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Diferentes plantas hospedeiras alteram a suscetibilidade de Spodoptera 
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ao SfMNPV e modulam os seus 

parâmetros de desenvolvimento e fisiológicos 
 

RESUMO - A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), é uma importante praga agrícola, polífaga e de ampla 

distribuição mundial. Em função de características biológicas de S. frugiperda e 

de particularidades do sistema de cultivo de algodão, milho e soja no Brasil, 

infestações de S. frugiperda podem causar prejuízos nas três culturas. No 

manejo de S. frugiperda, um dos métodos de controle é o uso de Spodoptera 

frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV; Baculoviridae: 

Alphabaculovirus), um bioinseticida à base de baculovírus. Considerando que o 

consumo de diferentes plantas pode impactar a suscetibilidade de herbívoros a 

entomopatógenos bem como o desenvolvimento e a fisiologia dos herbívoros, o 

presente trabalho foi realizado para investigar a influência das plantas de 

algodão, milho e soja sobre a suscetibilidade de S. frugiperda ao SfMNPV. 

Também foram investigados parâmetros de desenvolvimento e dos sistemas 

digestivo e imunológico de lagartas de S. frugiperda alimentadas com as 

diferentes plantas e expostas às CL50’s de SfMNPV obtidas nas diferentes 

condições de alimentação. Em termos de suscetibilidade ao SfMNPV, observou-

se que a CL50 de SfMNPV foi superior para lagartas de S. frugiperda alimentadas 

com milho (6,36x107) em relação às CL50’s observadas para lagartas 

alimentadas com algodão (2,96x107) e soja (2,62x107). O consumo de plantas 

de milho implicou em maior peso de lagartas em 7 dias após início da 

alimentação, menor período larval, maior atividade de fenoloxidase na hemolinfa 

e maior atividade de fosfatase alcalina no intestino médio em relação aos 

mesmos parâmetros observados em lagartas alimentadas com algodão ou soja. 

Após exposição ao SfMNPV, aumentos na atividade de lisozima e na quantidade 

de hemócitos totais pode ser observado apenas em lagartas alimentadas com 

folhas de milho. Os efeitos das modulações fisiológicas observadas tanto pelo 

consumo de diferentes alimentos como pela exposição ao SfMNPV são 

discutidos para auxiliar o entendimento da maior CL50 observada para lagartas 

alimentadas com folhas de milho. 

 

Palavras-chave: nucleopoliedrovírus, atividade enzimática, resposta imune, 

enzimas digestivas. 
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Different host plants change the susceptibility of Spodoptera frugiperda 

(Lepidoptera: Noctuidae) to SfMNPV and modulate its developmental and 

physiological parameters 

 

ABSTRACT - The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 

1797) (Lepidoptera: Noctuidae), is an important agricultural pest, polyphagous 

and widely distributed worldwide. Due to the biological characteristics of S. 

frugiperda and the particularities of the cotton, maize and soybean cropping 

system in Brazil, infestations of S. frugiperda can cause damage to all three 

crops. In the management of S. frugiperda, the use of Spodoptera frugiperda 

multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV; Baculoviridae: Alphabaculovirus), a 

baculovirus-based bioinsecticide, is highlighted as one of the control tactics. 

Considering that the consumption of different plants can alter the susceptibility of 

herbivores to entomopathogens as well as the development and physiology of 

herbivores, the present study was carried out to investigate the influence of 

cotton, maize and soybean plants on the susceptibility of S. frugiperda to 

SfMNPV. Moreover, developmental parameters and digestive and immune 

parameters of larval S. frugiperda fed with different plants and exposed to 

SfMNPV LC50 obtained under different feeding conditions were also investigated. 

The LC50 of SfMNPV was superior for S. frugiperda larvae fed with maize leaves 

(6.36x107) compared to the LC50's observed for larvae fed with cotton leaves 

(2.96x107) or soybean leaves (2.62x107). The consumption of maize leaves 

resulted in higher larval weight at 7 days after the beginning of feeding, shorter 

larval period, higher phenol oxidase activity in the hemolymph and higher alkaline 

phosphatase activity in the midgut when compared with the values of the same 

parameters observed in caterpillars fed with cotton or soybean leaves. After 

exposure to SfMNPV, increases in lysozyme activity and in the amount of total 

hemocytes was observed only in larvae fed with maize leaves. The effects of the 

physiological modulations observed by the consumption of different foods and by 

exposure to SfMNPV are discussed to help the understanding of the higher LC50 

observed for caterpillars fed on maize leaves. 

 

Keywords: nucleopolyhedrovirus, enzymatic activity, immune response, 

digestive enzymes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), é um inseto polífago (Pogue et al., 2002) e uma praga 

agrícola de ampla distribuição mundial (Valicente e Tuelher, 2009; Stokstad, 

2017; Nagoshi et al., 2018; Jing et al., 2020). Embora S. frugiperda tenha 

preferência por plantas da família Poaceae, este inseto já foi registrado em mais 

de 350 plantas hospedeiras, muitas delas de importância econômica (Pogue et 

al., 2002; Barros et al., 2010; Casmuz et al., 2010; Bernardi et al., 2014; Yang et 

al., 2015; Montezano et al., 2018; Volp et al., 2022). 

Uma característica de S. frugiperda relacionada a alimentação é a sua 

diferenciação em duas raças geneticamente distintas, que são a raça milho 

(Raça C) e a raça arroz (Raça R) (Pashley, 1986). Morfologicamente, essas 

raças são idênticas e se diferenciam em função da preferência da planta 

hospedeira. A Raça C alimenta-se preferencialmente de milho (Zea mays), 

algodão (Gossypium sp) e sorgo (Sorghum bicolor), e a Raça R é geralmente 

encontrada em arroz (Oryza sativa) e grama-bermuda (Cynodon dactylon) 

(Pashley, 1986; Silva-Brandão et al., 2008). A polifagia das lagartas de S. 

frugiperda está associada a mecanismos bioquímicos, fisiológicos e/ou 

evolutivos que possibilitam resistir a uma variedade de compostos químicos 

presentes nas plantas (Roy et al., 2016; Israni et al., 2020; Xiao et al., 2020; He 

et al., 2023). 

No Brasil, particularidades do sistema de cultivo como o clima tropical, a 

irrigação e a sobreposição do cultivo de plantas hospedeiras favorecem o 

aumento populacional de S. frugiperda nos cultivos de algodão, milho e soja 

(Martinelli et al., 2006; Martinelli et al., 2007; Barros et al., 2010; Freitas-Bueno 

et al., 2011; Fatoretto et al., 2017). Estas particularidades aliadas a outras 

características biológicas da praga como alta capacidade reprodutiva com 

múltiplas gerações por ano (Fitt et al., 2006; Barros et al., 2010; Farias et al., 

2014; Nagoshi et al., 2015), alta capacidade de detoxificação de moléculas 

inseticidas (Yu et al., 2003; Nascimento et al., 2015; Boaventura et al., 2021; 

Amezian et al., 2023) e alta capacidade para evolução de resistência a táticas 

de controle (Omoto et al., 2016; Chao et al., 2019; Gui et al., 2022) tornam S. 
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frugiperda um inseto de difícil manejo (Okuma et al., 2018; Bolzan et al., 2019; 

Boaventura et al., 2020). Além disso, dados de análise genômica mostram que 

as populações S. frugiperda diferem geograficamente e que, para o manejo 

dessa praga, é necessária uma abordagem específica da região onde a mesma 

se encontra (Tay et al., 2023). 

Para o manejo de S. frugiperda, diversas táticas de controle são utilizadas 

(Paredes-Sánchez et al., 2021). Entre elas, ressalta-se o controle biológico com 

o uso de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV; 

Baculoviridae: Alphabaculovirus) (Bentivenha et al., 2018; Guo et al., 2020; 

Abbas et al., 2022), um bioinseticida a base de baculovírus. SfMNPV é 

reconhecido como uma importante ferramenta para o manejo de S. frugiperda 

devido sua eficácia, seletividade a organismos não alvo e por não ser tóxico aos 

humanos e ao meio ambiente (Cunningham, 1995; Moscardi, 1999; Beas-Catena 

et al., 2014; Thézé et al., 2015).  

O SfMNPV é um bioinseticida com alta especificidade e potencial para o 

manejo de S. frugiperda (Bentivenha et al., 2018) e tem sido recomendado para 

o manejo de populações de S. frugiperda resistentes a inseticidas e proteínas Bt 

devido à ausência de resistência cruzada (Bentivenha et al., 2018, Muraro et al., 

2019). Entretanto, estudos de monitoramento e suscetibilidade são necessários 

para manter a eficiência do bioinseticida (Muraro et al., 2018; Bentivenha et al., 

2018), visto que casos de resistência de Cydia pomonella (L., 1758) 

(Lepidoptera: Tortricidae) a Cydia pomonella granulovirus (CpGV) foram 

relatados em campo (Fritsch et al., 2005; Sauphanor et al., 2006). 

Durante o estágio de infecção de um vírus entomopatogênico, mudanças 

comportamentais como a hiperatividade e o hábito de subir para posições 

elevadas da planta são observadas nas lagartas antes das mesmas morrerem 

(Gasque et al., 2019). Por outro lado, insetos sobreviventes após exposição a 

baculovírus podem causar alterações no desenvolvimento dos lepidópteros, 

dentre eles, prolongamento da fase larval e pupal, redução do peso das larvas e 

pupas, alteração da razão sexual e redução da fertilidade das populações 

sobreviventes (Perelle e Harper, 1984; Patil, 1989; Sait et al., 1994; Monobrullah 

e Shankar, 2008; Cabodevilla et al., 2022; Führ et al., 2021).  

A principal porta de entrada do baculovírus nos insetos é o intestino médio 

(Granados, 1980). A infecção primária é iniciada pelos “occlusion-derived virus” 
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(ODV) que entram nas células epiteliais do intestino médio por meio da fusão 

direta da membrana, enquanto o “budded virus” (BV) são transmitidos célula a 

célula e causam infecção sistêmica (Summers, 1971; Volkman et al., 1977; 

Keddie et al., 1989). As infecções causadas por vírus geralmente desencadeiam 

uma resposta imunológica nos insetos hospedeiros, como diminuição da 

capacidade de melanização (Yuan et al., 2017), redução do número total de 

hemócitos (Scholefield et al., 2019), desligamento global da síntese proteica e a 

indução da apoptose (Ikeda et al.; 2013). Já no sistema digestivo, a função 

digestiva e metabólica do epitélio intestinal pode ser consideravelmente afetada 

pela infecção viral, devido a uma regulação negativa da maioria dos genes 

relacionados a digestão, dentre eles, genes que desempenham papéis 

importantes na fisiologia digestiva, como os da aminopeptidases, serino 

proteases semelhantes à tripsina, lipases e esterases (Noland et al., 2013).  

Na relação entre insetos herbívoros e vírus, um terceiro fator - o consumo 

de diferentes plantas hospedeiras - pode influenciar o desenvolvimento dos 

insetos herbívoros e entomopatógenos associados (Smilanich et al., 2018; 

Muchoney et al., 2022; Muchoney et al., 2023). Diferenças na suscetibilidade de 

insetos herbívoros a entomopatógenos podem ser relacionadas à composição 

das plantas hospedeiras (Wang et al., 2021a; Cory e Hoover, 2009; Aljbory e 

Chen, 2018). Por exemplo, foi observada uma suscetibilidade maior de lagartas 

de Trichoplusia ni (Hübner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae) ao vírus da 

poliedrose nuclear (VPN) em lagartas alimentadas com pepino (Cucumis sativus) 

em relação às que consumiram brócolis (Brassica oleracea) (Shikano et al., 

2010). De maneira similar, a suscetibilidade de Spodoptera exigua (Hübner, 

1808) (Lepidoptera: Noctuidae) ao VPN foi maior em lagartas que se 

alimentaram de soja (Glycine max) em relação àquelas que se alimentaram de 

batata d’água (Ipomoea aquatica) (Wang et al., 2019).  

