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DIETA ARTIFICIAL E METODOLOGIA DE CRIA(;AO MASSAL PARA O BEM-
ESTAR DE Helicoverpa armigera

RESUMO - A partir de estudos biologicos de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae), objetivou-se neste trabalho selecionar uma dieta artificial
que possa melhor suprir as exigéncias nutricionais requeridas pelo inseto e
estabelecer uma metodologia de criagcdo massal de H. armigera em laboratério que
forneca condicdes estruturais satisfatorias para seu desenvolvimento larval e
desempenho das funcbes reprodutivas, assim por meio de boas praticas de
producdo proporcionar o bem-estar aos insetos. No estudo com dieta artificial foram
medidos parametros de desenvolvimento, indices nutricionais e indices
populacionais em H. armigera alimentada em quatro dietas artificiais utilizadas para
a criagcdo de outros lepidopteros. Os resultados indicaram que H. armigera foi capaz
de completar o ciclo de vida nas quatro dietas, entretanto, com alteracées no seu
desenvolvimento dependendo do alimento ingerido na fase larval. Em condicdes
nutricionais favoraveis, os insetos potencializaram a eficiéncia de utilizacdo das
dietas, com menor consumo e alta eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e
digerido para ganho de biomassa, resultando em insetos mais vigorosos. Por outro
lado, em condicbes menos favoraveis, as lagartas de H. armigera tentaram
compensar a menor adequagado nutricional modificando seu comportamento em
relacdo a tomada do alimento, aumentando a ingestdo da dieta; contudo, esse
esforco resultou em maior gasto de energia no metabolismo, com baixa eficiéncia na
conversdo do alimento ingerido e digerido. A dieta artificial desenvolvida para
Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) foi adequada ao
desenvolvimento biolégico de H. armigera, porém, a modificacdo realizada nesta
dieta promoveu excelente desenvolvimento do inseto, com elevados indices
populacionais e nutricionais, e sem decréscimo no vigor e potencial reprodutivo,
sendo a mais indicada para criagdo massal de H. armigera. Quanto a metodologia
de criacao, este estudo visou abordar os principais desafios enfrentados na criacéo
de H. armigera e identificar os processos de criagdo mais eficientes para a producéo
de insetos com desenvolvimento uniforme, e com quantidade e qualidade suficiente
para serem utilizados em pesquisas basicas quanto aplicadas. Os efeitos no
desenvolvimento larval de H. armigera foram analisados em condi¢des de diferentes
densidades, recipientes e formas de disponibilidade e quantidade de alimento. Para
os adultos, trés tamanhos de gaiolas e densidades de casais foram analisados. Os
resultados indicaram alteracbes nos parametros biologicos de H. armigera em
funcdo das condicbes oferecidas para seu desenvolvimento nas fases larval e
adulta. A sobrevivéncia e a fertiidade de H. armigera foram diretamente
relacionadas com a densidade e o tamanho da gaiola de criagdo. Espera-se que 0s
resultados obtidos nesse trabalho possam contribuir para o conhecimento cientifico e
fornecer subsidios para o desenvolvimento de estudos que contribuam com o
Manejo Integrado de H. armigera em diversas culturas hospedeiras.

Palavras-chave: bem-estar animal, densidade populacional, dieta artificial, equilibrio
nutricional, parametros biol6gicos, técnica de criagdo massal
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ARTIFICIAL DIET AND METHODOLOGY FOR MASS REARING FOR WELFARE
OF Helicoverpa armigera

ABSTRACT - From the biological studies of Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae), the objectives of this study were to select an artificial diet
that could meet its nutritional requirements and establish a methodology of mass
rearing in the laboratory that provides satisfactory structural conditions for larval
development and reproductive performance of H. armigera, thus through good
production practices to provide welfare to insects. In the study with artificial diet were
measured developmental parameters, nutritional and population indices on H.
armigera fed on four artificial diets used for rearing of other lepidopteran. The results
indicated that H. armigera was able to complete the life cycle in the four diets,
however, with changes in its development depending on the food ingested in the
larval stage. In favorable nutritional conditions the insects increased the efficiency of
diet utilization, with lower consumption and high conversion efficiency of ingested and
digested food for biomass gain, resulting in more vigorous insects. On the other
hand, under less favorable conditions, H. armigera larvae tried to compensate for the
lower nutritional adequacy by modifying their behavior in relation to food intake,
increasing the dietary intake; however, this effort resulted in increased energy
expenditure on metabolism, with low efficiency in the conversion of ingested and
digested food. The artificial diet developed for Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Erebidae) was adequate for H. armigera development, but the
modification made on this diet provided an excellent development of the insect, with
high population and nutritional indices, and without decreasing vigor and reproductive
potential, being the most indicated for H. armigera mass rearing. Regarding the
rearing methodology, this study sought to address the main challenges faced in the
rearing of H. armigera and to identify the most efficient rearing processes for the
production of insects with uniform development, and with sufficient quantity and
guality to be used in basic and applied research. The effects on H. armigera larval
development were analyzed under conditions of different densities, containers, forms
of availability and quantity of food. For the adults three sizes of cages and densities
of couples were analyzed. Results indicated alterations in the biological parameters
of H. armigera as a function of the conditions offered for the development of the
larvae and adults. Survival and fertility of H. armigera were directly related to the
density and size of the cage. It is expected that the results obtained in this work can
contribute to scientific knowledge and provide subsidies for the development of
studies that contribute to Integrated Pest Management.

Keywords: Animal welfare, population density, artificial diet, nutritional balance,
biological parameters, breeding technique



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1 Introducéo

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) € uma das mais importantes
pragas em diversos cultivos agricolas. Sua ocorréncia foi relatada em mais de 100
espécies de plantas, especialmente em algodao, grdo-de-bico, milho, soja e tomate
(FITT, 1989). Adultos de H. armigera apresentam alta mobilidade, facilidade na
dispersdo e migracdo (DRAKE, 1991); desta forma o inseto adquiriu ampla
abrangéncia geografica (ZALUCKI; FURLONG, 2005). No Brasil foi relatada em
2013 na cultura do algodéo e soja (CZEPAK et al., 2013). A grande importancia de
H. armigera também esté relacionada com a alta capacidade de desenvolvimento,
reproducdo, adaptacdo em diferentes condigcbes ambientais e, principalmente, pela
sua preferéncia alimentar por estruturas reprodutivas, como inflorescéncias, vagens,
frutos e sementes (WANG; LI, 1884), ocasionando perdas na producédo de algodao,
soja e milho (DEGRANDE; OMOTO, 2013).

A introducdo de H. armigera em novas areas agricolas promove duvidas
gquanto a seu comportamento e potenciais danos aos novos ambientes. Essa
preocupacdo se da notadamente por se tratar de uma espécie com histérico de
evolucdo de resisténcia a diversos grupos de inseticidas quimicos (McCAFFERY,
1998; MARTIN et al., 2005), pela potencial capacidade de evolucdo de resisténcia a
proteinas inseticidas presentes em plantas geneticamente modificadas (ROMEIS;
MEISSLE; BIGLER, 2006; TABASHNIK; van RENSBURG; CARRIERE, 2009;
DOWNES; PARKER; MAHON, 2010) e pela falta de estratégias de manejo, o que se
torna um problema grave devido a intensificacdo de aplicagdes de produtos quimicos
para seu controle, sem a adocdo de estratégias preconizadas no Manejo Integrado
de Pragas (MIP) (EMBRAPA, 2013).

Assim, em decorréncia das caracteristicas de H. armigera e a necessidade de
seu manejo, fomentou-se estudos nas mais diversas areas, o que demanda grande

guantidade de insetos com qualidade. O processo de criagdo massal de insetos
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fitéfagos em laboratério enfrenta muitos desafios, principalmente quanto a
determinacdo de alimento adequado que garanta suas necessidades nutricionais
(PARRA, 2012; COHEN, 2015), além de metodologia de criacdo especifica para a
espécie-alvo (BOLLER; CHAMBERS, 1977).

O entendimento da interferéncia das variagdes quantitativas e qualitativas dos
nutrientes da dieta artificial no desenvolvimento de um inseto € de grande relevancia
para a compreensdo dos custos nutricionais adaptativos envolvidos (SIMPSON et
al., 2004). Em geral, uma dieta desbalanceada afeta a aceitacdo do alimento pelo
inseto, com reflexos em seu desempenho (BEHMER, 2009), o que pode ocasionar
efeitos deletérios em alguma fase de seu desenvolvimento (OJEDA-AVILA,
WOODS; RAGUSO, 2003; FANSON; TAYLOR, 2012).

Neste contexto, a abordagem nutricional quantitativa consiste em aferir a
guantidade de alimento consumido, digerido, assimilado, excretado, metabolizado e
convertido em biomassa, revelando assim os efeitos no desenvolvimento do inseto
em resposta a diferentes alimentos (SCRIBER; SLANSKY JR., 1981). Schowalter
(2011) relata que o alimento ingerido na fase larval € de grande importancia para
insetos holometabolos, pois deve atender corretamente as necessidades nutricionais
para que ocorra desenvolvimento satisfatorio, de modo que os individuos cheguem a
fase adulta aptos a dispersdo e reproducdo. De acordo com Parra (2012), para
avaliar os efeitos no desenvolvimento de insetos, a abordagem biométrica consiste
em mensurar os parametros biolégicos da espécie-alvo.

Dietas artificiais utilizadas como fonte de alimento para insetos diferem muito
na adequacdo quando avaliadas em relacdo a capacidade reprodutiva (COHEN,
2001), e a producdo de ovos estd também relacionada com o valor proteico do
alimento ingerido na fase larval (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). A
compreensao da dinamica populacional de uma espécie pode ser abordada por
meio de tabelas de vida e fertilidade, o que possibilita estimar os parametros
relacionados ao potencial de crescimento populacional, também denominado de
parametros demogréaficos (SILVEIRA NETO et al., 1976; MAIA; LUIZ
CAMPANHOLA, 2000).

Metodologias de criacdo massal adequadas sédo fundamentais para 0 sucesso

na producéo de insetos (COHEN, 2015). As condi¢des estruturais fornecidas aos
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insetos interferem em seu desenvolvimento, o que pode ocasionar efeitos deletérios
nos parametros de desenvolvimento e comportamentais devido ao estresse
(HOFFMANN; COLLINS; WOODS, 2002; ADAMO; BAKER, 2011). O estresse pode
induzir a erros em resultados de investigacdo; desta forma, boas praticas cientificas
requerem insetos confinados e manuseados de maneira apropriada para que nao
ocorram alterac6es bioldgicas (ADAMO, 2012).

Criacbes de insetos em larga escala cada vez mais tem adquirido maior
importancia (COHEN, 2001), e o refinamento nas técnicas de criacdo com a
agregacdo de novas tecnologias tem possibilitado a expansédo e evolucdo dos
programas de Manejo Integrado de Pragas (COHEN, 2015). Assim, é de se esperar
gque em criacbes massais seja abordado o bem-estar animal, como forma de
propiciar ao inseto confinado adequadas condi¢cdes estruturais para 0 seu
desenvolvimento (ERENS et al., 2012).

Visto a necessidade de obtencdo de H. armigera em criacdo massal em
laboratorio para as mais diversas aplicacbes, bem como para a compreensao de
suas exigéncias nutricionais e estruturais em regime de confinamento, estudos séo
necessarios para avaliar a importancia de fornecer os requisitos 6timos aos insetos
para a obtencdo de individuos que manifestem caracteristicas normais de sua
biologia e que quando submetidos a estudos cientificos produzam respostas
confiaveis. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar dietas artificiais para
determinar o melhor alimento que suporte as exigéncias nutricionais de H. armigera
em criacdo massal e avaliar as condi¢des estruturais para o desenvolvimento do
inseto, definindo uma metodologia de criacdo para suprir as necessidades de H.

armigera para as mais diversas atividades.
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2 Revisao de literatura

2.1 Helicoverpa armigera

2.1.1 Posigéo taxonGmica

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Lepidoptera
Familia Noctuidae

Subfamilia Heliothinae

Género Helicoverpa

Espécie Helicoverpa armigera

Na subfamilia Heliothinae encontram-se algumas das espécies de maior
importancia agricola. Em particular, pragas importantes pertencentes ao género
Helicoverpa, como por exemplo Helicoverpa armigera (Hubner) e Helicoverpa
assulta (Guenée) na Africa, Europa, Asia e Oceania e Helicoverpa zea (Boddie) nas
Ameéricas (HARDWICK, 1965).

A posicdo taxondmica de H. armigera desde a primeira classificacdo até a
atualidade tem sido controversa (CABI/EPPO, 1992). Em 1965, Hardwick analisou
um complexo de espécies de lagartas da familia Noctuidae que atacavam espigas
de milho, espécies estas que ocorriam nas Américas e no Continente Africano, e que
na maioria das quais apresentavam referéncia como sendo das espécies Heliothis
armigera Hubner ou Heliothis obsoleta F. Apds analise concluiu-se que existia um
complexo de espécies e subespécies envolvido. Assim, Hardwick descreveu o
género Helicoverpa composto por 18 espécies (MITTER; POOLE; MATTHEWS,
1993).

Com base em caracteristicas morfolégicas nas genitadlias masculina e

feminina foi proposto que para a espécie localizada nas Américas a classificacédo
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seria H. zea e para o Continente Africano H. armigera. Dentro deste novo género, 0
grupo de zea contém oito espécies, e 0 grupo armigera duas espécies, sendo H.
armigera e Helicoverpa helenae Hardwick e trés subespécies Helicoverpa armigera
armigera Walker, Helicoverpa armigera conferta Walker e Helicoverpa armigera
commoni Hardwick (HARDWICK, 1970). Entretanto, ocorreu alguma resisténcia a
alteracdo proposta, pela dificuldade na identificacdo por meio da dissecacdo de
genitdlia e por estar na literatura bem estabelecida a classificacdo antiga em
Heliothis (BRETHERTON; GOATER; LORIMER, 1983). Mas o trabalho de Hardwick
€ aceito pela comunidade cientifica, bem como as alteracdes realizadas
(MATTHEWS, 1992; GORDON et al., 2009).

2.1.2 Sinonimias, combinacf8es usadas para espécie e nomes comuns

Para H. armigera pode-se encontrar variadas sinonimias, combinagfes e
nomes comuns:

- Sinonimias: Chloridea obsoleta F.; Heliothis conferta Walker; Heliothis
guidellii Constantini; Heliothis pulverosa Walker; Heliothis rama Bhattacherjee &
Gupta; Heliothis uniformis Wallengren.

- Combinacdes usadas para espécie: Chloridea armigera; Heliothis armigera e
Noctua armigera.

- Nomes comuns: African cotton bollworn, old world bollworm, cotton
bollworm, tobacco budworm, corn earworm, gram pod borer, grubtomato, scarce
bordered straw (inglés), gusano bellotero del algodon, gusano de la capsula, gusano
del elote del maiz, gusano verde de la capsula, noctua del tomate, oruga de las
capsulas del algodoén, oruga del choclo (espanhol), chenille des epis du mais,
noctuelle des tomates, ver de la capsule (francés), elotide del pomodoro (italiano) e
lagarta-do-tomate (portugués-PT) (CABI, 2016).
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2.1.3 Distribuicéo geografica de Helicoverpa armigera

Os adultos de H. armigera apresentam alta mobilidade e facilidade na
dispersdo (DRAKE, 1991). A espécie € migratdria, com capacidade para alcancar
altitude elevada e longa distancia (PEDGLEY, 1985; ZHOU; APPLEBAUM; COLL,
2000; FENG et al., 2005). Dessa forma, H. armigera conquistou ampla abrangéncia
geografica (ZALUCKI; FURLONG, 2005), e esta presente e difundida na Asia, Africa
e Oceania; na Europa esta estabelecida na Bulgaria, Grécia, Portugal, Roménia e
Espanha; em Chipre, Franca, Hungria e Itdlia sua ocorréncia esta restrita em
algumas localidades (ZALUCKI et al., 1986; GUO, 1997) (para mais distribuicdo
consultar CABI, 2016).

A ocorréncia da praga no Continente Americano foi registrada no Brasil em
2013 (CZEPAK et al., 2013; TAY et al., 2013; SOSA-GOMEZ et al., 2015),
posteriormente no Paraguai e Uruguai em 2013 (ARNEMANN et al., 2016;
CASTIGLIONI et al., 2016) e na Argentina e EUA em 2014 (MURUA et al., 2014;
SMITH, 2014).

