Research on Cancer), classificou este composto como carcinogénico (Grupo 1),
tumorogénico e teratogénico por produzir efeitos na reprodugdo para humanos e em
estudos experimentais demonstraram ser também, para algumas espécies de animais
(IARC, 2006). E uma pratica comum usar compostos antimicrobianos, separadamente ou

em misturas, para prevenir a contamina¢ao microbiana em dietas sintéticas para insetos
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(GREENE et al., 1976; PARRA, 2015). Mas em alguns casos, estes compostos
mostraram-se prejudiciais aos insetos (SINGH; HOUSE, 1970).

Moreira (2017) testou anticontaminantes alternativos na criacdo de Diatrae
saccharalis, em substitui¢ao ao formaldeido e obteve sucesso com o acido acetilsalicilico
na menor dose testada (1g/dieta) e na criagao de Helicoverpa armigera, o dcido benzoico
na maior concentragdo testada (3,7g) mostrou-se como o mais adequado. Assim, a
eficacia de anticontaminantes por si s6 ndo deve ser um critério avaliado isoladamente,
devendo os produtos além de serem efetivos no controle de microrganismos na dieta,

também ndo prejudicar o desenvolvimento do inseto (ALVERSON; COHEN, 2002).

Durante a avaliagdo do experimento, observou-se nos tratamentos com lagartas
infectadas pelo SINPV, sintomas tipicos dessa infec¢do, ja descrito por Cruz (1995), em
seu estudo com SNPV no controle de S. frugiperda. Como, o amarelecimento e aparéncia
oleosa da pele, a perda de mobilidade, a mudanga de cor do tegumento, tornando-se mais
escuro devido a desintegracdo dos tecidos internos. Além disso, as lagartas paravam de
se alimentar e algumas dirigiam-se para a tampa acrilica dos copos, ficando dependuradas
de cabeca para baixo, fixadas a tampa pelas patas traseiras. A partir desse ponto, quando
eram tocadas, seu corpo se desintegrava. Ja outras lagartas ndo apresentavam tais
sintomas, o que pode nos levar a crer que eram lagartas intoxicadas pelo formol, como ja

discutido anteriormente, ndo sendo a acao do virus a provocar a morte do inseto.

Outro aspecto observado, com os resultados obtidos, ¢ que a dieta sem adi¢do de
anticontaminantes foi bastante satisfatoria, ja que tanto nos tratamentos com lagartas
infectadas e em lagartas sadias, a curva de sobrevivéncia apontou que o tratamento
controle ndo interferiu na acdo do virus e nem mesmo na sobrevivéncia das lagartas ndo
infectadas. Isso pode ter uma explicagdao nos componentes da dieta utilizados, ja que o
acido ascorbico apesar de ser fonte de vitamina C, também ¢ um antioxidante que auxilia
na acdo antagonica de microrganismos e funciona como um fagoestimulante (ITO, 1961,
KANAFI et al., 2007).

Algumas medidas podem ser preconizadas para evitar contaminagdes com
patdgenos em criacdes de insetos, dentre elas o uso de coldnias iniciais isentas de doencas,
quarentena para o material coletado no campo, planejamento do local de criagdo

adequado, uso de praticas e instalacdes sanitarias adequadas e monitoramento da
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qualidade do inseto (SOARES, 1992), podendo dessa maneira, reduzir a quantidade e

concentracao de anticontaminantes adicionados.

Sendo assim, o efeito que esses anticontaminantes causam sobre a agao do virus no
controle da lagarta, pode nos fornecer resultados equivocados. Isso pode interferir
diretamente na obten¢ao de curvas de dose resposta do bioinseticida em estudo. O que
também intervém na eficiéncia do produto aplicado no campo, visto que a concentragao
recomendada para a aplicagcdo ndo controla a lagarta na cultura de interesse, da mesma
forma que se controla no laboratorio. Principalmente, pode causar efeito negativo na

criacdo massal de lagartas, para producao de baculovirus para comercializagao.
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6. CONCLUSAO

Para estudos de S. frugiperda com SfNPV utilizando dieta artificial, ¢ recomendado
que ndo seja adicionado o formol 10%, tanto em mistura com tetraciclina e/ou com

Nipagin, como também de forma isolada.

Portanto, os anticontaminantes que podem ser utilizados, sdo tetraciclina em
mistura com Nipagin, o que garante nao so a agao do virus sobre a lagarta, como também

evita a contaminacao do inseto por fungos e bactérias.
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Anexo 1 — Numero de lagartas infectadas por SEINPV mortas por dia ao longo de 10 dias

de avaliag¢do e submetidas a 8 tratamentos.

Numero de lagartas mortas/dia

Tratamentos com lagartas infectadas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
com SfNPV

T1 - Tetraciclina + Nipagin + formol 10% [0 3 10 0 I 2 0 0 0 1
T2 - Tetraciclina + formol 10% 0O 8 4 8 0 2 1 0 I O
T3 - Nipagin + formol 10% 0O 3 11 5 0 0 0 0 0 1
T4 - Tetraciclina + Nipagin o 11 9 4 1 1 0 0 0 O
T5 - Nipagin o 8 5 5 0 0 1 0 0 1
T6 - Tetraciclina 0 8 9 1 1 2 1 1 0 O
T7 — Formol 10% o 7 12 2 0 3 1 1 1 O
T8 - Sem anticontaminantes 0 10 9 1 0 1 1 0 0 0

Anexo 2 — Numero de lagartas sadias mortas por dia ao longo de 10 dias de avaliagdo e

submetidas a 8 tratamentos.

Nuamero de lagartas mortas/dia

Tratamentos com lagartas sadias
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Anexo 3 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda infectadas com SfNP, avaliada ao
longo de 10 dias, submetidas a 8 tratamentos e classificada de acordo com a analise das

curvas de sobrevivéncia, utilizando o teste de log-rank.

NUMERO DE GRUPO
TRATAMENTOS LAGARTAS MORTAS LOG-RANK

T1 - Tetraciclina + Nipagin + formol 10% 17 a

T3 - Nipagin + formol 20 ab
TS5 - Nipagin 20 abc
T8 - Sem anticontaminantes 22 cd
T6 - Tetraciclina 23 cd
T2 - Tetraciclina + formol 24 cd
T4 - Tetraciclina + Nipagin 26 d

T7 - Formol 27 d

* Letras diferentes denotam diferenca estatistica significativa (p < 0,05), obtidas pelos p-valores das curvas

de sobrevivéncia.

Anexo 4 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda sadias, avaliada ao longo de 10
dias, submetidas a 8 tratamentos e classificada de acordo com a analise das curvas de

sobrevivéncia, utilizando o teste de log-rank.

NUMERO DE GRUPO
TRATAMENTOS LAGARTAS MORTAS LOG-RANK
T5 - Nipagin 1 a
T8 - Sem anticontaminantes 1 a
T6 - Tetraciclina 3 a
T1 - Tetraciclina + Nipagin + formol 10% 4 ab
T4 - Tetraciclina + Nipagin 4 ab
T7 — Formol 10% 8 bc
T3 - Nipagin + formol 10% 6 be
T2 - Tetraciclina + formol 10% 11 c

* Letras diferentes denotam diferenca estatistica significativa (p < 0,05), obtidas pelos p-valores das

curvas de sobrevivéncia.
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