A fonte de alimento pode modular a resposta imunológica dos insetos 

herbívoros (Bukovinszky et al., 2009; Vogelweith et al., 2011; Lampert, 2012; 

Vogelweith et al., 2015; Wang et al., 2019), o qual é composto principalmente 

pela imunidade humoral e celular (Strand, 2008). Alterações na resposta 

imunológica celular devido à variação da planta hospedeira consumida podem 

ser observadas na alteração do número hemócitos totais (Vogelweith et al., 2011, 

Shikano et al., 2010), na capacidade de encapsulação (Carper et al., 2019) e na 
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composição, morfologia e apoptose dos hemócitos dos insetos herbívoros 

(Wang et al., 2021b). Complementarmente, diferentes plantas hospedeiras 

podem influenciar as defesas imunológicas humorais e alterar as defesas 

antimicrobianas por afetar a cadeia da fenoloxidase (PO) (Vogelweith et al., 

2011; Wang et al., 2019), uma enzima chave na melanização e na formação de 

compostos fenólicos tóxicos aos patógenos invasores (Lemaitre e Hoffmann, 

2007; Knost e Gorman, 2008; Lu et al., 2014). Em função do alimento consumido 

pelo herbívoro, esses podem apresentar menor atividade de fenoloxidase na 

hemolinfa e, consequentemente, serem mais permissivos a infecção por vírus 

(Wang et al., 2019).  

Outras alterações fisiológicas que ocorrem em função do consumo de 

diferentes plantas é a modulação do sistema digestivo em função da presença 

de, por exemplo, inibidores de proteases nos diferentes tecidos vegetais (Pandey 

et al., 2021). Os inibidores de proteases são compostos presentes em algumas 

plantas que interagem com as proteases do intestino dos insetos e formam um 

complexo enzima-inibidor. Este complexo é prejudicial à atividade enzimática e, 

como consequência, a digestão de proteínas é comprometida, levando à 

indigestão, redução da ingestão de alimentos, malformação, anormalidades na 

reprodução e a morte dos insetos que consumirem os inibidores de proteases 

(Zhu-Salzman e Zeng 2015; Singh et al., 2020). Uma classe de proteases 

frequentemente inibida por esses compostos são as tripsinas, classe de enzimas 

em maior abundância no intestino médio de lepidópteros (Terra e Ferreira, 1994). 

As tripsinas do intestino médio catalisam o processo de digestão de proteínas e 

podem também estar envolvidas em outras funções, como na ativação de 

protoxinas ou desintoxicação de proteínas inseticidas Cry em lagartas de 

lepidópteros (Pérez-Hedo et al., 2012; Singh et al., 2020), ter efeitos antivirais 

(Nakazawa et al., 2004) e ativar a infectividade viral pela clivagem de proteínas 

do envelope (Darpel et al., 2011). Dada a sua importância para o sistema 

digestivo de lepidópteros, o uso de inibidores de tripsina é abordado como uma 

opção para o controle e manejo de lepidópteros pragas (Meriño-Cabrera et al., 

2020; Hemmati et al., 2021; Fonseca et al., 2023).  

Além do consumo de inibidores de proteases, outras perturbações sobre 

o desenvolvimento podem ser causadas pelo consumo de diferentes plantas no 

intestino dos insetos. Como exemplo, o consumo de diferentes plantas 
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hospedeiras pode resultar em alterações do perfil metabólico do intestino médio 

(Oliveira et al., 2022), modificação da expressão de genes relacionados à 

digestão (Hafeez et al., 2021a), disbiose da microbiota intestinal (Oliveira e 

Consoli, 2023) e a modificação da atividade de proteases digestivas (Hafeez et 

al., 2021a).  

Apesar da importância econômica de S. frugiperda, pouco se sabe a 

respeito dos efeitos que o consumo de diferentes plantas hospedeiras pode 

causar sobre a suscetibilidade de S. frugiperda a SfMNPV, bem como sobre os 

efeitos do consumo de diferentes plantas sobre o desenvolvimento, o sistema 

imunológico e o sistema digestivo de lagartas expostas a SfMNPV. Dessa forma, 

o presente trabalho de pesquisa foi conduzido para investigar a influência da 

alimentação de lagartas de S. frugiperda com folhas de algodão, milho e soja 

sobre a suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda a SfMNPV e observação de 

parâmetros do desenvolvimento, sistema imunológico e sistema digestivo de 

lagartas de S. frugiperda expostas a CL50 de SfMNPV. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos bioecológicos de Spodoptera frugiperda  

 

 A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), é uma espécie com alta capacidade de dispersão e 

geneticamente diversa (Nagoshi e Meaghernativa, 2008). Nativa do Hemisfério 

Ocidental, sobretudo das regiões tropical e subtropical das Américas (Sparks, 

1979; Ashley et al., 1989), esta lagarta é encontrada causando danos em cultivos 

como os de milho, arroz, sorgo, soja, trigo e algodão (Pogue et al., 2002; Juárez 

et al., 2012; Montezano et al., 2018). Atualmente, S. frugiperda encontra-se 

dispersa em outros continentes, sendo o seu primeiro relato fora do continente 

americano feito em 2016 nos países Nigéria e Gana na África Ocidental 

(Goergen et al., 2016). Em 2018, foi encontrada na Ásia (Guo et al., 2018) e 

posteriormente foi relatada na Europa (Gilioli et al., 2023) e Oceania (Qi et al., 

2021) e, desde então, existe uma necessidade global de compreender quais são 

os seus impactos econômicos e como manejar essa espécie (Overton et al., 
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2021). O sucesso da rápida dispersão de S. frugiperda se deve a fatores como 

capacidade do adulto migrar a longas distâncias com as correntes de ar (Sparks, 

1979; Nagoshi et al., 2019), a alta fecundidade (cada fêmea pode ovipositar mais 

de 1000 ovos) (Johnson, 1987; Montezano et al., 2019) e as rotas de transporte 

e comércio entre as áreas infestadas que podem transportar involuntariamente 

a lagarta-do-cartucho para outras regiões (Early et al., 2018).  

Spodoptera frugiperda possui características altamente plásticas e a 

polifagia é um fator que ajudou na exploração e adaptação em novos ambientes 

(Hafeez et al., 2021b; Tay e al., 2023). Segundo um levantamento feito por 

Montenzano et al. (2016), as lagartas de S. frugiperda tem o potencial de 

consumir 353 espécies diferentes de plantas pertencentes a 76 famílias 

botânicas de plantas cultivadas, plantas ornamentais e plantas daninhas. Uma 

característica de S. frugiperda relacionada a alimentação é a sua diferenciação 

em duas raças geneticamente distintas, que são a raça milho (Raça C) e a raça 

arroz (Raça R) (Pashley, 1986). Morfologicamente, essas raças são idênticas e 

se diferenciam em função da preferência da planta hospedeira, comportamento 

e fisiologia. A Raça C alimenta-se preferencialmente de milho (Zea mays), 

algodão (Gossypium sp.) e sorgo (Sorghum bicolor), e a Raça R é geralmente 

encontrada em arroz (Oryza sativa) e grama-bermuda (Cynodon dactylon) 

(Pashley, 1986; Silva-Brandão et al., 2008). A polifagia das lagartas de S. 

frugiperda está associada a possíveis mecanismos plásticos bioquímicos, 

fisiológicos e/ou evolutivos que possibilitam resistir a uma variedade de 

compostos químicos presentes nas plantas (Roy et al., 2016; Israni e al., 2020; 

Xiao et al., 2020; He et al., 2023). 

No Brasil, S. frugiperda é uma das principais pragas do milho e pode 

causar prejuízos às culturas do algodão e soja, alimentando-se tanto das 

estruturas vegetativas quanto das estruturas reprodutivas das plantas (Martinelli 

et al., 2006; Martinelli et al., 2007; Barros et al., 2010; Freitas-Bueno et al., 2011; 

Fatoretto et al., 2017; Montezano et al., 2019). O cultivo sucessivo dessas 

plantas hospedeiras formam as “pontes verdes”, que aliado ao clima favorável, 

permitem a sobrevivência de S. frugiperda nas áreas de produção e o 

desenvolvimento de múltiplas gerações por ano (Martinelli et al., 2006; Martinelli 

et al., 2007; Barros et al., 2010; Freitas-Bueno et al., 2011; Fatoretto et al., 2017). 

Estas particularidades aliadas a outras características biológicas da praga como 
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a alta capacidade de detoxificação de moléculas inseticidas (Yu et al., 2003; 

Nascimento et al., 2015; Boaventura et al., 2021; Amezian et al., 2023) e alta 

capacidade para evolução de resistência a táticas de controle (Omoto et al., 

2016; Chao et al., 2019; Gui et al., 2022) tornam S. frugiperda um inseto de difícil 

manejo (Okuma et al., 2018; Bolzan et al., 2019; Boaventura et al., 2020). Dessa 

forma, a melhor maneira de manejar S. frugiperda é com base em 

recomendações específicas da região em que a praga se encontra (Tay et al., 

2023). 

O controle de S. frugiperda é realizado principalmente pelo uso de 

inseticidas químicos e plantas geneticamente modificadas que expressam 

proteínas Bt (Bacillus thuringiensis Berliner). Contudo, o uso inadequado dessas 

tecnologias e a alta pressão de seleção favorecem o desenvolvimento da 

resistência de S. frugiperda a essas táticas de controle, resultando em baixa 

eficácia e falhas de controle dos inseticidas químicos e/ou plantas Bt no campo 

(Carvalho et al., 2013; Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016; Horikoshi et al., 

2016). Os bionseticidas, com destaque para os baculovírus, têm sido 

considerados uma boa opção para o controle S. frugiperda, principalmente para 

populações resistentes a inseticidas e proteínas Bt devido à ausência de 

resistência cruzada (Bentivenha et al., 2018; Horikoshi et al., 2019; Muraro et al., 

2019). 

 

2.2. Baculovírus 

 

Os baculovírus (família Baculoviridae) são o maior grupo de vírus 

entomopatogênicos e já foram descritos infectando diversos insetos das Ordens 

Diptera, Hymenoptera e, principalmente, Lepidoptera (Martignoni e Iwai, 1981; 

Federici, 1997; Petersen et al., 2022). O seu genoma é composto por um DNA 

circular de fita dupla, envolto por um capsídeo proteico em forma de bastonete, 

o qual constitui o nucleocapsídeo (Lucas e Knipe, 2001; Williams et al., 2017). 

Durante o ciclo de vida, os baculovírus se replicam nas células dos insetos pela 

produção de dois fenótipos virais: (I) BV (Budded Virus) – partículas virais 

compostas por um único nucleocapsídeo e envelopadas por uma membrana 

derivada da membrana plasmática do hospedeiro e (II) ODV (Occlusion-Derived 
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Virus) – partículas virais compostas por um ou mais nucleocapsídeo e 

envelopadas por uma membrana derivada da membrana nuclear interna da 

célula hospedeira. Estas partículas estão ocluídas em uma matriz proteica 

cristalina de poliedrina, formando os corpos de oclusão (Occlusion Body - OB) 

(Bilimoria, 1991; O’Reilly, 1997). Os ODVs entram nas células epiteliais do 

intestino médio do inseto através da fusão direta da membrana das células do 

epitélio para iniciar a infecção primária, enquanto os BVs são transmitidos de 

célula para célula e causam infecção sistêmica (Summers, 1971; Volkman et al., 

1977; Keddie et al., 1989). 

A família Baculoviridae era dividida em dois gêneros: Granulovirus (GVs) 

e Nucleopoliedrovirus (NPVs), que se diferenciam principalmente pela 

morfologia dos corpos de oclusão (OB) e os NPVs são classificados em relação 

a quantidade de nucleocapsídeos contidos nos ODV, que são: SNPV- Single 

Nucleopoliedrovirus ou MNPV- Multiple Nucleopoliedrovirus. Atualmente, uma 

nova classificação para a família Baculoviridae é utilizada, a qual é classificada 

em quatro gêneros de acordo com os hospedeiros: Alfabaculovírus (NPV 

específico para lepidópteros), Betabaculovírus (granulovírus específicos de 

lepidópteros), Gammabaculovírus (NPV específico para himenópteros) e 

Deltabaculovírus (NPV específico para dípteros) (Jehle et al., 2006).  