2.1.4 Hospedeiros de Helicoverpa armigera

Helicoverpa armigera constitui uma espécie polifaga, e isso reflete na ampla
gama taxondmica de plantas cultivadas e silvestres aceitaveis para oviposicdo de
adultos e alimentacao de lagartas. Assim, ja foi relatada em mais de 100 espécies de
plantas, incluindo as familias Asteraceae, Fabeaceae, Malvaceae, Poaceae e
Solanaceae (ZALUCKI et al., 1986; FITT, 1989; ZALUCKI et al., 1994; POGUE,
2004; CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014).

Para culturas agricolas, os hospedeiros incluem o algoddo (Gossypium
hirsutum L.; Malvales: Malvaceae), caupi (Vigna unguiculata [L.] Walpers; Fabales:
Fabaceae), guandu (Cajanus cajan [L.] Millspaugh; Fabales: Fabaceae), girassol
(Helianthus annuus L.; Asterales: Asteraceae), grédo-de-bico (Cicer arietinumL.;
Fabales: Fabaceae), milho (Zea mays L.; Poales: Poaceae), soja (Glycine max L.;
Fabales: Fabaceae), sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench; Poales: Poaceae) e

tomate (Solanum lycopersicum L.; Solanales: Solanaceae). Outros hospedeiros
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incluem alfafa (Medicago sativa L.; Fabales: Fabaceae), amendoim (Arachis spp.;
Fabales: Fabaceae), batata (Solanum tuberosum L.; Solanales: Solanaceae), cravo-
da-india (Syzygium aromaticum [L.] Merrill & Perry), ervilha (Pisum sativum L.;
Fabales: Fabaceae), feijao (Phaseolus spp.; Fabales: Fabaceae), quiabo
(Abelmoschus esculentus L. Moench; Malvales: Malvaceae), tabaco (Nicotiana spp.;
Solanaes: Solanaceae), linho (Linum usitatissimum L.; Malpighiales: Linaceae),
crisantemo (Chrysanthemum spp.; Asterales: Asteraceae), citros (Citrus spp.;
Sapindales: Rutacea) e mais uma gama de vegetais, como pimenta, flores, arvores
florestais e frutiferas (CHANDRA; RAIl, 1974; BAI et al., 1997; GAHUKAR, 2002;
KAKIMOTO; FUJISAKI; MIYATAKE, 2003; LIU et al., 2004; PAL et al., 2015) (para

mais hospedeiros consultar CABI, 2016).

2.1.5 Aspectos bioldgicos de Helicoverpa armigera

Helicoverpa armigera tem desenvolvimento holometabdlico, ou seja,
compreende as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os adultos sdo mariposas com o
corpo relativamente robusto medindo de 30 a 45 mm de envergadura e 14 a 18 mm
de comprimento, com ampla area toracica e em seguida afinando. Na espécie ocorre
acentuado dimorfismo sexual, sendo o macho com coloracao cinza-esverdeado e a
fémea castanho-alaranjado. As margens das asas anteriores apresentam uma linha
com sete a oito manchas, logo acima uma faixa transversal irregular mais clara, e na
parte central da asa pequena mancha escura em forma de virgula. As asas
posteriores sdo mais claras, com borda marrom escura na extremidade apical
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

Mariposas de H. armigera apresentam atividade crepuscular, e durante o dia
permanecem em repouso, abrigadas nas folhagens ou préximas ao solo; quando
perturbadas voam aleatoriamente até encontrarem outro local de abrigo
(HARDWICK, 1965). Quanto a longevidade, fémeas apresentam em média 11,7 dias
e 0s machos 9,2 dias (ALI; CHOUDHURY, 2009).

Apesar de H. armigera ser polifaga, a fémea tem alta capacidade de selecao
de hospedeiro para oviposicao (CUNNINGHAM; ZALUCKI; WEST, 1999; JALLOW,
MATSUMURA; SUZUKI, 2001). O inicio da oviposi¢cdo pode ocorrer de dois a quatro
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dias apGs a emergéncia, e geralmente ao entardecer (TAYLOR, 1982). Cada fémea
pode colocar mais de 1000 ovos de forma isolada, preferencialmente em folhas
jovens, brotacfes terminais com superficies pubescentes, flores, frutos e menos
frequentemente em folhas desenvolvidas (FITT, 1989; IZQUIERDO, 1996; MENSAH,
1996).

Os ovos medem em média 0,5 mm de didmetro e altura de 0,3 mm, com a
parte apical lisa em torno da micropila. O restante da superficie apresenta nervuras
longitudinais grossas e nervuras transversais finas (ALlI; CHOUDHURY, 2009;
DOLINSKAYA, 2014). Geralmente os primeiros ovos sao inférteis e de coloragéo
inicial branco-amarelada, e ap6s o terceiro dia tornam-se amarelados (NASREEN;
MUSTAFA, 2000). Em temperaturas ideais o periodo de desenvolvimento
embriondrio ocorre em trés dias, entretanto, pode chegar até 11 dias em baixas
temperaturas (CABI/EPPO, 1992). Quando férteis, os ovos inicialmente apresentam
coloracdo branco-amarelada e aspecto brilhante, no segundo dia apresenta uma
faixa de cor castanho-escura, e proximo a eclosao das lagartas os ovos ficam com
coloracédo acinzentada (CZEPAK et al., 2013).

Apés a eclosédo, a coloracdo do corpo das lagartas pode variar de branco-
amarelada a marrom-avermelhada e a capsula ceféalica de marrom-escura a preto
nos primeiros instares. A medida que as lagartas desenvolvem a colora¢do muda,
variando de amarelo-palha a verde, e também ocorrem listras lateralmente no corpo
de coloracdo marrom. Essa variacao na coloracdo pode estar relacionada com o tipo
de alimento utilizado pela lagarta (ALlI; CHOUDHURY, 2009). A partir do quarto
instar, as lagartas apresentam tubérculos abdominais escuros e bem visiveis na
regido dorsal do primeiro segmento abdominal, os quais sdo dispostos na forma de
semicirculo, aparentando um formato de sela (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).
No ultimo instar as lagartas podem medir de 30 a 40 mm de comprimento. Essas
caracteristicas somadas a capsula cefalica de cor parda clara, linhas finas brancas
laterais e a presenca de pelos sdo caracteristicas inerentes a H. armigera
(MATTHEWS, 1992). Outras caracteristicas perceptiveis nas lagartas para
diferenciacdo da espécie estdo relacionadas com a textura do tegumento do corpo,
onde em H. armigera apresenta aspecto levemente coriaceo, o que a difere das

demais espécies de Heliothinae que ocorrem no Brasil. Além disso, quando tocada
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apresenta comportamento de encurvar a cabeca em direcdo a regiao ventral proximo
ao primeiro par de falsas pernas (CZEPAK et al., 2013).

As plantas hospedeiras de H. armigera variam nutricionalmente e tém efeito
sobre seu desenvolvimento, afetando assim a dindmica populacional da praga com
reflexo no nimero de gera¢des no ano (RUAN; WU, 2001; SCHELLHORN et al.,
2008). Dessa forma, pode ocorrer variacdo no periodo larval (14 a 21 dias) e no
namero de instares larvais (cinco a sete). Outro fator que pode interferir no
desenvolvimento de H. armigera esta relacionado com as condi¢cdes climéticas
(CABI/EPPO, 1992).

No final da fase larval, as lagartas de H. armigera passam por um periodo de
tempo denominado pré-pupa: inicialmente as lagartas cessam a alimentacéo,
eliminam os ultimos excrementos fecais de coloracdo avermelhada e posteriormente
procuram um local para confeccdo da camara pupal, onde iniciam o processo de
transformacao de lagarta para pupa. O estagio pupal tem duracédo de 11 a 14 dias e
ocorre no solo; dependendo das condi¢des climaticas, pode entrar em diapausa
como forma de garantir sua sobrevivéncia (KARIM, 2000). No inicio, a pupa
apresenta coloracdo verde-clara, passando para marrom-mogno com a
esclerotizacdo do tegumento. Seu comprimento varia de 14 a 18 mm, apresenta o
formato fusiforme do tipo obtecta, com superficie lisa e arredondada na regiédo
anterior e na regido posterior se observa dois espinhos paralelos afinalados (ALI;
CHOUDHURY, 2009).

2.1.6 Danos e prejuizos em cultivos por Helicoverpa armigera

A grande importancia de H. armigera aos cultivos agricolas esta relacionada,
principalmente, em decorréncia do inseto na fase larval se alimentar
preferencialmente por estruturas reprodutivas das plantas, como inflorescéncias,
frutos, espigas e sementes, causando deformacéo, podriddo ou queda da estrutura
reprodutiva. Em todo o mundo, chegam a US$ 5 bilhdes de ddlares os custos anuais
com controle e perdas de producdo em funcdo da lagarta H. armigera (LAMMERS;
MACLEOD, 2007).
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Nas regifes semiaridas, a perda de rendimento nas culturas chega a US$ 2
bilhdes de ddlares anuais e US$ 530 milhdes sédo gastos com inseticidas aplicados
para o controle da praga (SHARMA; STEVENSON; GOWDA, 2005). Na Australia,
espécies do género Helicoverpa sdo consideradas pragas mais prejudiciais aos
principais cultivos; na cultura do algoddo o custo total com controle e perda de
producdo atingia a US$ 324 milhGes ao ano antes do advento da transgenia
(ADAMSON; DAVIS, 1997). Na india, H. armigera ocorre como principal praga em
muitas culturas economicamente importantes, incluindo algoddo, gréo-de-bico,
tomate e quiabo, ocasionando prejuizos no valor de US$1 bilhdo anuais
(SUBRAMANIAN; MOHANKUMAR, 2006). Na Espanha, H. armigera também é
considerada espécie devastadora nos cultivos de tomate industrial (ARNO et al.,
1999).

No Brasil, na safra 2011/2012 foi registrado um surto de H. armigera na regiao
oeste da Bahia, em culturas convencionais e transgénicas de soja, milho e
especialmente do algodoeiro, quando foram constatadas perdas de até 80% da
producdo. Posteriormente, na safra de 2012/2013, foram observadas incidéncias de
H. armigera nos cultivos de soja irrigada, algodao e feijdo, o que gerou prejuizos de
US$ 78 doblares por hectare, além da necessidade de aplicacdes extras de
inseticidas para o seu controle (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

2.1.7 Estratégias de manejo de Helicoverpa armigera

A producdo agricola desempenha papel importante, pois representa a base
do fornecimento de alimento para alimentacdo humana e animal, além de
proporcionar o desenvolvimento econdmico em muitos paises. Qualquer crise que
ocasione a diminuicdo da producdo agricola pode afetar o abastecimento de
alimento no mundo, ocasionando falta de produtos agricolas, aumento de precos, e
em paises em desenvolvimento pode levar muitas pessoas a passar fome por falta
de acesso ao alimento (CERVANTES-GODOY; DEWBRE, 2010).

Nas atividades agricolas, as pragas e doencas das culturas séo consideradas
os principais fatores bidticos que contribuem para a diminuicdo da producdo de

alimento (OERKE, 2006). Nesse sentido, o Manejo Integrado de Pragas representa
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um componente chave para a manutencdo de um sistema agricola equilibrado e
capaz de satisfazer as necessidades de producdo de alimento de um pais, sem
ocasionar indevidamente prejuizos a base de um ecossistema (HOKKANEN, 2015).

O conceito de MIP gradualmente ganhou aceitacdo e foi adotado ao longo
das ultimas décadas em muitos cultivos agricolas como uma abordagem de controle
de pragas mais ecoldgico, apropriada para a producdo sustentidvel de alimento.
Entretanto, contrapondo com o sistema agricola que adota os preceitos do MIP, na
maioria dos cultivos ainda prevalece o sistema altamente desequilibrado, que tem
propiciado o fornecimento continuo de alimento para as pragas e contribuindo para a
proliferacdo desses insetos (LANDIS; WRATTEN; GURR, 2000). Assim, casos de
niveis populacionais elevados de pragas tém ocorrido, e que superam a capacidade
de atuacéo dos agrotéxicos, o que desencadeia a ineficacia dos produtos utilizados
para seu controle e a selecdo de insetos resistentes aos principais grupos de
inseticidas (BASS et al., 2015).

O advento da transgenia, como tatica de controle de pragas, inicialmente
propiciou a diminuicdo da ocorréncia de pragas e a utilizacdo de agrotoxicos;
entretanto, seu uso como ferramenta de controle de pragas foi indevidamente
empregada, 0 que gerou, em muitos casos, o desenvolvimento de resisténcia as
proteinas inseticidas presentes nas plantas (TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE,
2013). Praticas de MIP tém sido desenvolvidas de varias maneiras e de acordo com
caracteristicas socioeconémicas e ambientais de cada pais. Investigacbes sobre
manejo de insetos em cultivos agricolas resultou no desenvolvimento de tecnologias
de MIP viaveis para producao agricola (BARZMAN et al., 2015).

Em decorréncia de H. armigera apresentar ampla distribuicdo geogréfica,
polifagia e grande capacidade de dispersao, as estratégias a serem utilizadas devem
abranger grandes areas para atingir melhor eficacia no controle do inseto. A época
de plantio representa uma das principais taticas de controle cultural que compde o
MIP, e recomenda efetuar a semeadura das culturas agricolas no menor espaco de
tempo possivel, o que permite a definicgdo de um periodo de vazio sanitario comum
para todas as culturas, reduzindo a disponibilidade continua de alimento ao inseto
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).
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A resisténcia de plantas é reconhecida como uma ferramenta bastante eficaz
como tatica no MIP (BOICA JUNIOR et al., 2015), e em alguns casos pode substituir
0 uso de inseticidas (FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). As plantas hospedeiras de
H. armigera variam na composi¢cao morfoldgica, fisica, nutricional e na presenca de
compostos secundarios, e essa variacdo pode interferir no desenvolvimento e na
dindmica populacional do inseto (RUAN; WU, 2001; MAO et al., 2007; CELORIO-
MANCERA et al., 2011; JAGTAP; ACHARYA; PATEL, 2012; RAZMJOU; NASERI;
HEMATI, 2014).

Outra tatica utilizada no controle de insetos pragas é o uso de plantas
geneticamente modificadas que expressam proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (BAKHSH et al., 2015) ou interferem
no RNA (RNAi e microRNA) (XIONG et al., 2013; AGRAWAL et al., 2015). Vérios
estudos relatam a eficicia de plantas transgénicas de tabaco (FAN et al., 1999),
algoddo (WU et al, 2008; MAHON; DOWNES; JAMES, 2012), tomate
(MANDAOKAR et al., 2012; KOUL et al., 2014), guandu (RAMU et al., 2011) e soja
(DOURADO et al., 2016) no controle de H. armigera. No entanto, para que nao
ocorra rapida evolucéo de resisténcia do inseto as plantas transgénicas (AKHURST
et al., 2003; DOWNES; PARKER; MAHON, 2010), e consequentemente reducao da
vida util dessa tecnologia, € imprescindivel 0 manejo da resisténcia com a utilizacédo
de areas de reflugios nas porcentagens recomendadas nas unidades de producéo
agricola (JIN et al., 2015; DOWNES et al., 2016).

O monitoramento é considerado o fator chave para a implementacdo das
estratégias de manejo e H. armigera (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013;
RAHMAN et al., 2016). Por meio do conhecimento das informagfes referentes a
dindmica populacional da praga é que as tomadas de decisGes ou as taticas de
controle serdo executadas, como por exemplo, 0 momento certo para utilizar a tatica
de controle com o uso de inimigos naturais (SEDARATIAN; FATHIPOUR; TALAEI-
HASSANLOUI, 2014; QAYYUM et al., 2015) ou inseticidas (CARNEIRO et al., 2014).
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2.2 Nutricéao de insetos

2.2.1 Exigéncias nutricionais em insetos

A compreensao da ecologia de insetos tem sido dificultada pelo inadequado
conhecimento da fisiologia nutricional, pois muitos aspectos de sua biologia,
incluindo caracteristicas comportamentais, fisioldgicas, morfoldégicas e ecoldgicas
estdo inseridos em um contexto nutricional (SCRIBER; SLANSKY JR, 1981). Este
fato evidencia a importancia da alimentacdo equilibrada para os insetos, de modo
que os valores qualitativos e quantitativos que compdem o alimento consumido
podem afetar o peso corpéreo, o tempo de desenvolvimento, a sobrevivéncia na
fase pré-imaginal, com reflexo também na fase adulta, influenciando a capacidade
de voo, a competicdo intraespecifica, sobrevivéncia, e, sobretudo, as funcoes
reprodutivas como a fecundidade e a fertilidade (SCHOWALTER, 2011; PARRA;
PANIZZI; HADDAD, 2012).