O intestino médio é a principal porta de entrada do baculovírus nos insetos 

e a infecção primária se inicia quando as larvas ingerem os vírus na forma de 

corpos de oclusão (OBs) (Granados, 1980). Os OBs são dissolvidos pelo fluido 

alcalino do intestino médio dos insetos e liberam os ODVs, que, para entrarem 

nas células epiteliais do intestino médio, dependem em de uma série de 

proteínas codificadas pelo vírus, denominadas fatores de infectividade per os 

(PIFs) (Peng et al., 2012). Os PIFs estão presentes no envelope do ODV e, até 

o momento, nove proteínas PIF diferentes foram identificadas (Song et al., 2016; 

Boogaard et al., 2017). A maioria dos PIFs tem especificidades restritas ao 

hospedeiro e somente os insetos com receptores específicos para certos PIFs 

nas células epiteliais colunares do intestino médio permitem a entrada dos vírus 

nessas células (Song et al., 2016). Após a entrada dos ODVs nas células 

colunares do intestino médio pela fusão da membrana e reconhecimento 

específico, o vírus é então transportado através do citoesqueleto para o núcleo 

da célula, onde ocorre a replicação (Charlton e Volkman, 1993; Granados e 
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Lawler, 1981). Para propagar a doença e causar a infecção sistêmica, após a 

replicação nas células do intestino, o fenótipo BV do vírus é formado por 

brotamento e deixam as células do intestino médio, atravessando a membrana 

basal do inseto para infectar os hemócitos e as traqueias. Após isso, outros 

tecidos como o corpo gorduroso, células musculares, túbulos de Malpighi e as 

células do tegumento serão infectados (Keddie e Volkman, 1989; Washburn et 

al., 2000). No final da infecção, os OBVs são formados no núcleo das células 

infectadas. Depois de alguns dias, as larvas infectadas morrem e liberam por lise 

celular os OBVs no meio ambiente (Moto et al., 2003). 

Durante o estágio de infecção, os baculovírus são conhecidos por 

causarem mudanças comportamentais no seu hospedeiro, como a 

hiperatividade e o hábito de subir para posições elevadas da planta antes da 

morte dos hospedeiros (Gasque et al., 2019). Essas características podem 

aumentar a distribuição dos OBVs no ambiente e, consequentemente, a chance 

de transmissão para outras lagartas (Vasconcelos et al., 1996). Além disso, as 

infecções causadas por vírus geralmente desencadeiam uma resposta 

imunológica nos insetos hospedeiros, como diminuição da capacidade de 

melanização (Yuan et al., 2017), redução do número total de hemócitos 

(Scholefield et al., 2019), desligamento global da síntese proteica e a indução da 

apoptose (Ikeda et al., 2013). Já no sistema digestivo, a função digestiva e 

metabólica do epitélio intestinal pode ser consideravelmente afetada pela 

infecção viral, devido a uma regulação negativa da maioria dos genes 

relacionados a digestão, dentre eles, genes que desempenham papéis 

importantes na fisiologia digestiva, como os da aminopeptidases, serino 

proteases semelhantes à tripsina, lipases e esterases (Noland et al., 2013).  

 

2.3. Sistema imunológico dos insetos 

 

Os insetos possuem o sistema imunológico do tipo inato, o qual é 

composto por receptores que reconhecem e se ligam a características 

moleculares conservadas dos invasores (Hoffmann, 1995; Lemaitre e Hoffmann, 

2007) e respondem por meio de componentes humorais e celulares (Hoffmann, 

1995; Kojour et al., 2020).  Esses receptores são uma classe de proteínas 
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expressas pelas células do sistema imunológico e são chamados de receptores 

de reconhecimento de padrão (pattern recognition receptors- PRRs). Os PRRs 

reconhecem patógenos invasivos e conseguem distingui-los por meio de uma 

estrutura conservada nos patógenos, que são comumente chamadas de PAMPs 

(pathogen-related molecular patterns) (Zang et al., 2021; Zhao et al., 2023).  

As repostas humorais são aquelas envolvidas na ativação da fenoloxidase 

(PO) e na expressão de genes que codificam peptídeos antimicrobianos (AMPs) 

(González‐Santoyo et al., 2012; Wang et al., 2017; Eleftherianos et al., 2021; 

Zang et al., 2021). A PO é uma enzima do grupo das tirosinases, cuja principal 

função é oxidar fenóis (Mayer et al., 2006). As PO são expressas nos insetos 

como zimogênios inativos (profenoloxidase - PPO) e convertidas em PO ativa 

quando necessário. A síntese de PPO ocorre principalmente nos hemócitos 

(Cerenius e Söderhäll, 2004), sendo que, nos lepidópteros, os hemócitos do tipo 

oenocitoides são responsáveis pela síntese de PPO (Jiang et al., 1997). A 

ativação da PPO acontece por meio da hidrólise proteolítica em um local próximo 

a sua extremidade amino terminal pela ação das serino proteases presentes na 

hemolinfa dos insetos (Kanost e Gorman, 2008).  

Após ativação hidrolítica, a PO ativada catalisa a oxidação de fenóis ou 

tirosina, removendo átomos de hidrogênio dos compostos para a formação de 

quinonas e água. Após esse processo, as quinonas são polimerizadas para a 

formação de melanina, um pigmento escuro depositado sobre ferimentos no 

corpo do hospedeiro ou na superfície de corpos invasores que foram 

encapsulados ou nodulados pelos hemócitos (Kanost e Gorman, 2008; 

González-Santoyo e Córdoba-Aguilar, 2012). A cápsula de melanina impede o 

crescimento e a reprodução do patógeno no corpo de inseto hospedeiro e 

eventualmente leva à morte do corpo invasor (Gillespie et al., 1997). 

Em infecções causadas por baculovírus, a melanização pode 

desempenhar um papel importante na proteção dos insetos, como demostrado 

em um estudo in vitro em que a atividade da fenoloxidase na hemolinfa é a 

principal responsável pela inativação do Hz SNPV e que a produção de H2O2 

dependente da fenoloxidase é responsável para contribuir na inativação viral em 

lagartas de Chloridea virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) 

(Shelby et al., 2006). Em um outro caso, a melanização inibiu a infecção por 

baculovírus em uma população de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: 
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Noctuidae), um hospedeiro semipermissivo (Trudeau et al., 2021). Entretanto, 

em casos em que a infecção viral acontece, o baculovírus pode suprimir o 

sistema imunológico do hospedeiro inibindo as vias de melanização e induzindo 

a produção de serpinas que regulam negativamente a melanização ao inibir as 

proteases alvo ativadoras da PPO (Yuan et al., 201; Jiang, 2021).  

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) são um grupo de proteínas 

sintetizadas pelos hemócitos e, em maior extensão, no tecido adiposo de onde 

são liberados na hemolinfa do inseto rapidamente após infecção microbiana 

(Bulet et al., 1999; Hoffmann et al., 1999). Os AMPs agem inserindo-se e 

rompendo as membranas microbianas de maneira a inativar os patógenos (Bulet 

e Stocklin, 2015). A sua ação é principalmente contra bactéria e fungos (Sheehan 

et al., 2020; Yi et al., 2014). Porém, a literatura tem indicado que os AMPs podem 

apresentar função antiviral e, ao mesmo passo, que os vírus também podem 

neutralizar a ação dos AMPs (Feng et al., 2020).  

A lisozima é um AMP que tem a capacidade de clivar as ligações 

glicosídicas β-1,4 entre o ácido N-acetilmurâmico e a N-acetilglucosamina em 

peptidoglicanos, um componente da parede celular bacteriana (Jolles e Jolles, 

1984). Além de sua atividade antimicrobiana por lise, a lisozima tem outras 

funções, como associar-se a ácidos nucleicos (Steinrauf et al., 1999), onde 

ocorre mudanças conformacionais da lisozima e do DNA, sugerindo que esta 

interação pode interferir na replicação do DNA, modular a expressão gênica e 

bloquear infecções bacterianas e virais (Chapelle et al., 2009). Em lagartas de 

Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), foi identificado que 

uma lisozima contribuiu para a imunidade e sobrevivência larval, reduzindo a 

proliferação do nucleopoliedrovírus (Chen et al., 2018).  

A reposta celular do sistema imunológico dos insetos é conferida pela 

atividade dos hemócitos, células circulantes na hemolinfa envolvidas na 

fagocitose, encapsulamento e nodulação de corpos estranhos (Strand, 2008). A 

fagocitose é o processo pelo qual as partículas estranhas, como microrganismos 

e células apoptóticas são reconhecidas, ligadas à superfície das células e 

internalizadas em um 'fagossomo', que é a organela que se forma ao redor do 

material fagocitado (Stuart e Ezekowitz, 2008). Na nodulação, os hemócitos se 

agregam na superfície do corpo estranho e esses nódulos podem aderir aos 

tecidos ou serem encapsulados. O encapsulamento é um mecanismo em que 
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uma cápsula de camadas sobrepostas de hemócitos é formada em torno de 

protozoários, nematoides e ovos ou larvas de insetos parasitas e está associado 

à melanização, que contribui para a morte do invasor (Vilmos e Kurucz, 1998). 

Os hemócitos são identificados por meio das suas características 

morfológicas, histoquímicas e funcionais (Gupta, 1985), sendo os tipos mais 

comuns relatados na literatura os pró-hemócitos, células granulares, células 

esféricas, plasmatócitos e oenocitoides. Os tipos de hemócitos diferem entre as 

espécies e, em Lepidoptera, os principais tipos de hemócitos encontrados são 

as células granulares (função de fagocitose), células esféricas (função não 

definida, associadas à produção de componentes cuticulares), plasmatócitos 

(função de encapsulamento) e oenocitoides (síntese de fenoloxidase) (Ribeiro e 

Brehélin, 2006). No estágio larval de Lepidoptera, as células granulares e os 

plasmatócitos constituem mais de 50% da população de hemócitos circulantes 

na hemolinfa e são responsáveis pela adesão em superfícies de corpos 

estranhos (Lavine e Strand, 2002).   

Em infecções bem sucedidas de baculovírus, o número de hemócitos 

diminui fortemente com o aumento da dose, sugerindo que o baculovírus reduz 

a capacidade de resposta imune do hospedeiro, o que pode aumentar a 

susceptibilidade do hospedeiro a desafios subsequentes com agentes 

patogênicos ou parasitas (Scholefield, 2019). Entretanto, a capacidade de 

resposta do hospedeiro a essas infecções pode ser modulada, aumentando o 

número de hemócitos circulantes, o que torna o hospedeiro menos permissivo a 

infecção (Shikano et al., 2010).  

 

2.4. Sistema digestivo da fase larval de lepidópteros 

 

 De maneira geral, o intestino das lagartas de lepidópteros é dividido em 

três regiões: I- intestino anterior (formado por faringe, esôfago, papo, 

proventrículo e válvula cardíaca, cuja função é misturar os alimentos ingeridos 

com fluidos secretados pelas glândulas salivares e transportá-los até o intestino 

médio), II- intestino médio (principal local de digestão e absorção de nutrientes) 

e III- intestino posterior (composto pelo íleo, cólon e reto, responsáveis pela 
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reabsorção de água e sais minerais do bolo alimentar que se será defecado) 

(Terra e Ferreira, 2009; Wu et al., 2016). 

 Na maioria dos insetos, na superfície interna do intestino médio existe 

uma estrutura acelular chamada membrana peritrófica (Bolognesi et al., 2008). 