O entendimento sobre a nutricdo de insetos assume importancia em virtude
da necessidade crescente da producdo em larga escala para as mais diversas
finalidades (COHEN, 2015). As exigéncias nutricionais dos insetos sédo determinadas
em estudos com dietas artificiais, onde se conhece os valores qualitativos e
guantitativos de cada componente, diferentemente do uso de plantas, uma vez que
nestas ocorre variacdo na composi¢ao nutricional, além da presenca de compostos
quimicos que poderia influenciar nas observacdes (PARRA; PANIZZI; HADDAD,
2012).

Para atender as necessidades nutricionais da maioria dos insetos, o alimento
ideal deve conter os seguintes elementos: aminoacidos essenciais (arginina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano e
valina), carboidratos, colesterol, acidos graxos, acidos nucleicos, vitaminas (acido
ascorbico, biotina, colina, acido félico, inositol, acido nicotinico, acido pantoténico,
piridoxina, riboflavina, tiamina) e sais minerais (HOUSE, 1969). Esses nutrientes
devem ser adequadamente balanceados, especialmente na relacdo proteina:

carboidrato, pois sédo nutrientes essenciais para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
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reproducdo dos animais (DADD, 1985; BEHMER, 2009; SIMPSON;
RAUBENHEIMER, 2012).

Os aminoacidos sdo requeridos para a producdo de proteinas estruturais e
enzimas. Normalmente, estdo presentes na dieta como proteinas e sdo essenciais
para insetos em desenvolvimento (HOUSE, 1969). Do ponto de vista nutricional, os
lipidios s@o importantes para as formas jovens de vérias espécies de insetos (DADD,
1985). Os insetos podem produzi-los a partir de proteinas e carboidratos, entretanto,
alguns acidos graxos ndo sédo sintetizados pelos insetos, como o acido linoleico e
linolénico (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012; COHEN, 2015).

Os carboidratos (aglcares) sdo necesséarios para o desenvolvimento dos
insetos, e sua principal funcdo metabdlica esta relacionada com o suprimento de
energia e fonte de carbono (REINECKE, 1985). Também estdo envolvidos na funcao
estrutural da sintese de quitina, podem ser convertidos em gorduras como reservas
nutricionais e contribuir para a producdo de aminoacidos (HOUSE, 1969).
Geralmente, em dietas artificiais sdo adicionados carboidratos para atuar como
fagoestimulantes (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012). Os insetos fitéfagos na fase
pré-imaginal necessitam de algum tipo de carboidrato, e sua deficiéncia causa baixa
vitalidade (REINECKE, 1985).

As vitaminas s&8o substancias organicas que atuam NnOS pProcessos
metabdlicos fornecendo componentes estruturais de enzimas e também atuando
como catalisadores nos processo celulares. Sdo necessarias em pequenas
guantidades nas dietas, uma vez que ndo podem ser sintetizadas pelos insetos
(PARRA, 2012).

Os sais minerais sdo compostos inorganicos que promovem o balanceamento
ibnico e a permeabilidade da membrana dos insetos (COHEN, 2015).

Na elaboracdo de uma dieta artificial, a agua é de fundamental importancia e
deve ser incorporada a dieta para atender as necessidades dos insetos, pois a
maioria dos insetos terrestres contém cerca de 70% de agua no corpo (COHEN,
2015).

A nutricdo de insetos holometabdlicos adultos € pouco conhecida. De modo
geral, para lepidopteros considera-se que agua e carboidrato, em concentracdes

variaveis, sdo suficientes para o desempenho reprodutivo. Parra (2012) recomenda
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o fornecimento de uma solucdo contendo agua e 10% de mel para a manutencao de

adultos longevos e fecundos em criagdes massais em laboratorio.

2.2.2 Dietas artificiais

Dietas artificiais para insetos sdo como ferramentas cada vez melhores para
manipula-los e beneficiar o homem e o meio ambiente (COHEN, 2015). Dietas sao
os alimentos disponibilizados aos insetos em criacbfes massais em substituicdo ao
alimento utilizado na natureza (VANDERZANT, 1966). As dietas artificiais estéo
sendo desenvolvidas devido a necessidade de producdo de insetos em larga escala
visando estudos nas mais diversas areas do conhecimento em Entomologia e na
implementacgéo de MIP (KNIPLING, 1966; COHEN, 2015).

Para a dieta artificial ser considerada ideal para criacdo massal de insetos, ela
deve atender as exigéncias nutricionais, propiciar 6timo desenvolvimento na fase
pré-imaginal com sobrevivéncia superior a 75%, promover a producdo de adultos
com alta capacidade reprodutiva, manter o vigor do inseto ao longo de geragdes, e
na medida do possivel ser de baixo custo, com ingredientes disponiveis no mercado,
de facil preparo, preferencialmente favorecer o desenvolvimento de varias espécies
de insetos e manter as caracteristicas iniciais no periodo de armazenamento
(PARRA, 2012).

As fontes de proteinas contendo os aminoacidos essenciais normalmente
utilizadas para a composicado de dietas sdo encontradas no feijdo, soja, caseina e
germe de trigo, e apresentam papel fundamental nos processos metabodlicos dos
insetos, sendo limitantes para o seu desenvolvimento (VANDERZANT, 1974). Em
termos qualitativos, a mistura vitaminica de Vanderzant atende as exigéncias
requeridas pelos insetos (SCRIBER; SLANSKY JR., 1981). Como fonte de lipidios
utiliza-se 6leo de germe de trigo ou colesterol, e a sacarose como fonte de
carboidratos (SINGH, 1985). Outros ingredientes que compdem as dietas artificiais
sdo agentes gelificantes (agar, alginatos e gelatina), preservativos contra agentes
contaminantes, fungicidas, antioxidantes, sais minerais, antibioticos e agua (COHEN,
2015).
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2.2.3 Dietas artificiais para Helicoverpa armigera

A escolha de uma dieta artificial que permita a criacdo de insetos em
laboratério e que fornegca as necessidades nutricionais para o seu adequado
desenvolvimento representa um dos principais requisitos para 0 sucesso na criacao
(PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012). Quando nao esta disponivel uma dieta artificial
especifica para o inseto-alvo, recomenda-se a utilizacdo de dietas elaboradas para
espécies com caracteristicas similares de alimentacdo ou taxonomicamente
relacionadas (COHEN, 2015).

Para a criacdo de H. armigera, estudos tém sido dirigidos ao desenvolvimento
de uma dieta artificial econdmica ou com adicdo de novos componentes. Abbasi et
al. (2007) avaliaram o desenvolvimento de H. armigera em dieta artificial com a
substituicdo do agar por fécula de mandioca com o objetivo de diminuir o custo na
elaboracdo da dieta, e verificaram que a dieta a base de fécula de mandioca
manteve o desenvolvimento de H. armigera semelhante a da dieta com agar. Hamed
e Nadeem (2008) avaliaram dietas artificiais preparadas com a alteracdo de
ingredientes basicos, incluindo a farinha de gréo-de-bico, feijdo-mungo, soja, trigo,
milho, semente de algoddo e castanha-d’agua, e concluiram que a farinha de gréao-
de-bico agregada a dieta artificial foi o ingrediente basico mais adequado a
alimentacdo de H. armigera. Outra causa limitante a utilizacdo de novas dietas
artificiais refere-se a dificuldade para obtencédo ou falta de especificacdes de alguns
dos seus componentes (KRISHNAREDDY; HANUR, 2015). No entanto, varias
divergéncias sdo observadas quanto ao desempenho de H. armigera em algumas
dietas disponiveis (AHMED; KHALIQUE; MALIK, 1998; WU; GONG, 1997).

2.3 Criacdo de insetos em laboratorio

Definir e estabelecer uma metodologia de criagdo massal em laboratério tém
sido uns dos grandes desafios em trabalhos cientificos que envolvem criacdo de
insetos em ambientes controlados, principalmente pela grande diversidade e
particularidades das espécies (COHEN, 2015). Como parte dos esforcos para

desenvolver uma metodologia apropriada para o inseto-alvo destaca-se a
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adequacdo do alimento oferecido ao inseto, pois é primordial fornecer uma
alimentacao nutricionalmente equilibrada para os insetos, de forma que ocorra o
minimo custo adaptativo (SIMPSON et al., 2004).

A temperatura tem influéncia relevante na criacdo de insetos, de tal forma que
pode inibir ou favorecer o desenvolvimento dos mesmos (GILBERT; RAWORTH,
1996). Um estudo visando esclarecer o papel que a variacdo de temperatura no
desempenho de H. armigera em laboratorio verificou que o seu desenvolvimento
ocorre no intervalo de temperatura constante de 17,5°C a 32,5°C. Entretanto,
ocorrem prejuizos no seu desenvolvimento e sobrevivéncia nas temperaturas mais
extremas (MIRONIDIS, 2014). Os melhores valores de desenvolvimento e
reproducdo de H. armigera foram obtidos em condigbes controladas de temperatura
de 25 a 27,5 °C (BARTEKOVA; PRASLICKA, 2006; MIRONIDIS, 2014).

Outros fatores importantes para o sucesso nas criagcdes de insetos estao
relacionados a escolha de recipientes utilizados na criacdo na fase pré-imaginal e
adulta, a determinacdo das condicdes estruturais ideais e a capacitacdo técnica de
pessoal para todas as etapas que envolva a producdo massal de inseto (PARRA,
2012).

As condi¢cOes inadequadas de higiene comprometem a qualidade do inseto
produzido (GRENIER, 2012). Os equipamentos, utensilios ou local onde sé&o
produzidas as dietas artificiais, bem como se as salas de criacdo e ingredientes
estiverem contaminados pode favorecer o desenvolvimento de fungos e bactérias
nas dietas, e com isso acarretar na perda da unidade de producdo (MALDONADO,;
POLANIA, 2010). Outro problema referente a sanidade em criagbes massais esta
relacionado com a ocorréncia de doencas nos insetos, causadas por diversos
patdbgenos, como protozodrios, virus, bactérias e fungos, durante os estagios do
ciclo de vida do inseto (GREENBERG, 1970; EILENBERG et al., 2015).

Para evitar mudancas fenotipicas e genotipicas em insetos de criacfes
massais quando criados por longo periodo de tempo (SORENSEN; ADDISON;
TERBLANCHE, 2012), Van Lenteren (1986) preconiza iniciar a criagdo com um
namero grande de insetos, formando varias linhagens separadas e ao longo do

tempo promover o cruzamento controlado dessas.
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Cohen (2015) salienta que o refinamento das técnicas de criacdo de insetos,
com agregacao de novas tecnologias, tem possibilitado a expanséo e evolugéo dos
programas de Manejo Integrado de Pragas em nivel mundial, por meio de programas
de Controle Biolégico com o uso de insetos predadores, parasitoides, agentes

microbianos e insetos estéreis.

2.4 Métodos de avaliacao

2.4.1 Abordagem biométrica

De acordo com Parra (2012), para avaliar os efeitos no desenvolvimento de
insetos, a abordagem biométrica consiste em mensurar os parametros biolégicos da
espécie-alvo. No caso especifico de lepidépteros, podem ser avaliados o0s
parametros nas fases de desenvolvimento, isto é, ovo, larva, pupa e adulto. Na fase
de ovo séo observados o periodo de desenvolvimento embrionario e a viabilidade.
Na fase larval, os insetos sdo muito sensiveis a alimentacdo disponibilizada, e
dependendo do alimento, pode interferir no nimero de instares (determinado pela
medicdo diaria da largura da cépsula cefélica), na duracdo do periodo larval, na
sobrevivéncia e na ocorréncia de alteragcdes morfologicas. Para pupas, avalia-se a
duracéo do periodo pupal, peso de pupas em data especifica, sobrevivéncia pupal,

deformacdes e razdo sexual. Neste caso utiliza-se a férmula:

RS = N°F / (N°F + N°M)

Sendo N°F o numero fémeas e N°M o numero de machos gerados em dietas
avaliadas (SILVEIRA NETO et al., 1976).

Na fase adulta avalia-se o0 periodo de pré-oviposicdo, numero de
acasalamentos, numero diario e total de ovos por fémea, longevidade e
deformacgbes (PARRA, 2012).
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2.4.2 Abordagem nutricional quantitativa

A abordagem nutricional quantitativa consiste em medir a quantidade de
alimento consumido, digerido, assimilado, excretado, metabolizado e convertido em
biomassa. A analise dessas medicfes revela como o0s insetos respondem a
diferentes alimentos e quais 0s componentes alimentares que exercem 0S maiores
efeitos sobre seu crescimento (SCRIBER; SLANSKY JR., 1981).

O estudo da nutricdo quantitativa apresenta aplicabilidade em diversas areas
de estudos comportamentais de insetos, levando em conta que as medidas de
consumo e utilizacdo do alimento estdo interligadas com a fisiologia alimentar e com
0 comportamento de selecdo de plantas hospedeiras, assim pode-se adotar a
abordagem nutricional quantitativa nas areas de resisténcia de plantas a insetos
(KOUHI; NASERI; GOLIZADEH, 2014), em observacbes em relacao
alimento/inseto/inimigo natural (THOMPSON; REDAK; WANG, 2005; ROSSI;
SALVADOR; CONSOLI, 2014) e no controle biolégico (PARRA, 2012).

Os indices nutricionais para medir o consumo e utilizagdo de alimentos por
insetos fitéfagos foram padronizados por Waldbauer (1968), e posteriormente
realizadas algumas alteracdes por Kogan e Cope (1974) e Scriber e Slansky Jr.
(1981) passaram a ser utilizadas em estudos nutricionais (PARRA, 2012). Os indices
nutricionais:

Taxa de consumo relativo (RCR) representa a quantidade de alimento
ingerido por miligrama de peso corpéreo do inseto por dia e é expressa em
mg/mg/dia:

RCR=I1/(B.T)

Taxa metabdlica relativa (RMR) indica a quantidade de alimento gasto em
metabolismo por miligrama de peso corpéreo por dia (mg/mg/dia):
RMR=M/(B.T)

Taxa de crescimento relativo (RGR) equivale o ganho de massa pelo inseto
em relacdo ao seu peso (mg/mg/dia):
RGR=B/(B.T)
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Eficiéncia de conversédo do alimento ingerido (ECI) expressa a porcentagem
de alimento ingerido transformado em biomassa (%):
ECI=(B/I).100

Eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD) representa a
porcentagem de conversao do alimento digerido em biomassa (%):
ECD=[B/(I-F)] . 100

Digestibilidade aproximada (AD) representa a porcentagem de alimento
ingerido que é efetivamente assimilado pelo inseto (%):
AD = [(I-F) /1] . 100

Custo metabdlico (MC) representa a porcentagem do alimento metabolizado
em energia para manutencgao dos processos vitais (%):
MC =100-[B/(I-F).100]

indice de consumo (CI) representa a relacdo entre o peso do alimento
ingerido e o peso médio corporeo do inseto (mg/mg):
Cl=1/B

Nos quais:

| = peso do alimento ingerido (mg) durante T,

B = ganho de peso pelas lagartas (mg) durante T;

B = peso médio das lagartas (mg) durante T;

T = duracéo do periodo de alimentagéo (dias);

M = alimento metabolizado durante o periodo de alimentacdo M = (I - F) - B;
F = peso de alimento nao digerido e excrecado (mg) durante T;

(I = F) = alimento assimilado (mg) durante T.
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2.4.3 Abordagem demografica

As tabelas de vida de fertiidade séo indicadas para a compreensao da
dindmica populacional de uma espécie, e fazem parte de um processo para estimar
0s parametros relacionados ao potencial de crescimento populacional, também
denominado parametros demograficos (MAIA; LUIZ; CAMPANHOLA, 2000). Essas
tabelas servem para condensar os dados essenciais de desenvolvimento,
sobrevivéncia e fertilidade de uma populacdo em estudo (SILVEIRA NETO et al.,
1976).

Silveira Neto et al. (1976) esclarecem gue nas tabelas de vida de fertilidade
sdo registrados dados de insetos adultos para determinar a fertilidade, e esses
registros sdo efetuados com numero fixo de casais. Nas colunas das tabelas sdo
inseridos dados referentes ao intervalo de idade no qual foi tomada a amostra (X),
idade esta considerada desde a fase de ovo; numero de descendentes fémeas
gerados por cada fémea (mx); neste caso, como se considera somente fémeas, a
razdo sexual deve ser computada; taxa de sobrevivéncia na idade x (Ix).