Nas lagartas de lepidópteros, a membrana peritrófica é secretada pelas células 

epiteliais do intestino médio e são compostas de quitina e glicoproteínas 

reticuladas para formar a membrana em forma de rede (Bolognesi et al., 2001; 

Toprak et al., 2010). A membrana peritrófica funciona como uma barreira 

semipermeável para transportar nutrientes, água e minerais e proteger as células 

do intestino médio tanto da abrasão mecânica por alimentos quanto da infecção 

por microrganismos ingeridos com os alimentos (Bolognesi et al., 2001; Toprak 

et al., 2010). A membrana peritrófica dos lepidópteros também serve como uma 

barreira natural a vírus entomopatogênicos. Entretanto, os vírus podem romper 

esta barreira alterando a permeabilidade da membrana peritrófica ou danificando 

a sua estrutura (Toprak et al., 2012; Guo et al., 2007; Rao et al., 2004). A 

membrana peritrófica (MP) separa o intestino médio em dois compartimentos 

luminais: espaço endoperitrófico (dentro da MP) e ectoperitrófico (entre a MP e 

o epitélio do intestino médio). Nos lepidópteros imaturos, as enzimas que 

participam da digestão inicial apresentam peso molecular reduzido e atravessam 

a MP para o espaço endoperitrófico enquanto as enzimas que participam da 

digestão intermediária são retidas no espaço ectoperitrófico geralmente por 

apresentarem alto peso molecular e tamanho superior ao dos poros da MP. Além 

disso, a MP aumenta a eficiência digestiva devido aos fluxos contracorrentes no 

intestino médio causados pela secreção de líquido em uma região posterior e 

sua absorção em uma região anterior diminuindo perda de enzimas por excreção 

(Bolognesi et al., 2008; Terra et al., 2023). 

Os insetos apresentam uma grande diversidade de hábitos alimentares e 

a composição da maioria das enzimas digestivas são específicas dentro das 

ordens. Ou seja, dentro de uma mesma ordem com hábitos alimentares 

semelhantes, os insetos apresentam um grupo semelhante de enzimas 

digestivas (Terra e Ferreira, 1994). Em lepidópteros imaturos, as tripsinas e 

quimotripsinas são as proteases mais abundantes no intestino médio (Terra e 

Ferreira, 1994). Estas são responsáveis por grande parte da digestão de 

proteínas, sendo que as tripsinas apresentam clivagem preferencial de proteínas 
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em posições que contenham aminoácidos básicos, como lisina (Lys) e arginina 

(Arg) e as quimotripsinas apresentam clivagem preferencial de proteínas em 

posições que contenham aminoácidos aromáticos, como fenilalanina (Phe), 

tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) (Muhlia-Almazán et al., 2008; Lazarevic e 

Janković-Tomanić, 2015). 

A composição dos alimentos também pode influenciar na regulação da 

atividade das enzimas que degradam proteínas. Para a tripsina, os alimentos 

ingeridos afetam a sua atividade através de alterações na regulação da síntese 

e secreção de tripsina e por alterações no pH intestinal e nas condições redox, 

favorecendo variantes enzimáticas que são mais eficientes na digestão dos 

alimentos e de genes reguladores que favorecem respostas plásticas 

adaptativas a diversos alimentos (Lazarevic e Janković-Tomanić, 2015). 

Além da função de digestão proteica no sistema digestivo, as tripsinas 

digestivas podem apresentar outras funções, como atuar na detoxificação de 

moléculas tóxicas presentes nos alimentos, como os inibidores de proteases. O 

consumo de determinados inibidores de proteases pode aumentar a expressão 

de algumas serino proteases muitas vezes insensíveis à inibição (Oliveira-Neto 

et al., 2004; Srinivasan et al., 2006) ou as serino proteases podem atuar no 

sequestro desses inibidores de proteases (Mazumdar-Leighton et al., 2000).  

 

2.5. Impacto da alimentação sobre os sistemas imunológico e digestivo dos 

insetos 

 

Os insetos herbívoros, embora possam sintetizar alguns compostos, 

devem obter os nutrientes essenciais para seu desenvolvimento nas plantas 

hospedeiras (Chapman, 2013). O conteúdo, o tipo e a proporção dos nutrientes 

variam entre as plantas e os seus metabólitos secundários podem afetar a 

sobrevivência, o desenvolvimento e a reprodução dos insetos (Waldbauer, 1968; 

Scriber e Slansky, 1981; Singh e Mullick, 1997; Sarate et al., 2012).  

Além da relação direta das plantas hospedeiras sobre o desenvolvimento 

dos insetos herbívoros, a composição das plantas hospedeiras podem ter efeito 

sobre a suscetibilidade dos insetos aos entomopatógenos (Cory e Hoover, 2009; 

Aljbory e Chen, 2018; Smilanich et al., 2018; Wang et al., 2021a; Muchoney et 

al., 2022; Muchoney et al., 2023). Por exemplo, foi observada uma 
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suscetibilidade maior de lagartas de Trichoplusia ni (Hübner, 1803) (Lepidoptera: 

Noctuidae) ao vírus da poliedrose nuclear (VPN) em lagartas alimentadas com 

pepino (Cucumis sativus) em relação às que consumiram brócolis (Brassica 

oleracea) (Shikano et al., 2010). De maneira similar, a suscetibilidade de 

Spodoptera exigua (Hübner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) ao VPN foi maior 

em lagartas que se alimentaram de soja (Glycine max) em relação àquelas que 

se alimentaram de batata d’água (Ipomoea aquatica) (Wang et al., 2019). Em 

Chloridea virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), a suscetibilidade 

ao nucleopoliedrovírus Helicoverpa zea (Boddie) (HzSNPV) diminuiu quando as 

lagartas foram alimentadas com algodão (Gossypium hirsutum L.) em 

comparação com alface (Lactuca sativa) (Hoover et al., 1998). A menor 

suscetibilidade de C. virescens ao HzSNPV no algodão foi correlacionada com 

os níveis de peroxidase foliar, o qual pode ter proporcionado uma maior 

descamação das células do intestino médio infectadas nos insetos que se 

alimentaram de algodão, o que provocou o aumento da resistência ao 

baculovírus (Engelhard e Volkman, 1995; Hoover et al., 2000; Ali et al., 2002).  

Em sistemas tritróficos entre plantas, insetos herbívoros e 

entomopatógenos, um fator que tem sido bastante estudado é o sistema 

imunológico. Nesse contexto, as alterações na suscetibilidade dos insetos aos 

entomopatógenos têm sido relacionadas com as alterações das funções 

imunológicas dos insetos causada pelo consumo de diferentes plantas 

hospedeiras (Karimzadeh e Wright, 2008). Algumas alterações na resposta 

imunológica celular dadas pela variação da planta hospedeira consumida podem 

ser observadas na alteração do número de hemócitos totais (Vogelweith et al., 

2011; Shikano et al., 2010), na capacidade de encapsulação (Carper et al., 2019) 

e na composição, morfologia e apoptose dos hemócitos dos insetos herbívoros 

(Wang et al., 2021b). Complementarmente, diferentes plantas hospedeiras 

podem influenciar as defesas imunológicas humorais e alterar as defesas 

antimicrobianas por afetar a cadeia da fenoloxidase (PO) (Vogelweith et al., 

2011; Wang et al., 2019), uma enzima chave na melanização e na formação de 

compostos fenólicos tóxicos aos patógenos invasores (Lemaitre e Hoffmann, 

2007; Knost e Gorman, 2008, Lu et al., 2014). Em função do alimento consumido 

pelo herbívoro, esses podem apresentar menor atividade de fenoloxidase na 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201102001933#BIB9
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hemolinfa e, consequentemente, serem mais permissivos a infecção por vírus 

(Wang et al., 2019). 

As proteínas e os carboidratos são as duas principais fontes nutricionais 

para os insetos e o funcionamento do sistema imunológico é dependente da 

qualidade dos alimentos ingeridos (Silvajio et al., 2021). Dessa forma, as 

diferenças nutricionais entre dietas podem impactar a resposta imunológica nos 

insetos (Constantin et al., 2022). As proteínas têm sido apontadas como o 

principal macronutriente regulador da imunidade nos estágios larvais dos insetos 

e, quando as larvas não têm acesso suficiente a proteínas, sua imunidade é 

geralmente afetada negativamente, bem como a sua resistência a patógenos 

(Ponton et al., 2023).  

O acesso a proteínas não depende apenas da presença do nutriente no 

alimento, mas também da disponibilidade desse nutriente por meio da digestão. 

A fonte de alimento, como por exemplo o consumo de diferentes plantas, 

também pode modular o sistema digestivo dos insetos (Pandey et al., 2021). 

Compostos como os inibidores de proteases nos diferentes tecidos vegetais 

interagem com as proteases do intestino dos insetos e formam um complexo 

enzima-inibidor. Este complexo é prejudicial à atividade enzimática e, como 

consequência, a digestão de proteínas é comprometida, levando à indigestão, 

redução da ingestão de alimentos, malformação, anormalidades na reprodução 

e a morte dos insetos que consumirem os inibidores de proteases (Zhu-Salzman 

e Zeng 2015; Singh et al., 2020). Uma classe de proteases frequentemente 

inibida por esses compostos são as tripsinas (Meriño-Cabrera et al., 2020; 

Hemmati et al., 2021; Fonseca et al., 2023), enzimas do intestino médio que 

catalisam o processo de digestão de proteínas e podem também estar 

envolvidas em outras funções, como na ativação de protoxinas ou 

desintoxicação de proteínas inseticidas Cry em lagartas de lepidópteros (Pérez-

Hedo et al., 2012, Singh et al., 2020), ter efeitos antivirais (Nakazawa et al., 2004) 

e ativar a infectividade viral pela clivagem de proteínas do envelope (Darpel et 

al., 2011).  

Além da indisponibilidade de proteínas devido à presença de inibidores de 

proteases, o consumo de diferentes plantas hospedeiras pode resultar em 

alterações do perfil metabólico do intestino médio (Oliveira et al., 2022), 

modificação da expressão de genes relacionados à digestão (Hafeez et al., 
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2021a), disbiose da microbiota intestinal (Oliveira e Consoli, 2023) e a 

modificação da atividade de proteases digestivas (Hafeez et al., 2021a). Dessa 

forma, entendemos que a relação entre inseto, planta hospedeira e patógenos é 

complexa e que os processos digestivos e imunológicos têm uma relação que é 

influenciada pela nutrição dos insetos.  

 

2.6. Análise de modulações fisiológicas sobre insetos sobreviventes 

expostos a xenobióticos 

 

Os inseticidas têm efeito nos processos fisiológicos e bioquímicos dos 

insetos, impactando a sobrevivência, o crescimento, o desenvolvimento e a 

reprodução dos mesmos (Sparks e Nauen, 2015). A avaliação dos efeitos dos 

inseticidas nos organismos alvos, inimigos naturais e insetos benéficos pode ser 

feita após a estimativa da dose letal média (DL50) ou concentração letal média 

(CL50), um método clássico de estudo em laboratório. Esta ferramenta é útil para 

comparar a toxidade dos diferentes ingredientes ativos e das diferentes 

formulações de inseticidas que contém o mesmo ingrediente ativo (França et al., 

2017). As estimativas letais também podem ser importantes na avaliação da 

evolução da resistência de uma população a inseticidas (Bourguet et al., 2000).  

Com a definição da CL50, uma concentração de inseticida pode ser 

definida de forma a obter insetos sobreviventes expostos ao inseticida. 

Alterações fisiológicas ou comportamentais podem ser observadas em insetos 

sobreviventes à exposição a inseticidas (Desneux et al., 2007). Um dos efeitos 

observados em insetos sobreviventes à exposição a inseticidas é o fenômeno 

conhecido como hormese. Hormese é definida como o estímulo do desempenho 

do organismo após exposição a baixos níveis de agentes que normalmente 

seriam tóxicos em níveis elevados (Calabrese e Baldwin, 2001). Este fenômeno 

tem sido sugerido como o principal mecanismo para a ressurgência em 

populações de pragas (Cordeiro et al., 2013; Qu et al., 2015), indicando que os 

insetos adaptam a sua fisiologia para serem capazes de lidar com a exposição 

não letal aos inseticidas, com consequente crescimento populacional (Bantz et 

al., 2018). No entanto, as exposições a concentrações não letais também podem 

causar efeitos negativos, como o prolongamento do ciclo de vida e diminuição 

da fecundidade (Xu et al., 2016; Wu et al., 2022).  
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Os inseticidas não atuam apenas no local de ação primário e respostas 

fisiológicas podem ser observadas em insetos sobreviventes à exposição a 

inseticidas em sistemas distintos do alvo do inseticida, como na atividade de 

enzimas de detoxificação, no conteúdo de proteínas totais e na resposta 

imunológica (James e Xu, 2012; Pinto et al., 2019; Ismail, 2020). Paralelamente, 

fatores externos também podem modular a fisiologia dos insetos, alterando 

tolerância a inseticidas e patógenos (Miller e Cotter, 2017). Por exemplo, a 

composição da dieta pode alterar a concentração para matar 50% dos indivíduos 

(Miller e Cotter, 2017). Dessa forma, o uso da estimativa da CL50 é uma 

ferramenta útil para quantificar e comparar se a variação de um determinado 

fator (por exemplo, plantas hospedeiras) implica em uma maior tolerância a um 

agente de mortalidade (por exemplo, baculovírus). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Insetos 

 

 A população de S. frugiperda utilizada nos ensaios foi obtida no 

Laboratório de Ecologia Aplicada (ApecoLab) da Universidade Estadual Paulista 

(Unesp), Jaboticabal-SP. A população foi coletada em milho convencional (antes 

da introdução do milho transgênico no Brasil) e mantida em laboratório 

alimentando-se de dieta artificial (Kasten Jr. et al., 1978; Truzi et al., 2021) por 

aproximadamente, livre de exposição a inseticidas, plantas transgênicas ou 

entomopatógenos.  

 

3.2. Vírus entomopatogênico 

 

 O bioinseticida comercial Cartugem® (AgBiTech, Brasil) foi usado como 

fonte do vírus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV). 
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3.3. Plantas 

 

 As plantas de algodão (IMA2106GL), milho (isolinha 30A37RR, Corteva 

Agriscience) e soja (NS7901RR, Nidera) foram cultivadas em casa de vegetação 

em vasos plásticos de 5 litros que continham aproximadamente 4,5 L de 

substrato. O substrato para cultivo foi composto por areia grossa, terra de 

barranco e esterco na proporção de 3:1:1. As plantas foram irrigadas diariamente 

e não foi aplicado nenhum tipo de inseticida.  

 Todas as folhas usadas na alimentação das lagartas foram coletadas 

durante o estágio vegetativo das culturas e higienizadas em laboratório pela 

imersão das folhas em solução de hipoclorito de sódio (0,075%) por 30 

segundos, seguida de três lavagens em água e uma secagem superficial com 

papel toalha. 

 

3.4. Estimativa da CL50 de SfMNPV sobre lagartas de Spodoptera frugiperda 

alimentadas com as diferentes culturas 

 

 Os ovos de S. frugiperda obtidos da criação em dieta artificial (item 3.1) 

foram colocadas em um recipiente cilíndrico de plástico com tampa (12 cm de 

diâmetro x 9 cm de altura) contendo folhas de algodão, milho ou soja. As lagartas 

eclodidas foram mantidas nesse recipiente até o segundo ínstar (~48 horas) e, 

em seguida, foram usadas para os bioensaios.  

 Para a estimativa da CL50, discos foliares de cada cultura com 2,0 cm de 

diâmetro foram cortados com cortador cilíndrico metálico e imersos em uma 

solução contendo 0,05% de Tween 20 + SfMNPV. As concentrações de SfMNPV 

(corpos de oclusão por mL - obs/mL) foram obtidas a partir de diluições do 

bioinseticida comercial (7,5x109 obs/mL) para as concentrações de 1x105, 1x106, 

5x106, 1x107, 5x107, 1x108 e 1x109. Para o tratamento controle foi usada uma 

solução de água deionizada + 0,05% de Tween 20. Após a imersão, os discos 

foram colocados sobre camada solidificada de água e ágar a 1,0% em placas de 

poliestireno de 12 poços (2 cm de diâmetro e 1,5 cm de altura por poço). Os 

discos de folhas foram separados da camada de ágar por um disco de papel de 

filtro cortado nas mesmas dimensões do fundo do poço das placas.  
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 Após a secagem superficial dos discos foliares, uma lagarta de segundo 

ínstar (~48 horas após eclosão) foi colocada em cada poço da placa usando um 

pincel de ponta fina. As placas foram seladas com filme plástico e incubadas em 

condições controladas (25 ± 1°C e fotofase de 12 h). Os discos foliares foram 

trocados a cada dois dias por discos sem tratamento e a mortalidade das lagartas 

foi avaliada em 7 dias após o início da alimentação. Sintomas de infecção viral 

como flacidez no corpo e extravasamento do conteúdo interno das lagartas foram 

considerados para atribuir a mortalidade observada ao efeito do bioinseticida 

comercial. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com um 

total de 96 lagartas testadas para cada concentração do bioinseticida. 

 

3.5. Parâmetros biológicos de Spodoptera frugiperda expostas a CL50 de 

SfMNPV na fase larval 

 

Para avaliar os parâmetros biológicos do desenvolvimento larval de 

lagartas de S. frugiperda expostas às diferentes fontes de alimento e à CL50 de 

SfMNPV, uma lagarta recém eclodida obtida da criação em dieta artificial (item 

3.1) foi transferida para um recipiente plástico (6,5 cm de diâmetro x 3 cm de 

altura) usando um pincel de ponta fina. Cada recipiente plástico continha um 

disco foliar de algodão, milho ou soja de 2,0 cm de diâmetro colocado sobre uma 

fina camada sólida de água e ágar (1,0%). Um disco de papel filtro de mesmo 

diâmetro do fundo do recipiente separava as folhas da camada sólida de ágar. 

Após a transferência das lagartas, os recipientes foram fechados com tampa 

própria e incubados em condições controladas (25 ± 1°C, fotofase de 12 h). Após 

2 dias, os discos foliares foram trocados por discos que continham SfMNPV. 

Para isso, os discos foram imersos em uma solução contendo 0,05% de Tween 

20 + SfMNPV na CL50 estimada para cada cultura [algodão (2,96x107), milho 

(6,36x107) e soja (2,96x107)]. Para observação do desenvolvimento de S. 

frugiperda na ausência do vírus, folhas de algodão, milho e soja foram tratadas 

com uma solução de água deionizada + 0,05% de Tween 20.  

As lagartas foram mantidas alimentando-se dos discos tratados por dois 

dias. Após esse período, as lagartas sobreviventes foram alimentadas com 

pedaços de folhas de algodão, milho ou soja sem adição das CL50’s do vírus até 

chegarem à fase adulta. Os parâmetros avaliados foram: peso das lagartas em 
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7 dias após a exposição ao vírus, período larval, peso das pupas em 24 horas 

após serem formadas e período pupal. O experimento foi inteiramente 

casualizado, com 10 repetições, sendo 10 lagartas consideradas uma repetição. 

Para os tratamentos que continham vírus, foram adotadas 20 repetições.  

 

3.6. Exposição das lagartas de Spodoptera frugiperda a CL50 de SfMNPV 

para coleta da hemolinfa e extração do intestino das lagartas 

 

Para obter a hemolinfa e o intestino das lagartas de S. frugiperda expostas 

às CL50’s de SfMNPV, os ovos de S. frugiperda obtidos da criação em dieta 

artificial (item 3.1) foram colocados em um recipiente cilíndrico de plástico (12 

cm de diâmetro x 9 cm de altura) contendo folhas de algodão, milho ou soja. As 

lagartas eclodidas foram mantidas nesse recipiente até o segundo ínstar (~48 

horas). Após esse período, as lagartas foram transferidas para placas de 

poliestireno de 12 poços (2 cm de diâmetro e 1,5 cm de altura por poço). Cada 

poço continha um disco foliar de 2,0 cm de diâmetro imerso em uma solução 

contendo 0,05% de Tween 20 + SfMNPV na CL50 estimada para cada cultura 

[algodão (2,96x107), milho (6,36x107) e soja (2,96x107)]. Para os tratamentos 

controles, uma solução de água deionizada + 0,05% de Tween 20 foi utilizada 

para imersão das folhas de algodão, milho e soja. As placas continham uma 

camada sólida de água e ágar a 1,0% e os discos foliares foram separados da 

camada sólida de ágar por um disco de papel de filtro cortado nas mesmas 

dimensões do fundo do poço das placas. As placas foram seladas com filme 

plástico e incubadas em condições controladas (25 ± 1°C e fotofase de 12 h). Os 

discos foliares foram trocados a cada dois dias por discos sem tratamento. Em 

7 dias após o início da exposição ao vírus, uma parte das lagartas foi destinada 

para coleta da hemolinfa e a outra parte para a extração do intestino. Os 

tratamentos foram os mesmos utilizados para a avaliação dos parâmetros 

biológicos (item 3.5). 
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3.7. Coleta de hemolinfa de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas à 

CL50 de SfMNPV 

 

 Aos sete dias após a exposição das lagartas ao SfMNPV (item 3.6), as 

lagartas foram esterilizadas superficialmente com etanol 70%, colocadas em 

gelo e o final do abdômen foi perfurado com uma agulha hipodérmica para coleta 

da hemolinfa. Hemolinfas coletadas de três lagartas (~10 µL por lagarta) foram 

mantidas em gelo, centrifugadas (1000g; 2 min; 4°C) e o plasma (sobrenadante) 

foi coletado e congelado para posterior avaliação das atividades de lisozima e 

fenoloxidase (PO). Para as análises celulares de contagem total de hemócitos 

(CTH), contagem de hemócitos viáveis, adesão de hemócitos e encapsulamento, 

as hemolinfas foram coletadas conforme descrito para a coleta de plasma sem 

executar a etapa de centrifugação e as análises foram realizadas imediatamente 

após a coleta. Um conjunto de hemolinfas coletadas de 3 lagartas foi 

considerado uma repetição e cada tratamento foi composto por 10 repetições. 

 

3.8. Atividades de fenoloxidase e lisozima e quantificação das proteínas 

totais na hemolinfa de lagartas de S. frugiperda expostas a CL50 de SfMNPV 

 

A atividade da fenoloxidade (PO) foi medida pela incubação de 2 μL do 

plasma da hemolinfa com 198 μL de substrato (5 mM L-Dopa, 10 mM cacodilato 

de sódio, 5 mM CaCl2, pH 7,0) em uma microplaca de 96 poços. A microplaca 

foi transferida para um espectrofotômetro Multiskan Sky Microplate 

(Thermofisher) mantido a 30°C e a absorbância das amostras foi medida a 

490 nm em intervalos de 30 segundos durante 1 hora. A fase de aumento linear 

da absorbância em função do tempo (absorbância vs tempo; R2≥0,99) foi usada 

para determinar a atividade de PO. Considerou-se uma unidade de PO (U) a 

quantidade de enzima necessária para aumentar 0,001 unidades de absorbância 

a 490 nm por minuto. Foram realizados ensaios para observação da formação 

de produtos detectáveis a 490 nm na ausência de substrato por meio da 

substituição do volume de substrato na reação por tampão (10 mM cacodilato de 

sódio, 5 mM CaCl2, pH 7,0). 

Para a atividade de lisozima, 197 µL de substrato composto por 0,015% 

(p/v) de células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus (Sigma Chemicals St. 
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Louis) suspensas em tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,4) foram 

homegeneizados em uma microplaca de 96 poços com 3 µL do plasma da 

hemolinfa. A seguir, a microplaca foi transferida para o espectrofotômetro (30°C) 

e a absorbância foi medida continuamente a 450 nm em intervalos de 30 

segundos por 1 hora. Uma unidade de lisozima (U) foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para reduzir 0,0001 unidades de absorbância 

a 450 nm por minuto. Foram realizados ensaios para observação da redução da 

absorbância ou formação de produtos detectáveis a 450 nm na ausência de 

substrato por meio da substituição do volume de substrato na reação por tampão 

(0,05 M fosfato de sódio; pH 6,4). 

A concentração de proteínas totais na hemolinfa foi estimada pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976), utilizando o reagente comercial Bradford Reagent 

(Sigma-Aldrich) e albumina de soro bovino (BSA) como padrão (1-6 μg de BSA 

por poço). A curva padrão de BSA foi construída pelo método de regressão linear 

no programa Excel e as proteínas foram quantificadas em μg/μL. As amostras 

foram preparadas pela adição de 250 μL do reagente de Bradford a 5 μL de 

amostra (composta por 1 μL de hemolinfa + 4 μL de água). A amostra de 

referência (branco) foi preparada pela substituição do volume de amostra por 

5 μL de água. Após o preparo, as amostras foram mantidas por 10 min em 

temperatura ambiente e as amostras foram analisadas no espectrofotômetro 

Multiskan Sky Microplate (Thermofisher) regulado a 595 nm. 