Tendo elaborado a tabela de vida de fertilidade, sdo estimados os parametros
de desenvolvimento, segundo Maia, Luiz e Campanhola (2000):

Taxa liquida de reproducao (R,), ou seja, uma estimativa do nimero esperado
de descendentes fémeas produzidas por cada fémea, durante a vida til:

Ro =) (Ix. mx)

Tempo de geracgao (T) representa o intervalo de tempo entre cada geracgao:
T=(x.mx.x)/) (Ix.mx)

Taxa intrinseca de crescimento (r,) esta relacionada com a velocidade de
crescimento da populacao por unidade de tempo:
rm=10ge Ro/ T=In(Ry)/ T

Taxa finita de aumento (A) € o numero de fémeas adicionadas a populagao
por fémea por unidade de tempo:

A=e
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Tempo de duplicacdo (Dt) é o tempo necessario para o inseto duplicar a
populacao inicial:
Dt=In(2)/rm

2.4.4 Abordagem bem-estar animal

O bem-estar esta relacionado com as condi¢cdes estruturais oferecidas ao
animal e se estas sao suficientes para garantir a adaptacdo, e se atende as
necessidades basicas ao seu desenvolvimento conforme sua natureza. Esté inserido
em uma area de conhecimento interdisciplinar, e se refere ao estado fisico e
psicologico de um individuo em relacdo ao meio em que vive (BROOM, 1991;
KEELING; RUSHEN; DUNCAN, 2011).

A abordagem do bem-estar animal € cada vez mais reconhecida como um
componente importante de assegurar a qualidade dos produtos de origem animal e
vegetal que séo oferecidos nas relacbes comerciais, para consumidores conscientes
sobre a importancia da sustentabilidade ambiental e do bem-estar animal (BAYVEL,
1993).

A publicacdo do livro Animal Liberation em 1975 por Singer foi o marco
histérico, onde teve inicio debates em relacdo a legitimidade cientifica e a moral da
experimentac&o animal (PAIXAO; SCHRAMM, 1999). Segundo Feij6 (2006), no nivel
atual das investigacdes sobre a utilizacdo de animais em estudos basicos e em
experimentacdo cientifica emerge a necessidade de se esclarecer a importancia e
funcdo da bioética. Uma das primeiras estratégias de avaliacdo do bem-estar em
animais confinados foi o conceito das cinco liberdades (BRAMBELL, 1965), que por
meio de observagcdo permitiu avaliar quantitativamente os aspectos fisicos, mentais
e naturais do bem-estar. Segundo as cinco liberdades, os animais devem ser livres
de medo e estresse, livres de fome e sede, livres de desconforto, livres de dor e
doencas e ter a liberdade para expressar seu comportamento natural (BRAMBELL,
1965; ERENS et al., 2012; McCULLOCH, 2013).

Horvath et al. (2013) comentam que embora os invertebrados constituem a
maioria das espécies, seu bem-estar é negligenciado quando comparado aos

vertebrados, e comprovado pela quase auséncia de regulamentos em investigacao
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animal. Essa limitada preocupacao muitas vezes é justificada por suposicfes de que
os invertebrados nao experimentam dor ou estresse pela falta de capacidade de
funcdes cognitivas de ordem superior (ERENS et al., 2012). Entretanto, estudos
recentes sugerem que algumas espécies de invertebrados exibem capacidades
cognitivas comparaveis aos de vertebrados, e sdo capazes de experimentar dor e
estresse (ROEDER, 2005; ADAMO; BAKER, 2011).

Em criacBes de insetos, ainda existem lacunas na adocdo do conceito de
bem-estar, principalmente referentes as limitadas informacfes cientificas sobre os
métodos de criagdo que agregam o bem-estar de insetos (DeGOEDE et al. 2013).
No entanto, o conceito de bem-estar em inseto esta cada vez mais sendo abordado
em laboratério (SMITH, 1991) e no dominio de criagdes de insetos para alimentacao
animal e humana (ERENS et al., 2012).

Entre os beneficios que podem ser obtidos em seguir o modelo das cinco
liberdades, em criacbes de insetos em laboratério, destaca-se a minimizacdo do
estresse, e consequentemente a obtencdo de resultados de investigacbes mais
confiaveis (ADAMO, 2010). Even, Devaud e Barron (2012) relatam que o estresse
representa as respostas a qualquer tratamento adverso ou prejudicial em um
sistema especifico, e pode ter impactos negativos na alimenta¢cédo, ganho de peso,
reproducao e na funcdo imunoldgica dos insetos (ADAMO; BAKER, 2011; KHOURY;
MYERSCOUGH; BARRON, 2011).

2.4.5 Elaboracdo de protocolo para criagcdo de Helicoverpa armigera que
atenda o bem-estar animal

Criacdo massal de insetos tem como objetivo principal produzir o numero
maximo de insetos qualitativamente aceitaveis para utilizagcdo em diversos fins, com
praticidade, espaco reduzido e custos baixos. A abordagem do bem-estar animal
neste contexto também deve ser considerada. Assim, todas essas variaveis devem
ser consideradas ao estabelecer um protocolo de criagdo massal.

Até o momento ndo ha conhecimento estruturado, apoiado em pesquisas
cientificas, sobre como os insetos devem ser criados em condi¢cdes que estejam de

acordo com seu bem-estar (ERENS et al., 2012). Entretanto, a avaliacdo de
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pardmetros biologicos em insetos em regime de confinamento submetidos a
diferentes condi¢cdes de alimentagc&do, ambiental e estrutural pode sugerir a melhor
forma de criagdo. Para H. armigera as técnicas de criagdo empregadas nas fases de
desenvolvimento do inseto podem estar em consonancia com a abordagem do bem-
estar animal.

Na elaboracdo de um protocolo para criacdo de H. armigera, os padrbées a
serem aspirados em relacdo as condi¢cdes de producdo dos insetos devem estar
alicercados nas cinco liberdades de Brambell. Desta forma, os itens a serem
contemplados séo:

A liberdade de fome e sede: Para H. armigera, bem como para os insetos em
geral, o alimento representa um fator importante para a producédo do conjunto de sua
histéria de vida (SCHOWALTER, 2011). Assim, o alimento a ser fornecido aos
insetos deve atender as suas exigéncias nutricionais.

A polifagia de H. armigera sugere sua capacidade de se desenvolver em
diferentes condi¢cBes nutricionais (RUAN; WU, 2001; HEMATIA et al., 2011).
Entretanto, o fornecimento de material vegetal “in natura” em criagdo massal torna-
se inviavel, em decorréncia da necessidade de cultivo, aumento de mé&o de obra,
maior ocorréncia de doencas devido a dificuldade de descontaminacdo e pela
variacado qualitativa do alimento (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012). Desta forma,
em criacdo massal, o fornecimento de dieta artificial como forma de alimento ao
inseto, em substituicdo ao material vegetal, torna-se a alternativa mais adequada
(VANDERZANT, 1966).

As exigéncias nutricionais de H. armigera ainda ndo estdo estabelecidas e a
escolha ou elaboracdo de uma dieta artificial ideal que atenda suas necessidades
nutricionais encontra-se limitada. Entretanto, existem alguns componentes dietéticos
gue devem fazer parte da dieta, como carboidratos, proteinas, lipidios, acidos
nucleicos, minerais, vitaminas e agua. A escolha da dieta ainda € um processo de
tentativa e erro. Ao comparar diferentes tipos de dietas pode-se escolher a dieta que
propiciou para a espécie-alvo 0 menor tempo de desenvolvimento na fase pré-
imaginal, maior aproveitamento do alimento, alta produtividade reprodutiva e

crescimento populacional rapido.
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A liberdade de desconforto e a liberdade de expressar o comportamento
normal: A auséncia de desconforto em animais esta relacionada a liberdade de
expressar o comportamento natural (ERENS et al.,, 2012). No caso dos insetos é
necessario ter uma compreensao dos aspectos relativos ao comportamento natural
da espécie-alvo para melhor adequacdo do ambiente de confinamento. Para H.
armigera o seu comportamento natural sugere, principalmente, a ndo tolerancia a
determinados niveis de densidade na fase pré-imaginal. Desta forma, o
entendimento do comportamento do inseto possibilita 0 desenvolvimento de técnicas
de criacdo onde nao ocorra desconforto para o inseto confinado.

A liberdade de dor, lesbes e doencas: Em criacdo em larga escala a sanidade
da unidade de producdo representa outra variavel que interfere no bem-estar do
inseto, onde em condi¢cdes inadequadas de higiene pode ocasionar doencas nos
insetos, causadas por diversos patdgenos, como protozoarios, virus, bactérias e
fungos, durante os estagios do ciclo de vida do inseto (EILENBERG et al., 2015). A
ocorréncia de lesdes em H. armigera esta muito relacionada quando larvas e adultos
sao confinados em alta densidade. Quanto a dor em insetos, mais estudos sao
necessarios para melhor entendimento, entretanto alteracdes fisiolégicas e
comportamentais podem indicar algum tipo de desconforto.

A liberdade de medo e angustia: Para os insetos confinados a liberdade de
medo e angustia pode estar associada com a ocorréncia de estresse na criacao.
Alguns fatores, como a alta densidade e constante interferéncia na criacdo de H.
armigera podem produzir algum estresse e assim interferir em seu comportamento e
desenvolvimento.

As condi¢bes ambientais de temperatura, umidade e fotoperiodo também séo
fatores importantes a ser considerados no bem-estar animal. Em H. armigera as
condicdbes ambientais ideais favorece o desenvolvimento e em condigbes
desfavoraveis podem induzir a estresse, desconforto e canibalismo (MIRONIDIS,
2014).

Neste estudo, adotou-se como hipotese de bem-estar para H. armigera como
sendo a capacidade do inseto de expressar as atividades biologicas naturais que
formam a sua histdria de vida, garantindo assim a perpetuacédo da espécie. E para

garantir o bem-estar ao inseto teve como premissa o fornecimento de:
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1 — Condi¢des ambientais adequadas a espécie;
2 — Fornecimento de alimento com qualidade e quantidade;
3 — Manejo e praticas estruturais que promovam o0 comportamento natural do

inseto.
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CAPITULO 2 - Dieta artificial para Helicoverpa armigera: uma analise bioldgica,

nutricional e populacional

RESUMO - A lagarta do Velho Mundo, Helicoverpa armigera, descobre o
Novo Mundo, com possibilidades infinitas de sucesso. Para a implementacdo de um
programa de Manejo Integrado de Pragas é primordial estudos nas mais diversas
areas do conhecimento em Entomologia, e a producdo do inseto-alvo em larga
escala torna-se imprescindivel. A escolha de uma dieta ideal é parte essencial do
processo de otimizacdo de qualquer criacdo massal. Neste estudo foram medidos
pardmetros de desenvolvimento, indices nutricionais e indices populacionais em H.
armigera alimentada em quatro dietas artificiais, para Spodoptera frugiperda,
Diatraea saccharalis, Anticarsia gemmatalis e modificada de A. gemmatalis, para
selecionar a mais adequada para a criagcdo de H. armigera. Os resultados indicaram
gue H. armigera foi capaz de completar o ciclo de vida nas quatro dietas avaliadas,
com alteragbes no desenvolvimento dependendo do alimento oferecido na fase
larval. As possiveis causas do alto ou baixo desempenho do inseto sdo abordadas e
estdo relacionadas com as caracteristicas fisicas da dieta e variagdo quantitativa e
gualitativa de nutrientes. A dieta artificial desenvolvida para A. gemmatalis afetou
positivamente os parametros biolégicos de H. armigera. Além disso, a dieta
modificada de A. gemmatalis promoveu excelente desenvolvimento de H. armigera,
com elevados valores dos indices populacionais e nutricionais, e sem decréscimo no
vigor e potencial reprodutivo, sendo a mais indicada para criacdo massal do inseto
para fins de estudo em Manejo Integrado de Pragas.

Palavras-chave: cotton bollworm, criacdo massal de insetos, eficiéncias de
utilizacéo de alimentos, equilibrio nutricional, historia de vida
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CHAPTER 2 - Artificial diet for Helicoverpa armigera: a biological, nutritional
and population analysis

ABSTRACT - The OId World bollworm, Helicoverpa armigera, discovers the
New World, with infinite possibilities of success. For the implementation of an
Integrated Pest Management program, studies in the most diverse areas of
knowledge in Entomology are essential, and large-scale production of the target
insect becomes essential. The choice of an ideal diet is an essential part of the
optimization process of any mass rearing. In this study development parameters,
nutritional indices and population indices were measured in H. armigera fed on four
artificial diets, for Spodoptera frugiperda, Diatraea saccharalis, Anticarsia gemmatalis
and modified A. gemmatalis to select the most suitable for H. armigera rearing. The
results indicated that H. armigera was able to complete the life cycle in the four
evaluated diets, with alterations in the development depending on the food offered in
the larval stage. The possible causes of high or low insect performance are
addressed, and are related to physical characteristics of the diet and quantitative and
qualitative variation of nutrients. The artificial diet developed for A. gemmatalis
positively affected the biological parameters of H. armigera. In addition, the diet
modified A. gemmatalis provided excellent development of H. armigera, with high
values of population and nutritional indices, and without decrease in the vigor and
reproductive potential, being the most indicated for the insect mass rearing for
studies in Integrated Pest Management.

Keywords: cotton bollworm, food utilization efficiencies, insect mass rearing, life

history, nutritional balance
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1 Introducéo

No Novo Mundo, a introducdo da praga Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (TAY et al., 2013; SOSA-GOMEZ et al., 2015) produziu
graves implicacGes aos cultivos agricolas. Além disso, o potencial de dispersdo da
praga para novos territérios (KRITICOS et al.,, 2015) pode produzir ainda maiores
perdas econdmicas (OLIVEIRA et al., 2014), causar impactos ambientais negativos
associados com a utilizacdo de inseticidas e promover mudancas em muitos
sistemas ecoldgicos (GUREVITCH; PADILLA, 2004; PIMENTEL; ZUNIGA;
MORRISON, 2005).

A alimentacéo generalista de H. armigera em ampla gama de hospedeiros e
em diferentes habitats, a flexibilidade na adaptacdo reprodutiva e a elevada
abundancia em gque ocorre representam um desafio para estudos bioecolégicos para
fins de aplicacdes tanto em pesquisa basica quanto aplicada (BEHERE et al., 2013).
Uma prioridade para produzir estes estudos é a disponibilidade e o fornecimento
continuo e adequado de H. armigera de alta qualidade oriundas de producdo massal
em laboratério.

Embora tenham ocorrido casos de sucesso no desenvolvimento ou melhorias
de algumas dietas artificiais para insetos, muitas outras foram consideradas falhas
(SINGH, 1985; COHEN, 2001). Para a criacdo de H. armigera, estudos tém sido
dirigidos ao desenvolvimento de uma dieta artificial econémica (ABBASI et al., 2007)
ou com substituicdes de certos ingredientes (HAMED; NADEEM, 2008). No entanto,
varias divergéncias sdo observadas quanto ao desempenho de H. armigera em
algumas dietas disponiveis (AHMED; KHALIQUE; MALIK, 1988; WU; GONG, 1997).
Outra causa limitante a utilizacdo de novas dietas artificiais refere-se a dificuldade
para obtencdo ou falta de especificagbes de alguns dos seus componentes
(KRISHNAREDDY; HANUR, 2015). Assim, estudos sao necessarios para adequar
uma dieta artificial que atendam as necessidades nutricionais de H. armigera e que
produza grande quantidade de individuos uniformes em criacdo continua em

laboratdrio para uso em pesquisas basicas e de manejo do inseto.



45

Proteinas e carboidratos sdo nutrientes essenciais para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e reproducdo dos animais (BEHMER, 2009; SIMPSON;
RAUBENHEIMER, 2012). O entendimento da interferéncia das variacbes
quantitativas e qualitativas dos nutrientes da dieta no desenvolvimento de um inseto
€ de grande relevancia para a compreensdo dos custos nutricionais adaptativos
envolvidos (SIMPSON et al., 2004). Em geral, uma dieta desbalanceada afeta a
aceitacdo do alimento pelo inseto, com reflexos em seu desempenho (BEHMER,
2009), o que pode ocasionar efeitos deletérios em alguma fase de seu
desenvolvimento (OJEDA-AVILA; WOODS; RAGUSO, 2003; FANSON; TAYLOR,
2012). O padrado de alimentacao nos estagios de desenvolvimento de H. armigera ja
foi previamente definido (RAUBENHEIMER; BARTON BROWNE, 2000; BARTON
BROWNE; RAUBENHEIMER, 2003). No entanto, pouco se sabe sobre as
exigéncias nutricionais do inseto e a interferéncia da relagao proteina: carboidrato no
seu desenvolvimento.