 

3.9. Análise celular 

 

Para contagem total de hemócitos (CTH) e análise da viabilidade dos 

hemócitos (VH) foi utilizada a câmara de Neubauer (HBG® 9020-01) sob 

microscopia de contraste de fase (Zeiss® Axio Imager A2; lentes objetivas de 

40x, resultando em um aumento de 400x). A hemolinfa foi retirada conforme 

descrito no item 3.7 e, para cada repetição, foram coletadas hemolinfas de quatro 

lagartas. As hemolinfas coletadas foram diluídas 10 vezes em tampão fosfato de 

sódio (PBS) 0,05 M e corante Trypan Blue (1x), um reagente que penetra na 

membrana de células mortas. Cada amostra continha 5 µL de hemolinfa, 20 µL 

de PBS 0,05M e 25 µL de Trypan Blue. O volume total de cada reação foi de 
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50 µL e uma amostra (~20 µL) foi analisada na câmara de Neubauer. Quatro 

quadrantes foram contados e as seguintes fórmulas foram utilizadas: 

 

CTH μL-1 = [(∑hemócitos × diluição × 10.000) /∑quadrantes] /1000 

CHM μL-1 = [(∑hemócitos mortos (corados) × diluição × 10.000) 

/∑quadrantes] /1000 

VH = 100- [(CHM μL-1 x100) / CTH μL-1] 

 

Em que: 

 

CTH μL-1 = Contagem total de hemócitos por μL de hemolinfa 

CHM μL-1 = Contagem de hemócitos mortos (corados) por μL de 

hemolinfa 

VH = Viabilidade de Hemócitos (%) 

 

 Para avaliar a adesão de hemócitos, uma amostra de 10 µL de hemolinfa, 

correspondente a hemolinfa coletada de 4 lagartas (item 3.7) foi colocada sobre 

lâminas de vidro e incubados em temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, 

a gota de hemolinfa foi lavada suavemente com PBS 0,05 M para remoção de 

detritos e células não aderidas, resultando em uma área de células formada 

sobre a lâmina de vidro. As células foram fixadas com 5% de metanol diluído em 

tampão anticoagulante (0,098 M NaOH; 0,15 M NaCl; 0,017 M EDTA; 0,046 M 

ácido cítrico) por 5 min. Em seguida, as células foram coradas com corante 

Giemsa a 0,6% (Laborclin) por 10 min (Coodin e Caveney, 1992, Manachini et 

al., 2011, Pinto et al., 2019, Pinto et al., 2021). As células coradas foram lavadas 

com metanol 5% em tampão anticoagulante e as lâminas de vidro contendo a 

monocamada de células aderidas foram cobertas com uma lamínula limpa e 

seladas com verniz incolor. As lâminas foram fotografadas em microscopia de 

luz (Zeiss® Axio Imager A2; lente objetiva de 40x) e a área coberta pelas células 

foi calculada em porcentagem em relação à área total da gota de hemolinfa. As 

áreas foram medidas usando o software ImageJ v.1.5i e 10 repetições de cada 

tratamento foram realizadas para estimar a adesão celular. 

 A capacidade de encapsulação celular in vitro foi avaliada por meio da 

incubação de 5 µL de hemolinfa (item 3.7) com 17,5 µL de meio de cultura 
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InsectXpress™ (Lonza®️) e 10 µL de grânulos de Sephadex A-25 (0,1% p/v) em 

um microtubo com tampa (200 µL). A solução de cultivo foi homogeneizada em 

agitador orbital (temperatura ambiente, 100 rpm, 2 horas). Os grânulos foram 

observados em microscópio de contraste de fase (Zeiss® Axio Imager A2; lente 

objetiva de 40x) e foram classificados em classes (I-V) de acordo com a 

espessura da cápsula formada pelos hemócitos ao redor dos grânulos (Zhang et 

al., 2005; Wu et al., 2008; Teng et al., 2016; Li et al., 2018). Foram classificados 

como classe I os grânulos com no máximo dez hemócitos anexados; classe II os 

grânulos com 10-50 hemócitos anexados; classe III os grânulos com mais de 50 

hemócitos anexados e cobertos com uma camada de principalmente três 

células; classe IV grânulos cobertos com mais de 3 camadas de células mais 

finas que o diâmetro do grânulo e classe V os grânulos cobertos por células com 

camada maiores do que o diâmetro do grânulo. O índice de encapsulamento (IE) 

foi calculado pela fórmula IE = [(Σ classes definidas / Σ número de grânulos 

definidos) * 100] / 5. Onze repetições foram realizadas para cada tratamento. 

 

3.10. Extração dos intestinos de lagartas de Spodoptera frugiperda 

expostas a CL50 de SfMNPV 

 

 Aos sete dias após a exposição das lagartas ao SfMNPV (item 3.6), as 

lagartas sobreviventes foram colocadas em gelo (10 min) e transferidas para 

solução salina (NaCl 125 mM) para a dissecação dos intestinos. Para isso, as 

lagartas tiveram suas cabeças e extremidades posteriores retiradas e seus 

intestinos foram retirados com o auxílio de uma pinça após um corte longitudinal 

através do tegumento na região ventral das lagartas.  

Os intestinos médios contendo a membrana peritrófica foram pesados e 

congelados para posteriormente serem macerados em homogeneizador do tipo 

Potter-Elvehjem na proporção de 3 intestinos para 600 µL de água. Após 

maceração, os homogeneizados foram centrifugados (10.000xg, 10 min, 4°C) e 

o sobrenadante foi utilizado como fonte de enzimas solúveis nos ensaios de 

atividade enzimática (tripsina e fosfatase alcalina). Cada tratamento foi composto 

por 10 repetições e 3 intestinos foram considerados uma repetição. 
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3.11. Atividades de tripsina e fosfatase alcalina e quantificação das 

proteínas totais do intestino de lagartas de Spodoptera frugiperda 

expostas à CL50 de SfMNPV 

 

A atividade de tripsina foi medida após incubação de 40 μL do extrato 

enzimático de intestino (diluído 10x em água) com 160 μL de substrato (Bapna 

1,0875 mM, 0,15% de DMSO em tampão Gly-NaOH 0,1 M pH 9,0) e 40 μL de 

água em uma microplaca de 96 poços. A microplaca foi transferida para um 

espectrofotômetro Multiskan Sky Microplate (Thermofisher), incubada a 30°C e 

a atividade de tripsina foi determinada medindo continuamente a absorbância a 

410 nm em intervalos de 30 segundos durante 20 minutos. Ensaios controles 

como branco de substrato (formação de produtos detectáveis a 410 nm na 

ausência de enzima) e branco de enzima (formação de produtos detectáveis a 

410 nm na ausência de substrato) foram realizados da mesma maneira para 

detecção de possíveis interferências nos ensaios. Uma curva padrão de p-

nitroanilina (25-125 pmol, y= 0,019x; R2=0,99) foi usada como referência para o 

cálculo da atividade de tripsina. Uma unidade de tripsina (U) foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para a formação de 1 µmol de p-nitroanilina 

por segundo. Os resultados foram expressos em U/intestino. 

Para a atividade de fosfatase alcalina, as reações foram compostas por 

50 µL de extrato enzimático, 25 µL de tampão (Gly-NaOH 100 mM pH 9,0) e 

25 µL de substrato p-nitrofenil-fosfato (pNPP 20 mM). As placas de 96 poços 

foram incubadas a 30°C em espectrofotômetro (Multiskan Sky, 

ThermoScientific®) e as leituras de absorbância a 405 nm nas amostras foram 

realizadas de maneira contínua a cada 1 minuto por 20 minutos. Ensaios 

controles como branco de substrato (formação de produtos detectáveis a 405 nm 

na ausência de enzima) e branco de enzima (formação de produtos detectáveis 

a 405 nm na ausência de substrato) foram realizados da mesma maneira para 

detecção de possíveis interferências nos ensaios. Uma curva padrão de p-

nitrofenol (8-32 nmol, y= 0,103x; R2=0,99) foi usada como referência para o 

cálculo da atividade de fosfatase alcalina. Uma unidade de fosfatase alcalina (U) 

foi definida como a quantidade de enzima necessária para a formação de 1 pmol 

de p-nitrofenol por segundo. Os resultados foram expressos em U/intestino. 
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A concentração de proteínas no extrato de intestino foi estimada pelo 

método de Bradford (Bradford 1976), seguindo a mesma metodologia descrita 

no item 3.8. 

 

3.12. Análises estatísticas 

 

 Para a estimativa da CL50, as relações concentração-resposta para 

mortalidade foram analisadas pela análise de regressão de Probit (Finney, 1971) 

e os valores de concentração letal média (CL50) foram estimados utilizando o 

software SAS (SAS Institute, 2015).  

 Os dados dos parâmetros biológicos (peso larval, período larval, peso 

pupal e período pupal), celulares (CTH, VH, adesão e encapsulamento), 

humorais (atividade de fenoloxidase e lisozima e quantificação de proteínas 

totais na hemolinfa) e digestivos (atividades de tripsina e fosfatase alcalina e 

quantificação de proteínas totais do intestino) foram testados em termos de 

homoscedasticidade (teste de Bartlett, α = 0,05) e normalidade (teste de Cramer-

von Mises, α = 0,05, package nortest). Quando os dados não se enquadravam 

nessas premissas, os dados foram transformados usando o coeficiente indicado 

pelo teste de Box-Cox (package Mass). Em seguida, com as premissas de 

distribuição normal e homogeneidade das variâncias atendidas, os dados foram 

analisados por Two-way ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey (α = 0,05, packages gsheet e ExpDes.pt).  

Mesmo com as transformações indicadas pelo teste de Box-Cox, os 

dados de período larval e período pupal não atenderam os requisitos de 

distribuição normal e homogeneidade das variâncias e foram analisados pelo 

teste de Kruskal-Wallis (=0.05) e as médias foram comparadas pelo teste de 

comparação múltipla de Kruskal-Wallis (=0.05) utilizando a correção de 

Bonferroni (package agricolae). As análises foram realizadas utilizando-se o 

software R (R Core Team, 2023). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Estimativa da CL50 de SfMNPV a lagartas de Spodoptera frugiperda 

 

As CL50’s de SfMNPV estimadas para lagartas de S. frugiperda 

alimentadas com folhas de algodão, milho ou soja foram, respectivamente, de 

2,96x107, 6,36x107 e 2,62x107 obs/mL de SfMNPV (Tabela 1). As lagartas que 

se alimentaram de milho precisaram de uma CL50 de SfMNPV aproximadamente 

duas vezes maior em relação às CL50’s observadas para lagartas que se 

alimentaram de folhas de algodão ou de soja (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Concentração letal da solução contendo o vírus SfMNPV necessária 
para morte de 50% da população (CL50) de lagartas de Spodoptera frugiperda 
alimentadas com folhas de algodão, milho ou soja em ensaios de imersão das 
folhas das plantas hospedeiras em soluções contendo diferentes 
concentrações de SfMNPV. 

Cultura na CL50 (IC 95%)b obs/mL 
Coeficiente angular 

± EP 
2c GLd P 

Algodão 576 
2,96x107 

(2,38x107 - 3,73x107) 
1,35 ± 0,098 5,204 4 0,2670 

Milho 468 
6,36x107  

(3,91x107 – 1,19x108) 
0,6885 ± 0,0758 5,0943  3 0,1650 

Soja 557 
2,62x107  

(2,07x107 – 3,35x107) 
1,2648 ± 0,0927 7,4675 4 0,1132 

an = número de indivíduos testados por população. 
bIC = intervalo de confiança. 
c2 = qui-quadrado de Pearson. 
dGL = grau de liberdade. 