Em decorréncia da alta polifagia de H. armigera, trabalhou-se com a hipotese
de que dietas artificiais usualmente utilizadas e adequadas ao desenvolvimento de
alguns lepidépteros também permitiriam a criagdo de H. armigera com elevada
qualidade biol6gica para fins de estudo em manejo integrado de pragas. Assim, 0s
objetivos desse estudo foram selecionar entre essas dietas artificiais a mais
adequada para a criacdo de H. armigera, utilizando parametros de desenvolvimento,
indices nutricionais e populacionais como critérios de avaliacdo e verificar o0s

possiveis fatores na dieta artificial que interferem no desempenho do inseto.
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2 Material e métodos

2.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a
Insetos do Departamento de Fitossanidade na Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias - Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP, Brasil. Os ensaios
foram realizados em condicbes ambientais controladas de 26 + 1°C, 60 + 5% de

umidade relativa e fotofase de 12 horas.

2.2 Criacdo de Helicoverpa armigera

Individuos de H. armigera foram originalmente obtidos de doacdes das
Empresas Bayer, Dupont (Paulinia, SP) e SGS Gravena (Jaboticabal, SP). A coldnia
de laboratério foi iniciada em folhas de algod&o, cv. BRS 293. Na geracdo F1 foram
estabelecidas linhagens do inseto em cada dieta artificial (Tabela 1) antes de serem

utilizadas nos ensaio.
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Tabela 1. Composicao das dietas artificiais avaliadas para a criagdo de Helicoverpa
armigera em laboratério.

Quantidade para produzir 100 g

Constituintes

Dieta SF*  DietaDS*  Dieta AG® Dieta MAG*
Sacarose - 4,98 ¢g - -
Proteina de soja - 4,98 g 2,35¢ 1,95¢
Germe de trigo - 1,459 4,70 g 391¢g
Levedura 1,99¢ - 294¢g 2,44 ¢
Nipagin 0,079 0,299 0,23 g 0,20 g
Acido ascorbico 0,209 0,179 0,289 0,23 g
Acido sorbico 0,07 g - 0,149 0,12¢g
Cloreto de colina - 0,04 g - -
Sais de Wesson - 0,719 - -
Solucéo vitaminica® - 1,04 mi 0,47 ml 0,59 ml
Ccomplexo, . 0,04 ml : :
vitaminico
Ampicilina - 0,01g - -
Tetraciclina - 0,01g 0,01g 0,02¢
Formol (40%) 0,13 ml 0,07 ml 0,28 ml 0,23 ml
Agar 1,59 g 1,04 g 1,08 g 1,37 g
Caseina - 2,249 1,76 g 1,95¢
Feijao 13,24 g’ - 5879’ 4,98 ¢°
Agua 82,73 ml 82,94 ml 79,88 ml 82,10 ml

Quantidade por porcéo 100 g de dieta

Proteina 3,88 ¢ 4,339 591¢g 512¢g
Carboidrato 7,879 6,98 g 7,49 ¢ 6,69 g
Matéria seca 10,83 g 19,66 g 17,53 g 16,55 ¢g

Dieta artificial de ‘Spodoptera frugiperda; “Diatraea saccharalis; *Anticarsia gemmatalis; e “modificada
de A. gemmatalis.

®Niacinamida - 1,0g.; Pantotenato de célcio - 1,0g.; Riboflavina - 0,5g.; Tiamina - 0,25g.; Piridoxina -
0,25g.; Acido folico - 0,25g.; Biotina - 0,02g.; 2,0 mL Cianocobalamina 350,0 mcg/2mL; (dissolvidos
em 1000 mL de agua);

®vitamina A - 150 U.L.; Vit. D3 - 40 U.1.; Vit. E — 0,01 U.1.; Vit. B1 — 0,04 mg; Vit. B2 0,02 mg; Vit. B12 —
0,048 mcg; Nicotinamida — 0,1 mg.

7feijéo Grupo |, Tipo cores, cultivar carioca;

8feijz”io Grupo |, Tipo branco, cultivar branco.
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2.3 Dietas artificiais

Foram avaliados quatro tipos de dieta artificial: (1) Dieta SF, desenvolvida por
Kasten Jr, Precetti e Parra (1978) para a criacdo de Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae); escolhida por ser de baixo custo, atender com eficiéncia a
producdo do inseto e pela similaridade na familia Noctuidae; (2) Dieta DS, para a
broca da cana-de-acUcar Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Crambidae),
desenvolvida por King e Hartley (1985); por apresentar sacarose cOmo
fagoestimulante e nédo apresentar na formulacdo o feijdo como fonte proteica; (3)
Dieta AG, para a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Erebidae), desenvolvida por Greene, Leppla e Dickerson (1976); foi selecionada por
ser a dieta base da maioria das dietas modificadas para os insetos; e (4) Dieta MAG,
originaria de modificacdo da dieta para a lagarta-da-soja e utilizada em alguns
laboratorios para criacdo massal de outras espécies de Noctuidae. (Tabela 1). As
dietas foram preparadas seguindo-se a metodologia descrita pelos respectivos

autores.

2.4 Parametros de desenvolvimento de Helicoverpa armigera em dietas
artificiais

O desenvolvimento de H. armigera nas quatro dietas artificiais foi comparado
por meio da avaliagdo dos seguintes parametros biologicos: sobrevivéncia larval,
indice de desenvolvimento larval, peso larval, periodo larval, sobrevivéncia pupal,
indice de desenvolvimento pupal, sobrevivéncia de imaturo, indice de
desenvolvimento de imaturo, periodo pupal, peso de pupas fémeas e de machos,
deformacéo de pupas, peso de adultos fémeas e machos, deformagédo de adultos,
longevidade de fémeas e machos com e sem alimento, fecundidade diaria e total,
fertilidade de ovos e razdo sexual.

Lagartas neonatas com no maximo seis horas de eclosdo foram inoculadas
individualmente em tubos de fundo chato (2,5 cm de diametro x 8,5 cm de altura)
esterilizados, onde foram vertidos 12 ml de dieta artificial. Os tubos foram vedados

com chumaco de algodao hidrofilo estéril e acondicionados em caixas de madeira



49

(50 cm de comprimento x 9 cm de espessura x 50 cm de altura) com a extremidade
superior do recipiente voltada para baixo, em angulo de 15°.

O peso de imaturos foi avaliado em lagartas com cinco e 10 dias de idade, e
em pupas com 24 horas de idade com o auxilio de uma balanca de precisao (0,0001
g) (Ohaus Corporation, AR2140, Parsippany, USA). A identificacdo do sexo dos
individuos foi realizada por meio da observacéo da diferenciacdo de caracteristicas
sexuais nas pupas, segundo Butt e Cantu (1962). A raz&o sexual foi calculada por
meio da férmula RS = numero de fémeas + (numero de fémeas + numero de
machos). A deformacéo foi avaliada, e em seguida, as pupas foram individualizadas
em recipientes plasticos (6,5 cm de didmetro x 5 cm de altura) contendo uma
camada (0,5 cm de altura) de vermiculita ao fundo. As pupas permaneceram nesses
recipientes até a emergéncia dos adultos, quando se avaliou a deformacao e o peso
fresco dos machos e fémeas. Os indices de desenvolvimento do periodo larval,
pupal e larva-pupa foram calculados por meio da relacdo entre a porcentagem de
individuos que completaram o desenvolvimento e o tempo médio necessario para
completar cada fase biolégica (SINGH; REMBOLD, 1988). Por fim, os adultos foram
individualizados em gaiolas cilindricas de PVC (10 cm de didametro x 10 cm de altura)
para avaliar a longevidade sem e com alimento (solugcédo aquosa de mel a 10%).

Para verificar a fecundidade e fertiidade de H. armigera, casais recém-
emergidos foram individualizados em gaiolas cilindricas de PVC (10 cm de diametro
x 20 cm de altura), revestidas internamente com papel toalha, e dispostas em pratos
plasticos (14 cm de diametro) vedadas na extremidade superior com tecido voile. O
alimento para os adultos foi disponibilizado em um chumaco de algoddo embebido
em solucéo aquosa de mel a 10%. Diariamente, o papel toalha e o tecido voile foram
substituidos, e a mortalidade dos adultos e o numero de ovos colocados por fémea
registrados. Apds a quantificacdo dos ovos, o papel toalha e o tecido voile foram
acondicionados em recipientes plasticos de 1500 ml (13 cm de diametro x 14,5 cm
de altura) até a eclosado das lagartas para a avaliacdo da fertilidade dos ovos.

O delineamento experimental utilizado para a avaliagdo do desenvolvimento
da fase imatura de H. armigera foi o inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des,

sendo cada repeticdo composta por um grupo de 10 lagartas individualizadas nos
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tubos. Para os parametros avaliados na fase adulta, foram utilizadas 10 repeticdes, e

cada gaiola com um casal de H. armigera representou uma repeticao.

2.5 indices nutricionais de Helicoverpa armigera em dietas artificiais

indices nutricionais, de acordo com Waldbauer (1968), Scriber e Slansky Jr.
(1981) e Parra, Panizzi e Haddad (2012), foram calculados por meio do método
gravimétrico, utilizando-se lagartas de H. armigera alimentadas nas dietas artificiais
(Tabela 1) durante a fase larval. Para isso, lagartas neonatas foram individualizadas
em um recipiente plastico (6 cm de diametro x 2 cm de altura) contendo cerca de 12
ml de uma das dietas solidificada ao fundo dos recipientes. Dez repeticbes foram
utilizadas para cada tratamento, sendo cada repeticdo constituida por 10 lagartas
oriundas de parentais criados por uma geracdo em cada dieta artificial. Os
recipientes ficaram invertidos para facilitar a coleta das fezes nas tampas dos
recipientes de criacao.

Quando as lagartas atingiram o maximo desenvolvimento, confirmado por
meio da visualizacdo dos ultimos pellets fecais de cor clara, foram sacrificadas em
baixa temperatura e secas em estufa (48h a 60° C). O mesmo procedimento foi feito
para determinar o peso seco das fezes e dos remanescentes das dietas. O peso
seco inicial das lagartas neonatas foi considerado nulo, e 0 peso seco inicial das

dietas foi estimado por meio da média do peso seco de 10 aliquotas de cada dieta.

2.6 indices populacionais de Helicoverpa armigera em dietas artificiais

Para determinar os efeitos das quatro dietas artificiais sobre os parametros
populacionais de H. armigera, tabelas de vida de fertilidade foram construidas a
partir de um grupo de individuos pertencente a uma geragdo (SOUTHWOOD;
HENDERSON, 2000). Para isso, 10 casais de adultos recém-emergidos, cujo
desenvolvimento ocorreu em cada uma das dietas, foram individualizados em
gaiolas de PVC (20,0 cm diametro x 20,0 cm altura), para a obtencao dos ovos. No
sexto dia apds o inicio da oviposicdo, 150 ovos provenientes de cada tratamento

foram separados para a determinagéo da fertilidade e o estabelecimento dos grupos.
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Lagartas recém-eclodidas foram individualizadas em tubos de fundo chato (2,5 cm
de diametro x 8,5 cm de altura) que continham dietas artificiais, e o ciclo do inseto foi
acompanhado. ApGs a emergéncia dos adultos de H. armigera em cada dieta
artificial, os mesmos foram agrupados em dois casais por gaiola, totalizando seis
gaiolas por tratamento. As observagdes foram realizadas diariamente, bem como a
substituicdo dos substratos de oviposicdo e alimentagdo nas gaiolas. Os dados do
periodo de desenvolvimento, mortalidade, razdo sexual e numero de ovos foram
utilizados para a construcdo de tabelas de vida de fertilidade (BIRCH, 1948;
SILVEIRA NETO et al.,, 1976; SOUTHWOOD, 1978; CAREY, 1993; MAIA; LUIZ,
CAMPANHOLA, 2000), e em seguida, foram estimadas as taxas de crescimento de

H. armigera nas dietas artificiais.

2.7 Andlise estatistica

Os dados dos parametros biolégicos, nutricionais e populacionais de H.
armigera foram expressos como média * erro padrdo da média. Utilizou-se a analise
exploratdria dos dados para a verificagdo de dados influentes e outliers, e a
homocedasticidade das variancias e normalidade dos residuos analisados pelos
testes de Bartlett e Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. Quando atendidas essas
pressuposicdes, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05). Dados que nao
atenderam os pressupostos da ANOVA foram transformados apropriadamente ou
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. O software utilizado
para as analises estatisticas foi 0 SAS® 9.3 (SAS INSTITUTE, 2011).
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3 Resultados

3.1 Parametros de desenvolvimento

3.1.1 Tempo de desenvolvimento e longevidade de adultos

Os dados de incubagdo dos ovos, desenvolvimento larval e pupal, e
longevidade de H. armigera alimentada nas dietas artificiais estdo apresentados na
Tabela 2. O periodo de incubacdo dos ovos nao foi influenciado pela dieta artificial
nas quais os insetos que deram origem aos ovos se desenvolveram. A duracdo da
fase larval de H. armigera variou significativamente entre as dietas artificiais (Hz 3 =
33,45; P < 0,0001); a dieta modificada de A. gemmatalis (Dieta MAG) promoveu o
menor periodo larval, com diferenca de 8,45 dias em comparacdo com o periodo
larval dos insetos na dieta de D. saccharalis (Dieta DS). Diferenca significativa (Fs 35
= 37,18; P < 0,0001) também foi observada no tempo de duracédo da fase de pupa
em funcdo da dieta consumida durante a fase larval. As dietas de A. gemmatalis
(Dieta AG) e Dieta MAG promoveram o menor periodo pupal, e 0s insetos que
receberam a dieta de S. frugiperda (Dieta SF) apresentaram aumento médio de 3,5
dias no tempo do periodo pupal.

A longevidade de H. armigera foi significativamente afetada pelas dietas
artificiais. Adultos machos (Fs3s = 13,07; P < 0,0001) e fémeas (F33s = 17,46; P <
0,0001) oriundos das dietas AG e MAG apresentaram maior longevidade em
comparacado com os adultos das dietas SF e DS. Com relacdo a longevidade dos
adultos sem alimento, tanto machos (F3 35 = 7,56; P = 0,0005) quanto fémeas (Hs 36 =
13,77; P = 0,0032) apresentaram menor longevidade quando provenientes da Dieta
SF.
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Tabela 2. Médias (+ EP) dos pardametros de desenvolvimento de Helicoverpa
armigera alimentada em dietas artificiais. T 26 + 1°C; UR 60 + 5%; Fotofase

12h.

Parametros Dieta SF* Dieta DS® Dieta AG® Dieta MAG"
Periodo de desenvolvimento (dias)

Incubacgéo 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00 3,00 £ 0,00

Larval 2353+0,19a  24,13+0,33a  18,19+0,345D 15,68 £ 0,12 ¢

Pupal 14,15+0,20a  13,23+0,30b  11,54+0,16¢ 11,84 +0,11¢c
Longevidade (dias) - Com alimento

Macho 14,90+ 0,64b  15,60+0,75b 23,40+ 2,08 a 23,90+ 1,39a

Fémea 16,30+0,52b 17,30+ 0,42b 23,20+1,42a 25,60+ 1,48 a
Longevidade (dias) - Sem alimento

Macho 2,98+0,18 b 3,98 £ 0,26 a 4,28 +0,20 a 3,86+ 0,15a

Fémea 3,20+0,11¢c 3,90+0,37b 4,39+ 0,22 a 3,93+0,11b
Peso (mg) - Larva

Com 5 dias 6,14 + 0,50 c 8,56 + 0,85 ¢ 17,91+1,40b 41,17+ 2,27 a

Com 10 dias 24,44 +1,77d 42,46+571c 12532+12,10b 309,58 + 18,22 a
Peso (mg) - Pupa

Macho 264,53+ 10,35b 290,10+ 2,78b 350,86 +8,14a 342,10+6,84a

Fémea 251,81+9,51¢c 306,82+9,96b  342,80+493a 34534+4,08a
Peso (mg) - Adulto

Macho 186,82 +1,61b 190,10+567b  238,37+596a 236,20+10,11a

Fémea 199,37 +3,63b 208,40+557b 230,46+3,82a 230,86+3,44a
Sobrevivéncia (%)

Larval 62,00+£359b 66,00+1,63b 85,00 £ 2,69 a 93,00+ 3,00 a

Pupal 68,50+ 4,54b 74,29+4,68b 92,13+ 2,84 a 96,89+ 1,59 a

Imaturo total 43,00+ 4,23¢c 49,00+ 3,14 c 78,00+ 2,49 b 90,00 + 2,98 a
indice de desenvolvimento

Larval 2,63+0,15¢c  2,77+0,08¢c 4,67 +0,14b 5,94+0,21 a

Pupal 491+036b  559+0,39b 7,74 £0,25 a 8,00+ 0,12 a

Imaturo total 1,14+0,12¢c  1,32+0,09c 2,59 £ 0,09 b 3,24+0,11a
Razao sexual 0,42+0,04 a 0,44 +0,04 a 0,53+0,02 a 0,52+0,05a

Fecundidade
Fertilidade (%)

258,10 + 28,87 b 344,90 £ 59,73 b 963,60 + 147,17 a 1163,90 + 135,20 a

44,32 +3,07b

46,32 +2,66 b

55,62 +250a

55,02 +2,07a

Dieta artificial de 1Spodoptera frugiperda; “Diatraea saccharalis; *Anticarsia gemmatalis; e ‘dieta
modificada de A. gemmatalis.