 

4.2. Parâmetros biológicos após exposição à CL50 de SfMNPV na fase larval 

de Spodoptera frugiperda  

 

Após 7 dias alimentando-se dos diferentes hospedeiros vegetais, 

independente da presença do vírus entomopatogênico, as lagartas de S. 

frugiperda alimentadas com folhas de milho atingiram maior peso larval 

(aproximadamente 164 mg) em relação a lagartas alimentadas com folhas de 

algodão (aproximadamente 59 mg), valor superior ao observado para lagartas 

alimentadas com folhas de soja (aproximadamente 17 mg). A exposição ao vírus 
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entomopatogênico reduziu o peso larval apenas na condição de alimentação 

com folhas de algodão (redução de 19%) (Figura 1A). O peso de pupas formadas 

na ausência do vírus entomopatogênico foi superior quando as lagartas foram 

alimentadas com folhas de algodão (239,29 ± 1,66 mg) seguido dos pesos de 

pupas obtidos para lagartas alimentadas com folhas de milho e soja 

(aproximadamente 212 mg). Na presença do vírus entomopatogênico, os pesos 

das pupas formadas foram reduzidos nas lagartas alimentadas com os três 

hospedeiros vegetais (redução de 7, 2,8 e 2,5% para lagartas alimentadas com 

folhas de algodão, milho e soja, respectivamente), sendo o peso das pupas 

formadas após alimentação com folhas de algodão (222,50 ± 1,56 mg) superior 

ao observado para pupas formadas após alimentação com folhas de milho e soja 

(aproximadamente 212 mg) (Figura 1B). 

 

 

Figura 1. Peso (mg) de lagartas de Spodoptera frugiperda aos 7 dias após início 
da alimentação com folhas de algodão, milho ou soja (A) e de pupas formadas 
após alimentação da fase larval com folhas desses cultivos (B). Letras 
maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre os parâmetros 
medidos nos diferentes hospedeiros vegetais na ausência do vírus 
entomopatogênico (Controle) (Teste de Tukey, p<0.05). Letras minúsculas 
diferentes indicam diferenças significativas entre os parâmetros medidos nos 
diferentes hospedeiros vegetais na presença do vírus entomopatogênico 
(SfMNPV) (Teste de Tukey, p<0.05). “*” ou “ns” indicam, respectivamente, 
presença ou ausência de diferença significativa entre as médias observadas 
entre Controle e SfMNPV em cada hospedeiro vegetal avaliado (2way-Anova, 

=0.05). 
 

Na ausência do vírus entomopatogênico, o período larval de S. frugiperda 

foi significativamente superior quando as lagartas foram alimentadas com folhas 

de soja (23,17 ± 0,16 dias), intermediário quando alimentadas com folhas de 

algodão (18,01 ± 0,07 dias) e inferior quando alimentadas com folhas de milho 
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(14,18 ± 0,05 dias). Na presença do vírus, os períodos observados para o 

período larval de S. frugiperda foram os mesmo quando as lagartas foram 

alimentadas com soja e algodão, mas foi observado um aumento de 3,1% no 

período larval nas lagartas alimentadas com milho expostas ao vírus 

entomopatogênico (Figura 2A). O período da fase de pupa de S. frugiperda não 

foi alterado pela exposição ao vírus entomopatogênico, apenas pelo hospedeiro 

vegetal consumido durante a fase larval. O maior período pupal foi observado 

em pupas formadas após o consumo de folhas de soja (aproximadamente 11,0 

dias), seguido do período observado após o consumo de folhas de milho 

(aproximadamente 10,5 dias) e, finalmente, pelo consumo de folhas de algodão 

(aproximadamente 9,9 dias) (Figura 2B). 

 

Figura 2. (A) Duração (dias) da fase larval de Spodoptera frugiperda alimentadas 
com folhas de algodão, milho ou soja e (B) duração (dias) da fase de pupas de 
S. frugiperda formadas após alimentação da fase larval com folhas de algodão, 
milho ou soja. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas 
entre os parâmetros medidos (Comparação múltipla de Kruskal-Wallis utilizando 
a correção de Bonferroni; p<0.05). 
 

4.3. Quantificação das proteínas totais e atividades de fenoloxidase e 

lisozima na hemolinfa de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas à 

CL50 de SfMNPV 

 

Para a concentração de proteínas totais na hemolinfa foi observada 

interação entre cultura + SfMNPV (F2,54=3,75; P=0,029). As lagartas que se 

alimentaram de milho e soja não tiveram a concentração de proteínas alterada 

na presença do SfMNPV, entretanto, a concentração de proteínas totais na 

hemolinfa foi maior na presença do SfMNPV nas lagartas que se alimentaram de 

algodão (Figura 3A). 
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Para a atividade de lisozima, foi observada interação entre cultura e 

SfMNPV (F2,57=4,23; P=0,01). Sem a presença do SfMNPV, não houve diferença 

na atividade de lisozima entre as lagartas que se alimentaram de algodão (2,93 

U µL-1), milho (1,39 U µL-1) ou soja (3,07 U µL-1) (F2,57=0,80; P= 0,45). Porém, na 

presença do SfMNPV, a atividade de lisozima foi superior nas lagartas que se 

alimentaram de milho (9,10 U µL-1) em relação à atividade de lisozima observada 

nas lagartas que se alimentaram de soja (3,64 U µL-1). Em destaque, a atividade 

de lisozima nas lagartas que se alimentaram de milho foi 2,5 vezes maior na 

presença do SfMNPV (F1,57=13,14; P< 0,001) (Figura 3B). 

 Não houve interação entre os fatores cultura e SfMNPV para a atividade 

de fenoloxidase (F2,59=2,16; P=0,12) e a presença do SfMNPV não alterou a 

atividade de fenoloxidase (F1,59=1,14; P=0,28). O único fator que apresentou 

influência sobre a atividade de fenoloxidase foi o alimento consumido (F2,59=5,8; 

P=0,005). As lagartas que se alimentaram de milho apresentaram atividade de 

fenoloxidase de aproximadamente 3,08 U µL-1, valor aproximadamente 30% 

superior aos valores de atividade observados nas lagartas que se alimentaram 

de algodão (2,31 U µL-1) ou soja (2,43 U µL-1) (Figura 3C). 
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Figura 3. Parâmetros analisados na hemolinfa de lagartas de Spodoptera 
frugiperda em 7 dias após início da alimentação com folhas de algodão, milho ou 
soja. (A) Concentração de proteínas totais (µg µL-1), (B) Atividade de lisozima (U 
µL-1) e (C) Atividade de Fenoloxidase (U µL-1). Letras maiúsculas diferentes 
indicam diferenças significativas entre os parâmetros medidos nos diferentes 
hospedeiros vegetais na ausência do vírus entomopatogênico (Controle) (Teste 
de Tukey, p<0.05). Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas 
entre os parâmetros medidos nos diferentes hospedeiros vegetais na presença 
do vírus entomopatogênico (SfMNPV) (Teste de Tukey, p<0.05). “*” ou “ns” 
indicam, respectivamente, presença ou ausência de diferença significativa entre 
as médias observadas entre Controle e SfMNPV em cada hospedeiro vegetal 

avaliado (2way-Anova, =0.05). 
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4.4. Análise celular 

 

Para a contagem de hemócitos foi observada interação entre cultura e 

SfMNPV (F2,58=9,85; P<0,001). A contagem de hemócitos na hemolinfa das 

lagartas que se alimentaram de algodão foi aproximadamente 2 vezes maior 

(18.546,67 cel µL-1) do que nas lagartas que se alimentaram de milho (9.326,66 

cel µL-1) ou soja (9.863,63 cel µL-1) (F2,58=25,49; P<0,001). Já na presença do 

SfMNPV a contagem de hemócitos nas lagartas que se alimentaram de algodão 

foi maior (14.457,58 cel µL-1) apenas do que na hemolinfa das lagartas que se 

alimentaram de soja (10.716,67 cel µL-1). A presença do SfMNPV não alterou a 

contagem de hemócitos na hemolinfa das lagartas que se alimentaram de soja. 

Para as lagartas que se alimentaram de milho a contagem de hemócitos foi 1,4 

vezes maior na presença do SfMNPV (13.321,21 cel µL-1). Já para as lagartas 

que se alimentaram de algodão a contagem de hemócitos foi 1,2 vezes menor 

na presença do SfMNPV (14.457,58 cel µL-1) (F1,58=0,12; P<0,72) (Figura 4A). 

Em relação a viabilidade dos hemócitos, não foi observada alteração na 

viabilidade dos hemócitos (viabilidade média= 95%) em função da alimentação 

com diferentes culturas (F2,59=1,00; P=0,37), da presença do SfMNPV 

(F1,59=0,31; P=0,73) ou da interação entre os fatores (F1,59=0,67; P=0,41).  

Para o encapsulamento, uma interação significativa foi observada entre 

cultura e SfMNPV (F2,60=3,48; P=0,03). O encapsulamento nas lagartas que se 

alimentaram de soja (24,35 %) foi aproximadamente 1,5 vezes menor do que o 

encapsulamento nas lagartas que se alimentaram de milho (34,56 %) ou algodão 

(39,58%). Na presença do SfMNPV, o encapsulamento foi similar entre as 

culturas (F2,60=7,99; P<0,001). Dentro da mesma cultura, o encapsulamento foi 

menor apenas para as lagartas que se alimentaram de algodão na presença do 

SfMNPV (28,72 %). Para as demais culturas, o encapsulamento não foi alterado 

na presença do SfMNPV (Figura 4B). 

 Para a aderência celular, não foi observada interação entre cultura e 

SfMNPV (F2,40=0,44; P=0,64) e a presença do SfMNPV não alterou a aderência 

celular (F1,40=0,57; P=0,45). Para as lagartas que se alimentaram de algodão, a 

aderência celular foi duas vezes maior (23,92% de área) em relação às lagartas 

que se alimentaram de milho (10,44% de área) ou soja (9,71% de área) 

(F2,40=37,06; P<0,001) (Figura 4C).  
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Figura 4. Parâmetros celulares analisados na hemolinfa de lagartas de 
Spodoptera frugiperda em 7 dias após início da alimentação com folhas de 
algodão, milho ou soja. (A) Contagem de hemócitos totais (Cel µL-1), (B) 
Encapsulamento (%) e (C) Aderência celular (% de área). Letras maiúsculas 
diferentes indicam diferenças significativas entre os parâmetros medidos nos 
diferentes hospedeiros vegetais na ausência do vírus entomopatogênico 
(Controle) (Teste de Tukey, p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 
diferenças significativas entre os parâmetros medidos nos diferentes 
hospedeiros vegetais na presença do vírus entomopatogênico (SfMNPV) (Teste 
de Tukey, p<0,05). “*” ou “ns” indicam, respectivamente, presença ou ausência 
de diferença significativa entre as médias observadas entre Controle e SfMNPV 

em cada hospedeiro vegetal avaliado (2way-Anova, =0,05). 
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4.5. Quantificação das proteínas totais e atividades de tripsina e fosfatase 

alcalina no intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda expostas 

à CL50 de SfMNPV 

 

Não foi observada interação significativa entre os fatores cultura e 

SfMNPV (F2,54=2,08; P=0,13) para os valores de concentração de proteínas 

totais no intestino de S. frugiperda. Independente da exposição a SfMNPV 

(F1,54=2,36; P=0,13), lagartas que se alimentaram de algodão apresentaram 

maior quantidade de proteínas totais no intestino (17,72 µg/µL) em relação a 

lagartas que se alimentaram de milho (16,48 µg/µL) e as lagartas alimentadas 

com folhas de soja (17,44 µg/µL) apresentaram valores intermediários de 

proteínas totais no intestino que não diferiram dos valores observados em 

lagartas alimentadas com as outras duas culturas (F2,54=3,97; P=0,02) (Figura 

5A). 

Para a atividade de tripsina, não foi observada interação entre cultura e 

SfMNPV (F2,54=2,49; P=0,09) e não foi observado efeito da presença do SfMNPV 

sobre a atividade de tripsina (F1,54=0,46; P=0,49). A atividade de tripsina 

digestiva foi influenciada apenas pela cultura consumida (F2,54=23,99; P<0,001). 

As lagartas que se alimentaram de algodão apresentaram atividade de tripsina 

aproximadamente reduzida (55,72 U/intestino) em relação à atividade de tripsina 

observada em lagartas que se alimentaram de milho (120,52 U/intestino) ou soja 

(93,91 U/intestino) (Figura 5B). 