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas séo significativamente diferentes (P < 0,05).
Fecundidade é o numero de ovos postos ao longo de uma vida de uma fémea.

Fertilidade € a porcentagem de ovos viaveis.
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3.1.2 Peso nos estagios de desenvolvimento

Os dados do peso médio de lagartas, pupas e adultos de H. armigera criada
nas dietas artificiais estdo apresentados na Tabela 2. Lagartas com cinco (F33s =
135,58; P < 0,0001) e 10 dias (F33s = 156,99; P < 0,0001) de idade alimentadas na
Dieta MAG tiveram maior ganho de peso, diferindo significativamente dos pesos
larvais obtidos nas demais dietas. O menor ganho de peso foi observado nas
lagartas criadas nas dietas SF e DS, enquanto aquelas alimentadas na Dieta AG
apresentaram peso intermediario. Na fase de pupa, os maiores pesos de machos
(Hs36 = 27,73; P = 0,0001) e fémeas (Hz 3 = 26,46; P < 0,0001) foram observados
nas pupas criadas nas dietas AG e MAG, e os menores nas dietas SF e DS.

Adultos machos (Hs3s = 24,30; P = 0,0001) e fémeas (Fz3s = 14,30; P <
0,0001) alimentados na fase larval com as dietas AG e MAG apresentaram 0S
maiores pesos, diferindo significativamente dos pesos obtidos nas dietas SF e DS,

as quais nao diferiram entre si.

3.1.3 Sobrevivéncia e indice de desenvolvimento

Os dados de sobrevivéncia e indice de desenvolvimento das fases imaturas
de H. armigera alimentada com dietas artificiais estdo apresentados na Tabela 2. A
dieta artificial afetou significativamente a sobrevivéncia das fases larval (Fs3s =
27,90; P < 0,0001) e pupal (Fs3 = 14,13; P < 0,0001) de H. armigera. Insetos
alimentados nas dietas AG e MAG apresentaram sobrevivéncia de ambas as fases
superior em comparacao a sobrevivéncia dos insetos alimentados nas dietas SF e
DS. Considerando a sobrevivéncia de toda a fase imatura, observou-se maior (Hs s
= 31,34; P <0,0001) sobrevivéncia (90%) dos insetos na Dieta MAG. De forma geral,
os indices de desenvolvimento larval (Fs3s = 108,61; P < 0,0001), pupal (Hszs =
26,93; P < 0,0001) e total de imaturos (Fsszs = 95, 09; P < 0,0001) diferiram
significativamente entre os tratamentos; os maiores indices foram observados em
insetos alimentados com a Dieta MAG, os menores indices nas dietas SF e DS, e

indices intermediarios na Dieta AG.
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3.1.4 Deformidade

A ocorréncia de pupas e adultos deformados em H. armigera nas dietas
artificiais est4 apresentada na Figura 1. As deformidades morfolégicas das pupas
(Fz36=7,68; P =0,0004) e adultos (Fs3 35 = 4,40; P = 0,0097) foram significativamente
influenciadas pelas dietas artificiais, onde as menores porcentagens de deformacao
nas fases pupal (2,11%) e adulta (3,47%) ocorreram nos insetos alimentados na
Dieta MAG, enquanto as maiores porcentagens foram observadas na Dieta DS
(25,72% em pupas e 18,50% em adultos).
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Figura 1. Porcentagem média (+ EP) de deformidades de pupa e adulto de Helicoverpa armigera em
dietas artificiais. Dieta artificial de Spodoptera frugiperda (Dieta SF); Diatraea saccharalis
(Dieta DS); Anticarsia gemmatalis (Dieta AG); e dieta modificada de A. gemmatalis (Dieta
MAG). Barras escuras sobrescritas com letras minUsculas ou barras claras sobrescritas
com letras mailsculas diferem significativamente (P <0,05). T 26 + 1°C; UR 60 + 5%;
Fotofase 12h.

3.1.5 Razao sexual, fecundidade e fertilidade

Os dados de razdo sexual, numero total de ovos e fertilidade de ovos de H.
armigera nas dietas artificiais estdo apresentados na Tabela 2. A raz&do sexual de H.
armigera (Fz 36 = 1,93; P = 0,1415) foi semelhante entre as dietas. Por outro lado, a

dieta artificial consumida durante a fase larval influenciou significativamente (Fs 36 =
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25,48; P <0,0001) a fecundidade das fémeas; as dietas AG (963,60) e MAG
(1163,90) proporcionaram fémeas com fecundidade superior em comparacdo as
fémeas produzidas nas dietas SF (258,10) e DS (344,90). Alem disso, a fertilidade
dos ovos também foi significativamente (Hs 36 = 11,70; P = 0,0085) influenciada pelo
alimento recebido na fase imatura. A fertilidade dos ovos nas dietas SF (44,32) e DS
(46,32) foram inferiores em comparagao com as dietas AG (55,62) e MAG (55,02), o
gue sugere gue o alimento oferecido ao inseto na fase imatura proporciona efeito

adverso na capacidade reprodutiva da espécie.

3.1.6 Fecundidade e fertilidade diaria

Embora o nimero médio de ovos/fémea tenha variado em funcdo da
alimentacao larval de H. armigera, a oviposicao e a fertilidade ao longo do periodo
reprodutivo apresentaram um padréo similar. O pico de oviposicdo ocorreu entre o
sétimo e o décimo dia apdés a emergéncia das fémeas, e a curva de fertilidade foi
similar ao padrdo da curva de oviposicao (Figura 2). Entretanto, nota-se um
alongamento no periodo de oviposicdo e a ocorréncia de dois picos de postura nas
dietas AG e MAG. O periodo de oviposicao iniciou aproximadamente trés dias apés
a emergéncia das fémeas e variou conforme a dieta oferecida durante a fase larval,
sendo de 18, 19, 28 e 29 dias nas dietas SF, DS, MAG e AG, respectivamente
(Figura 2).
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Figura 2. Nomero médio diario de ovos e fertilidade de ovos por fémea de Helicoverpa armigera em
dietas artificiais. Dieta artificial de Spodoptera frugiperda (Dieta SF); Diatraea saccharalis
(Dieta DS); Anticarsia gemmatalis (Dieta AG); e dieta modificada de A. gemmatalis (Dieta
MAG). T 26 £ 1°C; UR 60 + 5%; Fotofase 12h.

3.2 indices nutricionais

Todos os indices nutricionais de H. armigera alimentada nas dietas artificiais
diferiram significativamente, e o0s resultados estdo apresentados na Tabela 3.
Lagartas alimentadas nas dietas SF e MAG apresentaram os maiores valores de
RCR (F336 = 24,89; P <0,0001). Os maiores valores de RGR (F33 = 136,07; P
<0,0001) e ECD (Fs3 = 98,02; P <0,0001) foram observados em lagartas
alimentadas na Dieta MAG, diferindo significativamente das demais dietas artificiais.
As ECIs (Fs3s = 159,34; P <0,0001) mais elevadas foram obtidas em lagartas
alimentadas nas dietas AG e MAG, diferindo significativamente das demais. Lagartas
de H. armigera alimentadas na dieta MAG tiveram o menor MC (F335 = 98,02; P <

0,0001). Por outro lado, lagartas alimentadas com a Dieta AG apresentaram o0 menor
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RMR (F336 = 26,46; P < 0,0001), enquanto os maiores valores foram observados nas
dietas DS e SF. Quanto a AD, verificou-se maior valor (F33s = 320,34; P < 0,0001)
para lagartas alimentadas na Dieta DS. Os menores valores de IC (F33s = 129,32; P
<0,0001) foram observados em lagartas de H. armigera alimentadas nas dietas AG e
MAG.

Tabela 3. indices nutricionais de Helicoverpa armigera em dietas artificiais. T 26 +
1°C; UR 60 + 5%; Fotofase 12h.

nu'trr‘i‘i':'i‘;?]z i Dieta SF* Dieta DS’ Dieta AG?  Dieta MAG*
RCR (mg/mg/dia) 0,95+0,03 a 0,81+0,03 b 0,68 +0,01c 0,88 + 0,02 ab
RGR (mg/mg/dia) 0,07 £0,00 d 0,08 £0,00 c 0,10+ 0,00 b 0,13+0,00 a
RMR (mg/mg/dia) 0,44 + 0,01 ab 0,58 +0,03 a 0,38+0,01c 0,43+0,02b
Cl (mg/mg) 26,67 + 0,72 a 19,66 + 0,80 b 14,44 +0,28 ¢ 13,97 £ 0,28 ¢
AD (%) 53,08 + 0,69 d 82,10+ 0,75 a 70,22+ 0,42 b 62,88+ 0,81 c
ECI (%) 7,73+0.21c 10,56+ 0,35 b 14,35+ 0,25 a 14,68 £ 0,22 a
ECD (%) 15,04 + 0,55 ¢ 12,96 £ 0,51 d 20,68+ 0,38 b 23,73+ 0,54 a
MC (%) 84,96 + 0,55 b 87,04+ 0,51 a 79,32+0,38¢ 76,27 £ 0,54 d

Dieta artificial de ‘Spodoptera frugiperda; “Diatraea saccharalis; *Anticarsia gemmatalis; e “dieta
modificada de A. gemmatalis.

RCR - Taxa de consumo relativo, RGR - Taxa de crescimento relativo; RMR - Taxa metabdlica
relativa; Cl - indice de consumo; AD - Digestibilidade aproximada; ECI - Eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido; ECD - Eficiéncia de conversédo do alimento digerido; MC - Custo metabdlico.
Médias seguidas por letras diferentes nas linhas séo significativamente diferentes (P < 0,05).

3.3 indices populacionais

Os dados dos indices populacionais de H. armigera nas dietas artificiais estao
apresentados na Tabela 4. Os valores da taxa liquida de reprodugéo (Ro) de H.
armigera nas dietas artificiais diferiram significativamente (Fs2 = 126,34; P <
0,0001), evidenciando que a dieta artificial disponibilizada aos insetos na fase
imatura interfere na capacidade de aumento populacional entre geracdes. Para as
dietas AG e MAG, a taxa liquida de reproducéo de H. armigera demonstrou aumento
na geracao de aproximadamente 8,5 e 12,5 vezes, respectivamente, em relagdo a
Dieta SF. As dietas SF e DS proporcionaram reduzidas taxas liquidas de
reproducao, tendendo a promover o menor crescimento populacional do inseto, visto
gue o incremento populacional depende do numero de fémeas sobreviventes e da

producéo individual em cada geracéao.
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Tabela 4. indices populacionais de Helicoverpa armigera alimentada em dietas
artificiais. T 26 + 1°C; UR 60 + 5%, Fotofase 12h.

Dietas Dieta SF* Dieta DS? Dieta AG® Dieta MAG*
Ro (9) 28,85+2,32¢ 46,67+7,66b  246,00+27,49a 361,13+22,35a
rm (@/9/dia) 0,07 + 0,00 d 0,08+ 0,00 c 0,12+ 0,00 b 0,14 + 0,00 a
T (dia) 48,97 + 0,26 a 47,22+0,35a 44,95 + 1,08 ab 42,24+0,51b
A (9/dia) 1,07+ 0,00 d 1,08 + 0,00 ¢ 1,13+ 0,00 b 1,15+ 0,00 a
Dt (dia) 10,21+ 0,36 a 8,73+0,36 b 570+ 0,13 c 4,98 +0,07 d

Dieta artificial de *Spodoptera frugiperda; “Diatraea saccharalis; *Anticarsia gemmatalis; e “dieta
modificada de A. gemmatalis.

Ro - Taxa liquida de reproducdo; ry, - Taxa intrinseca de crescimento; T - Tempo de geracéo; A - Taxa
finita de aumento; Dt - Tempo de duplicacao.

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas séo significativamente diferentes (P < 0,05).

Os valores da taxa intrinseca de crescimento (rm) foram positivos, indicando
aumentos populacionais de H. armigera nas quatro dietas avaliadas. Entretanto,
houve diferencas significativas (F320 = 205,24; P < 0,0001) entre as dietas, sendo a
r'm superior na Dieta MAG, inferior na Dieta SF, e intermediaria nas dietas DS e AG.

O tempo de geracdo (T) de H. armigera foi menor na Dieta MAG, diferindo
significativamente (Hs 2o = 16,65; P = 0,0008) das dietas SF e DS. A partir desses
resultados, € possivel obter 7,45; 7,72; 8,12 e 8,64 geracdes por ano, quando
lagartas de H. armigera s&do criadas com as dietas SF, DS, AG e MAG,
respectivamente.

Quanto a razao finita de aumento (A), houve diferencga significativa (Fz20 =
134,10; P <0,0001) entre as dietas artificiais, sendo maior na Dieta MAG.

O periodo de tempo necessario para a populacdo inicial de H. armigera
dobrar em tamanho (Dt) foi significativamente afetado pela dieta artificial que as
lagartas receberam (Fsz20 = 161,74; P <0,0001). O grupo de insetos alimentados na
Dieta MAG apresentou o menor periodo, indicando que o inseto tem condi¢cdes de
dobrar a populacdo em aproximadamente cinco dias, o que €& extremamente
importante em uma criagdo massal. Os insetos alimentados nas demais dietas
apresentaram valores de Dt significativamente maiores em relacdo aos da Dieta

MAG, e diferentes entre si.



60

4 Discussao

O presente estudo demonstra os efeitos da variagdo de ingredientes e valor
nutricional de dietas artificiais desenvolvidas para espécies de Lepidoptera no
desenvolvimento de H. armigera, em laboratério. Os resultados indicaram que 0s
principais fatores que influenciaram os indices biolégicos de H. armigera foram as
variagbes quantitativas e qualitativas dos ingredientes. Entretanto, a relacao
proteina: carboidrato e as caracteristicas fisicas das dietas, possivelmente, foram
variaveis importantes que influenciaram no desenvolvimento de H. armigera e sendo
consistentes com resultados de estudos anteriores (TELANG et al., 2001; LEE et al.,
2002; LEE, 2010; ASSEMI et al., 2012). Além disso, esse estudo compara de forma
detalhada os efeitos da variacdo da composicao de dietas artificiais sobre aspectos
da fase imatura e adulta de H. armigera, correlacionando-os com os efeitos
nutricionais proporcionados pelas dietas, além de estimar o crescimento
populacional do inseto em laborat6rio em longo prazo.

Os parametros de desenvolvimento de H. armigera revelaram que o inseto foi
capaz de completar o ciclo bioldgico nas quatro dietas avaliadas. No entanto, a Dieta
AG e a Dieta MAG, com melhor proporcdo entre proteinas e carboidratos,
produziram individuos com crescimento continuo e maior sobrevivéncia. Segundo
Simpson et al. (2004), é primordial fornecer uma alimentagdo nutricionalmente
equilibrada para a criacdo de insetos, de forma que ocorra 0 minimo custo
adaptativo. A variagcdo nos parametros de desenvolvimento de H. armigera entre as
dietas pode estar relacionada com o custo adaptativo associado a fonte alimentar;
lagartas de H. armigera apresentaram maior aceitacdo do alimento em dietas mais
equilibradas em proteinas e carboidratos em comparacdo com dietas com menores
proporcdes desses nutrientes.

Outra interferéncia na aceitacdo do alimento por H. armigera pode estar
relacionada com as caracteristicas fisicas da dieta artificial. A textura da dieta tem
grande influéncia na palatabilidade e digestibilidade do alimento pelos insetos
(COHEN, 2015). Visualmente, as dietas aqui avaliadas apresentaram caracteristicas

fisicas semelhantes; entretanto, o agar, cujas principais funcdes sdo de promover



61

efeito gelificante, auxiliar na mobilidade do alimento no sistema digestivo do inseto, e
fornecer alguns sais minerais (P, Fe, K, Cl e |), foi quantitativamente diferente nas
dietas. Assemi et al. (2012) investigaram a influéncia dos componentes da dieta
artificial sobre o desenvolvimento de H. armigera, e verificaram que a quantidade de
agar na dieta artificial estéd diretamente relacionada com o rendimento da criacédo
massal. Assim, o melhor desempenho de H. armigera na Dieta MAG, cuja proporcao
de agar e agua foi de 1:60, possivelmente se deu em funcdo das melhores
caracteristicas fisicas da dieta, proporcionadas pela propor¢cdo mais adequada entre
agar, 4gua e os demais ingredientes da formulacdo da dieta. As dietas SF, AG e DS
apresentaram 1:52, 1:74 e 1:80, respectivamente na propor¢ao de agar e agua.

Embora a “hipétese do crescimento lento - alta mortalidade” tenha sido
utilizada para explicar interacdes entre o0s niveis troficos de um ecossistema
(BENREY; DENNO, 1997), pode-se também aceitar que a hipétese seja aplicavel
em avaliagcbes de dietas artificiais para insetos em laboratério, uma vez que se
evidenciou maior mortalidade de individuos de H. armigera com maior tempo de
desenvolvimento. Para a verificacdo dessa hipétese, considerou-se o indice de
desenvolvimento (ID) como o parametro que proporciona melhor compreensao da
relacédo entre a sobrevivéncia do inseto e o tempo gasto para completar determinada
fase de desenvolvimento. Os menores valores de ID em H. armigera foram
observados nas dietas artificiais que promoveram maior mortalidade e maior tempo
no periodo de desenvolvimento dos estagios imaturos. Por outro lado, a Dieta MAG
forneceu o maior ID em decorréncia da menor mortalidade e menor tempo de
desenvolvimento, enquanto na Dieta AG n&o se verificou diferenga significativa na
mortalidade, embora o tempo de desenvolvimento tenha sido significativamente
maior, com reflexo no ID. Assim, conclui-se que ao analisar a relagao entre esses
dois parametros bioldgicos, pode-se com maior confiabilidade selecionar uma dieta
artificial mais adequada a H. armigera.

A maior ocorréncia de deformacdes em pupas e adultos de H. armigera foi
observada nos insetos que apresentaram menor desempenho da fase larval. A
principal caracteristica de deformacédo verificada no presente estudo foi a
quitinizacdo incompleta dos trés primeiros segmentos abdominais na superficie

ventral da pupa, o enrolamento das asas, e a retencdo da exuvia no inseto adulto. A
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ocorréncia de anomalias morfologicas em insetos criados em dietas artificiais esta
associada principalmente com a quantidade de proteina presente nas formulagbes
(HOUSE, 1963).

A abordagem nutricional quantitativa consiste em aferir a quantidade de
alimento consumido, digerido, assimilado, excretado, metabolizado e convertido em
biomassa, revelando assim os efeitos no desenvolvimento do inseto em resposta a
diferentes alimentos (SCRIBER; SLANSKY Jr., 1981). No presente estudo foram
utilizados indices nutricionais para avaliar o comportamento alimentar de lagartas de
H. armigera em quatro dietas artificiais. Os resultados obtidos a partir desses indices
sugerem gque as dietas AG e MAG foram as que melhor atenderam as exigéncias
nutricionais de H. armigera. Segundo Jha, Chi e Tang (2012), a capacidade de
conversdo dos alimentos consumidos, especialmente proteinas, promovera maior
crescimento e desempenho reprodutivo em insetos polifagos. Os dados dos indices
nutricionais indicaram que, na auséncia de uma dieta artificial adequada, muitos
insetos desenvolveram nas dietas SF e DS, de menor qualidade nutricional,
entretanto, a alimentacdo em dietas desbalanceadas forca o inseto a consumir em
excesso um determinado nutriente e pouco de outro (BAGHERY; FATHIPOUR;
NASERI, 2013).

Seguindo o conceito de ecologia nutricional (SCRIBER; SLANSKY Jr., 1981;
SLANSKY JR.; SCRIBER, 1985; SLANSKY JR., 1993), a analise geral dos
resultados demonstra que lagartas de H. armigera que se alimentaram das dietas
AG e MAG maximizaram a eficiéncia de utilizacdo das dietas, com menores
consumos e altas eficiéncias de conversdo do alimento ingerido e digerido em
relagdo ao ganho de biomassa, resultando em insetos mais vigorosos. Por outro
lado, aquelas que se alimentaram nas dietas SF e DS tentaram compensar a menor
adequacao nutricional modificando seu comportamento em relacdo a tomada do
alimento, aumentando a ingestdo da dieta. Entretanto, esse esforco resultou em
maior gasto de energia no metabolismo, com baixas eficiéncias na conversao do
alimento ingerido e digerido. Segundo Raubenheimer e Barton Browne (2000), a
combinacdo do aumento da duracédo do estadio de desenvolvimento e as taxas de
ingestao refletem a necessidade de sustentar as exigéncias nutricionais de H.

armigera para crescimento. Assim, pode-se concluir que o maior consumo de H.
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armigera nas dietas SF e DS combinado com o alongamento nos periodos de
desenvolvimento da fase imatura estejam possivelmente relacionados com o menor
teor de proteinas nessas dietas.

O alimento ingerido na fase larval € de grande importancia para insetos
holometabolos, pois deve atender corretamente as necessidades nutricionais para
que ocorra um desenvolvimento satisfatorio, de modo que os individuos cheguem a
fase adulta aptos a dispersdo e reproducdo (SCHOWALTER, 2011; PARRA;
PANIZZI; HADDAD, 2012). Dietas artificiais utilizadas como fonte de alimento para
insetos diferem muito na adequacédo quando avaliadas em relagdo a capacidade
reprodutiva (COHEN, 2001). Mariposas maiores no momento da emergéncia, e
consequentemente com maiores reservas de gordura, sdo presumivelmente mais
habeis em alocar recursos metabdlicos para reproducdo em comparacdo com
mariposas menores (HONEK, 1993; ARRESE; SOULAGES, 2010). No presente
estudo, a fecundidade e a fertilidade de H. armigera foram influenciadas pela
alimentacdo recebida na fase imatura. FEémeas oriundas de lagartas alimentadas
com as dietas AG e MAG produziram ovos em maior numero e mais férteis do que
fémeas provenientes das dietas SF e DS.

A variacdo no desempenho reprodutivo dos insetos esta relacionada com a
quantidade de proteina requerida na fase larval para a subsequente producao de
ovos na fase adulta (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). O numero de ovos
produzidos por H. armigera alimentada na fase larval com as dietas AG (963,6) e
MAG (1163,9) foram superiores em relacdo ao niumero de ovos observados em
outros estudos com dietas artificiais para a espécie, variando de 260,0 a 845,1 (WU;
GONG, 1997; AHMED; KHALIQUE; MALIK, 1998; ABBASI et al., 2007; ASSEMI et
al., 2012; JHA, CHI, TANG, 2012; AMER et al., 2014). Resultados semelhantes para
a fecundidade de H. armigera também foram encontrados, onde o nimero de ovos
variou entre 1099,5 e 1130 (WU; GONG, 1997; MIRONIDIS, 2014). Embora as
divergéncias observadas na fertilidade possam estar também relacionadas com as
condi¢cbes estruturais ou com a variagdo do potencial reprodutivo da populagéo do
inseto (COHEN, 2015), ficou evidente o elevado desempenho reprodutivo de H.

armigera nas dietas AG e MAG no presente estudo.
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A capacidade de crescimento da populacdo de H. armigera foi altamente
influenciada pela alimentacéo na fase larval, e as taxas liquidas de reproducdo nas
dietas AG e MAG confirmaram seu maior sucesso reprodutivo em comparagao com
as dietas SF e DS. Esses resultados demonstram o elevado potencial biético de H.
armigera quando alimentada em dietas artificiais que oferecem condicbes
alimentares adequadas. Considerando as condi¢cdes de 26 = 1°C, 60 + 5% de
umidade relativa, e fotofase de 12 horas como 6timas para essa espécie, a variagao
no tempo de geracao entre as dietas e o0 menor tempo observado demonstraram que
o alimento disponibilizado na fase larval interfere no tempo decorrente do
nascimento dos parentais ao nascimento dos seus descendentes. Valores baixos
para esse parametro sdo desejaveis em criacdes massais de insetos, pois quanto
menor o seu valor, maior o numero de geracfes anuais. A taxa intrinseca de
crescimento, que esta relacionada com a fecundidade, mortalidade, e tempo de
geracdo de uma populacdo de insetos em aumentar em um ambiente (BIRCH,
1948), foi diferente entre as dietas avaliadas. Investigac6es com dieta artificial para
alimentacdo de H. armigera demonstraram variagbes nas taxas intrinsecas de
crescimento, porém, essas divergéncias podem estar relacionadas com a diferenca
qualitativa e quantitativa do alimento, condicfes estruturais, e métodos analiticos
(JHA, CHI, TANG, 2012; MIRONIDIS, 2014). Quando dietas artificiais sao
comparadas, o valor da taxa intrinseca de crescimento mais elevado indica que a
dieta tem as melhores caracteristicas para a multiplicacdo do inseto, enquanto um
valor baixo indica que a dieta artificial ndo fornece as condi¢cdes necessarias para
seu desenvolvimento (COHEN, 2015). Foi verificado um maior numero de fémeas
adicionadas a populacdo por fémea por unidade de tempo, representada pela taxa
finita de aumento e um menor tempo de duplicagdo na Dieta MAG. Assim, a
avaliacdo das dietas artificiais por meio de indices de crescimento populacional
forneceu melhores subsidios para a escolha da dieta mais indicada para
alimentacdo de H. armigera em uma criagdo massal, evidenciando a relagdo do
equilibrio nutricional do alimento na fase larval com o aumento populacional do
inseto.

Para uma dieta artificial ser considerada adequada em criagcbes massais de

insetos, primeiramente a dieta deve ser avaliada para verificar se atende as
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exigéncias nutricionais do inseto estudado, confirmado pela aceitacado do alimento e
pleno desenvolvimento. Posteriormente, avaliacdes por um nimero de geragdes sdo
necessarias para confirmar a real capacidade da dieta em manter os parametros
biologicos do inseto de forma que ndo ocorram grandes alteracbes no potencial
bidtico da espécie (COHEN, 2015). Apés a comprovacdo da adequacdo da dieta
MAG para o desenvolvimento de H. armigera nesse estudo, essa dieta foi utilizada
com éxito por mais de 12 geracdes na criagcdo massal do inseto, e a populagcédo do
laboratério nédo apresentou qualquer efeito adverso em parametros do
desenvolvimento e potencial reprodutivo.

O presente estudo demonstrou que um entendimento mais abrangente pode
ser adquirido por meio da utilizacdo em conjunto dos indices de desenvolvimento,
nutricionais e populacionais na selecao de dieta artificial para criacdo de H. armigera
em laboratorio. Além disso, os resultados desse trabalho também destacaram a
importancia das caracteristicas fisicas da dieta na aceitacdo do inseto pelo alimento,
e 0s resultados sugeriram que pequenas variacdes na relacdo proteina: carboidrato
pode causar efeitos drasticos na criacdo de H. armigera. Assim, com a utilizacdo de
dieta artificial para H. armigera, originaria de modificacdo da dieta para a lagarta-da-
soja, € de se esperar que os estudos basicos e aplicados promovam informacgdes
consistentes no auxilio ao MIP, gerando acfes que regulem a populagéo do inseto e
gue limitem sua dispersao para outras regides do mundo com importancia agricola,

contribuindo em ultima analise com a seguranca alimentar.

5 Conclusao

A dieta artificial MAG, originaria de modificacdo da dieta para a lagarta-da-
soja Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) desenvolvida por
Greene, Leppla e Dickerson (1976), € a dieta recomendada para criagdo massal de
Helicoverpa armigera.

Componentes dietéticos, quantitativos e qualitativos, interferem no

desenvolvimento de H. armigera.



66

Outros fatores como as caracteristicas fisicas da dieta e a relacdo proteina:
carboidrato tém papel relevantes na aceitacao do alimento e no desenvolvimento de

H. armigera.

6 Referéncias

ABBASI, B. H.; AHMED, K.; KHALIQUE, F.; AYUB, N.; LIU, H. J.; KAZMI, S. A. R;;
AFTAB, M. N. Rearing the cotton bollworm, Helicoverpa armigera, on a tapioca-
based artificial diet. Journal of Insect Science, Annapolis, v. 7, p. 1-7, 2007.

AHMED, K.; KHALIQUE, F.; MALIK, B. A. Modified artificial dieta for mass rearing of
chickpea pod borer, Helicoverpa (Heliothis) armigera (Hubn). Pakistan Journal of
Biological Sciences, Dubai, v. 1, p. 183-187, 1998.

AMER, A. E. A.; EL-SAYED, A. A. A. Effect of different host plants and artificial diet
on Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) development and growth
index. Journal of Entomology, London, v. 11, p. 299-305, 2014.

ARRESE, E. L.; SOULAGES, J. L. Insect fat body: energy, metabolism, and
regulation. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 55, p. 207-225, 2010.

ASSEMI, H.; REZAPANAH, M.; VAFAEI-SHOUSHTARI, R.; MEHRVAR, A. Modified
artificial diet for rearing of tobacco budworm, Helicoverpa armigera, using the
Taguchi method and Derringer’s desirability function. Journal of Insect Science,
Annapolis, v. 12, p. 1-18, 2012.

BAGHERY, F.; FATHIPOUR, Y.; NASERI, B. Nutritional indices of Helicoverpa
armigera (Lep.: Noctuidae) on seeds of five host plants. Applied Entomology and
Phytopathology, Tehran, v. 80, p. 19-27, 2013.

BARTON BROWNE, L.; RAUBENHEIMER, D. Ontogenetic changes in the rate of
ingestion and estimates of food consumption in fourth and fifth instar Helicoverpa
armigera caterpillars. Journal of Insect Physiology, Oxford, v. 49, p. 63-71, 2003.



67

BEHERE, G. T.; TAY, W. T.; RUSSELL, D. A.; KRANTHI, K. R.; BATTERHAM, P.
Population genetic structure of the cotton bollworm Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) in India as inferred from EPIC-PCR DNA markers. Plos
One, San Francisco, v. 8, e53448, 2013.

BEHMER, S. T. Insect herbivore nutrient regulation. Annual Review of
Entomology, Stanford, v. 54, p. 165-187, 2009.

BENREY, B.; DENNO, R. F. The slow-growth—high-mortality hypothesis: a test using
the cabbage butterfly. Ecology, Tempe, v. 78, p. 987-999, 1997.

BIRCH, L. C. The intrinsic rate of natural increase of an insect population. The
Journal of Animal Ecology, Oxford, v. 17, p. 15-26, 1948.

BUTT, B. A.; CANTU, E. Sex determination of lepidopterous pupae. Washington:
USDA, 1962. p. 1-7.

CAREY, F. G. Applied demography for biologists with special emphasis on
insects. New York: Oxford University Press, 1993. p. 11-41.

CHAPMAN, R. F.; SIMPSON, S. J.; DOUGLAS, A. E. The insects: structure and
function. Cambridge: Cambridge University Press, 2013. p. 81-107.

COHEN, A. C. Formalizing insect rearing and artificial diet technology. American
Entomologist, Lanham, v. 47, p. 198-206, 2001.

COHEN, A. C. Insect diets: science and technology. Boca Raton: CRC Press, 2015.
p. 1-164.

FANSON, B. G.; TAYLOR, P. W. Protein:carbohydrate ratios explain life span
patterns found in Queensland fruit fly on diets varying in yeast:sugar ratios.
American Aging Association, Philadelphia, v. 34, p. 1361-1368, 2012.

GREENE, G. L.; LEPPLA, N. C.; DICKERSON, W. A. Velvetbean caterpillar: a
rearing procedure and artificial medium. Journal of Economic Entomology,
Lanham, v. 69, p. 487-488, 1976.



68

GUREVITCH, J.; PADILHA, D. K. Are invasive species a major cause of extinctions?.
Trends in Ecology & Evolution, Amsterdam, v. 19, p. 470-474, 2004.

HAMED, M.; NADEEM, S. Rearing of Helicoverpa armigera (Hub.) on artificial diets
in laboratory. Pakistan Journal of Zoology, Lahore, v. 40, p. 447-450, 2008.

HONEK, A. Instraspecific variation in body size and fecundity in insects: a general
relationship. Oikos, Copenhagen, v. 66, p. 483-492, 1993.

HOUSE, H. L. Insect nutrition. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 6, p. 13-
26, 1963.