Foi observada interação entre os fatores cultura e SfMNPV (F2,52=8,33; 

P<0,001) para os valores de atividade de fosfatase alcalina no intestino de S. 

frugiperda. Na ausência de SfMNPV, as lagartas de S. frugiperda alimentadas 

com folhas de milho tiveram atividade de fosfatase alcalina superior (16,81 

U/intestino) à atividade de fosfatase alcalina observada nas lagartas alimentadas 

com folhas de algodão (10,45 U/intestino) ou soja (10,65 U/intestino). Na 

presença de SfMNPV, a atividade de fosfatase alcalina foi similar entre as 

lagartas alimentadas com as diferentes culturas (F1,52=3,53; P=0,065). Apenas 

as lagartas alimentadas com milho apresentaram redução de 1,5 x em relação à 

atividade observada em lagartas que se alimentaram de milho e foram expostas 

a SfMNPV (11,40 U/intestino) (Figura 5C). 
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Figura 5. Parâmetros analisados no extrato enzimático do intestino de lagartas 
de Spodoptera frugiperda em 7 dias após início da alimentação com folhas de 
algodão, milho ou soja. (A) Atividade de fosfatase alcalina (U/intestino), (B) 
Atividade de tripsina (U/intestino) e (C) Teor de proteínas totais (µg µL-1). Letras 
maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre os parâmetros 
medidos nos diferentes hospedeiros vegetais na ausência do vírus 
entomopatogênico (Controle) (Teste de Tukey, p<0,05). Letras minúsculas 
diferentes indicam diferenças significativas entre os parâmetros medidos nos 
diferentes hospedeiros vegetais na presença do vírus entomopatogênico 
(SfMNPV) (Teste de Tukey, p<0,05). “*” ou “ns” indicam, respectivamente, 
presença ou ausência de diferença significativa entre as médias observadas 
entre Controle e SfMNPV em cada hospedeiro vegetal avaliado (2way-Anova, 

=0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

A qualidade das plantas hospedeiras pode afetar diretamente o 

crescimento e o desenvolvimento dos insetos herbívoros (Saeed et al., 2010). 

Independente da exposição ao SfMNPV, as lagartas que se alimentaram com 

folhas de milho apresentaram maior peso aos 7 dias em relação às lagartas que 

consumiram folhas algodão ou soja. Além disso, as lagartas que se alimentaram 

de folhas de milho apresentaram menor período larval em relação as lagartas 

que consumiram folhas de algodão ou soja. Esses resultados indicam que a 

alimentação com folhas de milho proporciona condições mais favoráveis para o 

desenvolvimento larval de S. frugiperda em relação a lagartas que consumiram 

folhas de algodão ou soja. Devido ao período larval mais curto em lagartas 

alimentadas com folhas de milho, possivelmente, a diferença no peso larval aos 

sete dias se deve ao fato de que as lagartas que se alimentaram de milho 

estavam em ínstares mais avançados em relação às lagartas que consumiram 

folhas de algodão ou soja. 

Porém, apesar das lagartas que se alimentaram de algodão e soja 

apresentarem o desenvolvimento mais lento em relação ao observado ao 

consumirem folhas de milho, o peso pupal de S. frugiperda alimentadas com 

folhas de soja equiparou-se com o peso pupal de S. frugiperda alimentadas com 

folhas de milho. Adicionalmente, o peso pupal de S. frugiperda alimentadas com 

folhas de algodão foi aproximadamente 10% superior ao peso pupal obtido 

quando as lagartas se alimentaram de folhas de milho e soja. Essa equiparação 

dos pesos de pupas indica que os três hospedeiros vegetais avaliados resultam 

na formação de pupas similares. 

Ao serem expostas ao SfMNPV, as lagartas de S. frugiperda 

apresentaram uma redução do peso larval apenas quando estavam consumindo 

algodão e redução do peso de pupas ao serem alimentadas com qualquer uma 

das culturas. Esses resultados sugerem que as lagartas sobreviventes à CL50 do 

SfMNPV apresentaram um custo para superar a exposição ao entomopatógeno 

que resultou em uma diminuição no peso das pupas. Alterações de 

desenvolvimento foram observadas em lepidópteros imaturos expostos a 

concentrações não letais de inseticidas à base de baculovírus (Monobrullah e 

Shankar, 2008; Cabodevilla et al., 2011; Führ et al., 2021).  
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A alimentação com diferentes culturas isoladamente não alterou a 

atividade de lisozima nas lagartas de S. frugiperda, porém, ao serem expostas 

ao SfMNPV, as lagartas que se alimentaram de milho tiveram sua atividade de 

lisozima aumentada 2,5 vezes. A lisozima é uma importante enzima de defesa 

no sistema imunológico dos insetos, além da sua propriedade antibacteriana, 

estudos anteriores indicam que a lisozima pode atuar também como composto 

antiviral, bloqueando a replicação dos vírus (Mai e Wang, 2010; Takahashi et al., 

2017; Chen et al., 2018). Dessa forma, os resultados indicam uma influência da 

planta na atividade que lisozima, indicando que as lagartas que se alimentaram 

de milho tiveram uma maior resposta na atividade lisozima e, 

consequentemente, a sua CL50 foi maior do que nas lagartas que se alimentaram 

de algodão e soja.  

A alimentação com folhas de milho influenciou a atividade da fenoloxidase 

de forma que as lagartas que se alimentaram de milho apresentaram a maior 

atividade de fenoloxidase. Os padrões de atividade de lisozima e fenoloxidase 

observados sugerem que lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de 

milho apresentam resposta imunológica humoral superior às respostas 

observadas por lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de algodão e 

soja. Essas atividades superiores desses dois fatores humorais em lagartas de 

S. frugiperda alimentadas com folhas de milho estão provavelmente associadas 

com a necessidade de uma maior concentração de SfMNPV para obtenção da 

CL50 de SfMNPV nessas lagartas em relação às lagartas alimentadas com folhas 

de algodão e soja.  

A resposta imunológica celular foi influenciada tanto pelo consumo das 

diferentes plantas hospedeiras, como pela presença do SfMNPV. As lagartas 

que se alimentaram de folhas de algodão na ausência de SfMNPV apresentaram 

maior contagem de hemócitos na hemolinfa em relação às lagartas que se 

alimentaram de outras culturas. Na presença do SfMNPV, uma redução na 

contagem de hemócitos foi observada apenas em lagartas que se alimentaram 

de folhas de algodão. Esse fato pode ter ocorrido devido à presença de 

compostos secundários nas plantas de algodão, como o gossipol. O gossipol é 

um fenol produzido pelas plantas de algodão cuja função pode estar relacionada 

à defesa da planta contra estresses bióticos, como o ataque de pragas (Tian et 

al., 2019). Dessa forma, a relativa inadequação das folhas de algodão observada 
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para o desenvolvimento das lagartas pode ter resultado em aumento dos 

hemócitos na hemolinfa.  

Porém, apesar do aumento do número de hemócitos em lagartas que se 

alimentaram de folhas de algodão, não foi observado aumento na capacidade de 

encapsulamento mesmo com aumento da aderência celular. Dessa forma, 

ressalta-se que o aumento do número de hemócitos observado em lagartas que 

se alimentaram de folhas de algodão não refletiu um aumento da capacidade de 

resposta imunológica celular. Tal sugestão é reforçada pelo fato que, na 

presença do SfMNPV, o número de total de hemócitos e a capacidade de 

encapsulamento foram reduzidos apenas em lagartas que se alimentaram de 

folhas de algodão. O resultado de aumento da aderência celular pelos hemócitos 

de lagartas alimentadas com folhas de algodão reforça a necessidade de 

atenção na interpretação desses resultados. Nem sempre resultados de 

aumento da aderência celular à superfície de vidro podem ser interpretados 

como aumento da capacidade dos hemócitos em responderem a infecções. Por 

exemplo, o mesmo padrão de resposta (aumento da aderência dos hemócitos e 

redução da capacidade de encapsulação) foi observado ao testar a atividade de 

um peptídeo derivado do veneno de um parasitoide (Cf4) sobre os hemócitos do 

seu hospedeiro (Pinto et al., 2021). 

A redução do número de hemócitos era esperada após a infecção, visto 

que em infecções causadas por baculovírus, o número de hemócitos diminui 

fortemente com o aumento da dose, reduzindo a capacidade de resposta 

imunológica e aumentando a susceptibilidade do hospedeiro (Scholefield, 2019). 

Porém, nas lagartas que se alimentaram de folhas de milho, o número de 

hemócitos aumentou após exposição das lagartas ao SfMNPV. A capacidade de 

resposta do hospedeiro ao baculovírus pode ser modulada, aumentando o 

número de hemócitos circulantes de forma a tornar o hospedeiro menos 

permissivo a infecção (Shikano et al., 2010). Uma explicação para esse fato é 

que, em função do milho ser o hospedeiro preferencial de S. frugiperda, a 

alimentação com essa cultura não altera a contagem de hemócitos, mas, na 

presença do vírus, um agente estressor, o inseto responde, aumentando as 

defesas celulares.  

Em relação ao sistema digestivo, verificamos que as lagartas que se 

alimentaram de algodão apresentaram menor atividade de tripsina. A tripsina é 
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a protease em maior abundância e a principal responsável pela digestão de 

proteínas em larvas de lepidópteros (Muhlia-Almazán et al., 2008). A sua 

presença ocorre em função da presença do alimento (Lazarević e Janković‐

Tomanić, 2015) e o fato das lagartas consumirem menos folhas de algodão em 

relação a folhas de milho e soja (observações pessoais) pode explicar a menor 

atividade de tripsina em lagartas que se alimentaram de algodão.   

No presente estudo, insetos alimentados com plantas de milho 

apresentaram maior atividade de fosfatase alcalina em relação aos insetos 

alimentados com plantas de algodão e soja, mas esta atividade foi reduzida 

quando as plantas foram tratadas com a CL50 de SfMNPV. Resultado similar foi 

verificado em Spodoptera exígua (Lepidoptera: Noctuidae) infectada por 

Spodoptera exigua nucleopolyhedrovirus (SeNPV), em que houve a redução da 

expressão dos genes de fosfatase alcalina no intestino médio do inseto (Chen et 

al., 2020).  

A maior atividade de tripsinas e fosfatases alcalinas em lagartas 

alimentadas com folhas de milho é um indicativo de que os insetos estão se 

alimentando mais e possivelmente estariam melhor nutridos do que os insetos 

que se alimentaram de folhas de algodão e soja, visto que o acesso a proteínas 

não depende apenas da presença do nutriente no alimento, mas também da 

disponibilidade desse nutriente por meio da digestão. As proteínas e os 

carboidratos são fontes de nutrientes para os insetos e o funcionamento do 

sistema imunológico é dependente da qualidade dos alimentos ingeridos (Silvajio 

et al., 2021). Dessa forma, as diferenças nutricionais entre dietas podem 

impactar a resposta imunológica nos insetos (Constantin et al., 2022). As 

proteínas têm sido apontadas como o principal macronutriente regulador da 

imunidade nos estágios larvais dos insetos e, quando as larvas não têm acesso 

suficiente a proteínas, a sua imunidade é geralmente afetada negativamente, 

bem como pode ser reduzida a sua resistência a patógenos (Ponton et al., 2023). 

Dessa forma, as atividades das enzimas digestivas medidas nas lagartas que se 

alimentaram de folhas de milho podem ter implicado em uma melhor resposta 

imunológica nessas lagartas e, consequentemente, aumentado tolerância 

dessas lagartas ao SfMNPV, representada pela maior CL50. 

Este estudo reforça que a relação entre inseto, planta hospedeira e 

patógenos é complexa e que os processos digestivos e imunológicos têm uma 
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relação que é influenciada pela nutrição dos insetos. Extrapolando para dentro 

de um contexto agrícola, entendemos que as plantas que estão sendo cultivadas 

na região podem influenciar nas respostas da população das pragas que estão 

se alimentando delas. Dessa forma, esse estudo também reforça a importância 

do manejo regional das pragas.  

 

6. CONCLUSÕES 

 

As plantas hospedeiras alteram a suscetibilidade e a reposta imunológica 

e digestiva de lagartas de S. frugiperda expostas ao SfMNPV.  

A alimentação com folhas de milho, hospedeiro preferencial de S. 

frugiperda, resultou em melhores desempenhos de desenvolvimento e 

fisiológicos e, consequentemente, em maior CL50 de SfMNPV. 
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