JHA, R. K.; CHI, H.; TANG, L. C. A comparison of artificial diet and hybrid sweet corn
for the rearing of Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) based on
life table characteristics. Environmental Entomology, College Park, v. 41, p. 30-39,
2012.

KASTEN JR, P.; PRECETTI, A. A. C. M.; PARRA, J. R. P. Dados biolégicos
comparativos de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) em duas dietas artificiais
e substrato natural. Revista de Agricultura, Piracicaba, v. 53, p. 68-78, 1978.

KING, E. G.; HARTLEY, G. G. Diatraea saccharalis. In: SINGH, P.; MOORE, R. F.
(Eds.). Handbook of insect rearing. New York: Elsevier, 1985. p. 265-270.

KRISHNAREDDY, B.; HANUR, V. S. Enhanced synthetic diet for rearing H. armigera
under laboratory conditions. Journal of Entomology and Zoology Studies, Nova
Deli, v. 3, p. 165-167. 2015.

KRITICOS, D. J.; OTA, N.; HUTCHISON, W. D.; BEDDOW, J.; WALSH, T.; TAY, W.
T.; BORCHERT, D. M.; PAULA-MORAES, S. V.; CZEPAK, C.; ZALUCKI, M. P. The
potential distribution of invading Helicoverpa armigera in North America: is it just a
matter of time?. PLoS One, San Francisco, v. 10, e0133224, 2015.

LEE, K. P.; BEHMER, S. T.; SIMPSON S. J.; RAUBENHEIMER, D. Geometric
analysis of nutrient regulation in the generalist caterpillar Spodoptera littoralis
(Boisduval). Journal of Insect Physiology, Oxford, v. 48, p. 655-665, 2002.



69

LEE, K. P. Sex-specific differences in nutrient regulation in a capital breeding
caterpillar, Spodoptera litura (Fabricius). Journal of Insect Physiology, Oxford, v.
56, p. 1685-1695, 2010.

MAIA, A. H. N.; LUIZ, A. J. B.; CAMPANHOLA, C. Statistical inference on associated
fertility life table parameters using Jackknife techinique: computational aspects.
Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 93, p. 511-518, 2000.

MIRONIDIS, G. K. Development, survivorship and reproduction of Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae) under fluctuating temperatures. Bulletin of
Entomological Research, Farnham Royal, v. 104, p. 751-764, 2014.

OJEDA-AVILA, T.; WOODS, H. A.; RAGUSO, R. A. Effects of dietary variation on
growth, composition, and maturation of Manduca sexta (Sphingidae: Lepidoptera).
Journal of Insect Physiology, Oxford, 49, 293-306. 2003.

OLIVEIRA, C. M.; AUAD, A. M.; MENDES, S. M.; FRIZZAS, M. R. Crop losses and
the economic impact of insect pests on Brazilian agriculture. Crop Protection,
Guildford, v. 56, p. 50-54, 2014.

PARRA, J. R. P.; PANIZZI, A. R.; HADDAD, M. L. Nutritional indices for measuring
food intake and utilization. In: PANIZZI, A. R.; PARRA, J. R. P. (Eds.) Insect
bioecology and nutrition for integrated pest management. Boca Raton: CRC
Press, 2012. p. 13-49.

PIMENTEL, D.; ZUNIGA, R.; MORRISON, D. Update on the environmental and
economic costs associated with alien-invasive species in the United States.
Ecological Economics, Amsterdam, v. 52, p. 273-288, 2005.

RAUBENHEIMER, D.; BARTON BROWNE, L. Developmental changes in the
patterns of feeding in fourth- and fifth-instar Helicoverpa armigera caterpillars.
Physiological Entomology, Oxford, v. 25, p. 390-399, 2000.

SAS INSTITUTE. Sas/Stat User Software: Changes and 14 Enhancements through
Release. Estados Unidos, Cary. Version 9.3. 2011.

SCHOWALTER, T. D. Insect ecology: an ecosystem approach. San Diego: Elsevier,
2011. p. 53-93.



70

SCRIBER, J. M.; SLANSKY JR., F. The nutritional ecology of immature insects.
Annual Review of Entomology, Stanford, v. 26, p. 183-211, 1981.

SILVEIRA NETO, S.; NAKANO, O.; BARBIN, D.; VILLA NOVA, N. A. Manual de
ecologia dos insetos. S&o Paulo: Editora Agronémica Ceres,1976. p. 175-283.

SIMPSON, S. J.; RAUBENHEIMER, D. The nature of nutrition: a unifying
framework from animal adaptation to human obesity. Princeton: Princeton University
Press, 2012. p. 167-193.

SIMPSON, S. J.; SIBLY, R. M.; LEE, K. P.; BEHMER, S. T.; RAUBENHEIMER, D.
Optimal foraging when regulating intake of multiple nutrients. Animal Behaviour,
London, v. 68, p. 1299-1311, 2004.

SINGH, A. K.; REMBOLD, H. Developmental value of chickpea, Cicer arietinum,
soybean, Glycine max and maize, Zea mays flour for Heliothis armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) larvae. Journal of Applied Entomology, Berlin, v. 106, p.
286-296, 1988.

SINGH, P. Multiple species rearing diets. In: SINGH, P.; MOORE, R. F. (Eds.)
Handbook of insects rearing. Amsterdam: Elsevier, 1985. p. 19-44.

SLANSKY JR, F. Nutritional ecology: The fundamental quest for nutrients. In:
STAMP, N. E.; CASEY, T. M. (Eds.). Caterpillars: ecological and evolutionary
constraints to foraging. New York: Chapman and Hall, 1993. p. 29-91.

SLANSKY JR, F.; SCRIBER, J. M. Food consumption and utilization. In: KERKUT, G.
A.; GILBERT L. I. (Eds.). Comprehensive insects physiology biochemistry and
pharmacology 4. Oxford: Pergamon Press, 1985. p. 87-163.

SOSA-GOMEZ, D. R.; SPECHT, A.; PAULA-MORAES, S. V.; LOPES-LIMA, A;
YANO, S. A. C.; MICHELI, A.; MORAIS, E. G. F.; GALLO, P.; PEREIRA, P. R. V. S;
SALVADORI, J. R.; BOTTON, M.; ZENKER, M. M.; AZEVEDO-FILHO, W. S.
Timeline and geographical distribution of Helicoverpa armigera (HUbner)
(Lepidoptera, Noctuidae: Heliothinae) in Brazil. Revista Brasileira de Entomologia,
Séo Paulo, v. 60, p. 101-104, 2016.

SOUTHWOOD, T. R. E. Ecological methods with particular reference to the
study of insect populations. London: Chapman and Hall, 1978. p. 356-400.



71

SOUTHWOOD, T. R. E.; HENDERSON, P. A. Ecological Methods. Oxford:
Blackwell Sciences, 2000. p. 404-433.

TAY, W. T; SORIA, M. F.; WALSH, T.; THOMAZONI, D.; SILVIE, P.; BEHERE, G. T,;
ANDERSON, C.; DOWNES, S. A brave New World for an Old World pest:
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil. Plos One, San Francisco v.
8, e80134, 2013.

TELANG, A.; BOOTON, V.; CHAPMAN, R. F.; WHEELER, D. E. How female
caterpillars accumulate their nutrient reserves. Journal of Insect Physiology,
Oxford, v. 47, p. 1055-1064, 2001.

WALDBAUER, G. P. The consumption and utilization of food by insect. Advances in
Insect Physiology, San Diego, v. 15, p. 229-288, 1968.

WU, K.; GONG, P. A new and practical artificial diet for the cotton bollworm.
Entomologia Sinica, Shensi, v. 4, p. 277-282, 1997.



72

CAPITULO 3 - Metodologia de criacdo de Helicoverpa armigera para o bem-

estar animal

RESUMO - Criacfes massais de insetos em laboratério representam um
componente chave no desenvolvimento de estratégias de Manejo Integrado de
Pragas, e a elaboracdo e aplicacdo de eficientes procedimentos de criacdo sao
imprescindiveis para seu sucesso. No entanto, o éxito nos resultados de criagdes
massais em laboratério ndo pode apenas se basear na limitada percepcdo de
nameros, mas também na qualidade do inseto produzido, e se as condi¢cdes
estruturais utilizadas para a producdo sédo suficientes para fornecer ao inseto
adequado bem-estar. Este estudo procurou abordar os principais desafios
enfrentados na criacao de Helicoverpa armigera e identificar os processos de criacéo
mais eficientes para a producdo de insetos com desenvolvimento uniforme e com
guantidade suficiente para serem utilizados em futuros programas de pesquisa em
Manejo Integrado de Pragas. Também foi abordada a relevancia dessa metodologia
de criacdo massal com vista ao bem-estar da espécie em laboratorio. O efeito no
desenvolvimento larval de H. armigera foi analisado em condi¢cdes de diferentes
densidades, recipientes e formas de disponibilidade e quantidade de alimento. Para
os adultos, trés tamanhos de gaiolas e densidades de casais foram analisados. Em
longo prazo, a metodologia proposta foi acompanhada em geracdes subsequentes a
definicao do sistema de criacdo (12 geracdes), registrando-se varios parametros de
desenvolvimento como critérios de avaliacdo. Os resultados indicaram alteracdes
nos parametros biolégicos de H. armigera em funcdo das condicfes oferecidas para
0 seu desenvolvimento nas fases larval e adulta. A sobrevivéncia e a fertilidade de
H. armigera foram diretamente relacionadas com a densidade e o tamanho da gaiola
de oviposicdo. A eficiéncia demonstrada na metodologia de criacdo facilita a
producdo massal de H. armigera em laboratério, com baixa complexidade
operacional, fornecendo condi¢bes adequadas para o desenvolvimento do inseto, o
que sugere bem-estar.

Palavras-chaves: densidade populacional, parametros biolégicos, técnica de
criacdo massal
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CHAPTER 3 - Rearing methodology of Helicoverpa armigera for animal welfare

ABSTRACT - Mass rearing of insects in the laboratory is a key component in
the development of Integrated Pest Management strategies, and the elaboration and
application of efficient procedures of rearing are essential for its success. However,
the success of the results of mass rearing in the laboratory can not only be based on
the limited perception of numbers, but also on the quality of the insect produced, and
whether the structural conditions used for the production are sufficient to provide
appropriate insect welfare. This study aimed to address the main challenges faced in
the rearing of Helicoverpa armigera and to identify the most efficient rearing
processes for the production of insects with uniform development and sufficient
guantity to be used in future research programs in Integrated Pest Management. The
relevance of this methodology of mass rearing for the welfare of the species in
laboratory was also discussed. The effect on H. armigera larval development was
analyzed under conditions of different densities, containers and forms of availability
and quantity of food. For the adults, three sizes of cages and densities of couples
were analyzed. In the long term, the proposed methodology was followed in
generations following the definition of the rearing system (12 generations), recording
several developmental parameters as evaluation criteria. Results indicated
alterations in the biological parameters of H. armigera as a function of the conditions
offered for its development in the larval and adult stages. Survival and fertility of H.
armigera were directly related to the density and size of the oviposition cage. The
efficiency demonstrated in the rearing methodology facilitates H. armigera mass
production in the laboratory, with low operational complexity, providing adequate
conditions for the insect development, which suggests welfare.

Keywords: population density, biological parameters, mass rearing technique
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1 Introducéo

Ao longo dos tempos, os insetos tém proporcionado ao homem grandes
desafios na competicdo por alimento (BOXALL, 2001; OLIVEIRA et al., 2014,
MEIJDEN, 2015). Em contrapartida, também é inegavel a contribuicdo
desempenhada nas interacfes benéficas com as plantas, como por exemplo, 0s
polinizadores (BAILES et al., 2015) e o papel exercido por inimigos naturais no
controle de pragas de cultivos agricolas (MARTIN et al., 2013). Mediante
a importante relacédo dos insetos com 0s ecossistemas, as criagdes de insetos, em
muitos casos, sao imprescindiveis.

Criacfes de insetos em larga escala cada vez mais tem adquirido importancia
quer seja como uma eficiente ferramenta de pesquisa académica basica em estudos
bioldgicos, fisiolégicos e comportamentais (COHEN, 2001), ou quando aplicadas na
alimentacdo animal (MAKKAR et al.,, 2014), humana (HUIS, 2012; RUMPOLD;
SCHLUTER, 2013) e na implementacdo de programas de manejo integrado de
pragas (CHAMBERS, 1977; KOGAN, 1998; LEPPLA et al., 2014). Mesmo que
tenham ocorrido grandes avangos em técnicas de criacdo de insetos, algumas
lacunas no conhecimento ainda estdo em aberto, principalmente quando se
considera o bem-estar animal (SMITH, 1991; ERENS et al., 2012).

Embora em criacbes de insetos exista a tendéncia ilusdria em se negligenciar
0 bem-estar, contrapondo outras criacdes de animais em cativeiro (MASON, 2010),
discussGes sobre o bem-estar na criacdo de insetos comecam a ganhar maior
relevancia apos sua utilizacdo na alimentacdo humana (ERENS et al., 2012;
DeGOEDE et al., 2013). No entanto, esta abordagem deve ser considerada em
gualquer que seja a finalidade da criagcao, por diversos motivos. O bem-estar animal
esta relacionado com uma condi¢do satisfatoria de desenvolvimento, e de acordo
com o modelo das cinco liberdades, o animal deve ser livre de fome e de sede; livre
de desconforto; livre de dor, lesbes ou doencas; livre para expressar 0S seus
comportamentos normais; e livre de medo e aflicio (BRAMBELL, 1965;
McCULLOCH, 2013). Entre os beneficios que podem ser obtidos em seguir-se o
modelo das cinco liberdades em criagBes de insetos em laboratério destaca-se a

minimizacdo do estresse em insetos. O estresse pode ter impactos negativos, com
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interferéncia na alimentacdo, ganho de peso, reproducéo e fungdo imunoldgica dos
insetos (ADAMO; BAKER, 2011). Segundo Adamo (2012), o estresse pode induzir a
erros em resultados de investigacao, e assim, boas praticas cientificas requerem que
0s insetos sejam confinados e manuseados de maneira que ndo produza estresse.

O processo de criacdo massal de insetos fit6fagos enfrenta muitos desafios
em virtude da ampla diversidade de espécies. Entre esses desafios, o
desenvolvimento de dietas artificiais (PARRA, 2012; COHEN, 2015) e de
metodologias de criacdo especificas para cada espécie (BOLLER; CHAMBERS,
1977) séo alguns dos pontos fundamentais para o0 sucesso. Desse modo, a
elaboracdo de um protocolo Unico de criagdo torna-se dificil. Apesar disso, as
diversas metodologias adotadas ndo necessariamente implicam em descartar a
abordagem do bem-estar animal (ROWAN, 1993).

A espécie Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) constitui
uma importante praga de muitos cultivos agricolas e amplamente distribuida no
mundo (FITT, 1989). Recentemente, o estabelecimento da praga no Continente
Americano (TAY et al., 2013; SOSA-GOMEZ et al., 2015) ocasionou perdas
consideraveis na producao agricola (DEGRANDE; OMOTO, 2013), tornando-se um
problema grave devido a intensificacdo de aplicacdes de produtos quimicos para seu
controle, sem a adocdo das estratégias preconizadas no Manejo Integrado de
Pragas (EMBRAPA, 2013). As condi¢des climaticas (SHARMA, 2014), as extensas
areas de vegetacdo hospedeira ndo monitorada e de dificil controle que serve como
area de multiplicacdo (CUNNINGHAM; ZALUCKI; WEST, 1999), e as caracteristicas
dos cultivos agricolas com plantios continuos e sucessivos de diversas plantas
hospedeiras tém favorecido o alto potencial reprodutivo de H. armigera (NASERI et
al., 2009). Esse conjunto de fatores tem possivelmente causado o prolongamento do
periodo de reproducdo de H. armigera com sucessivas geracoes, resultando em alta
densidade populacional e rapida dispersdo para outras regibes do planeta
(KRITICOS et al., 2015).

A introdugcdo de H. armigera em novas areas agricolas promove duvidas
quanto ao seu comportamento e potenciais danos a essas areas. Essa preocupacao
se da especialmente por se tratar de uma praga com histérico de evolucdo de

resisténcia a diversos grupos de inseticidas quimicos (McCAFFERY, 1998; MARTIN
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et al., 2005), pela potencial capacidade de evolu¢do de resisténcia a proteinas
inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (ROMEIS;
MEISSLE; BIGLER, 2006) presentes em culturas geneticamente modificadas
(AKHURST et al.,, 2003; TABASHNIK; van RENSBURG; CARRIERE, 2009;
DOWNES; PARKER; MAHON, 2010) e pela falta de estratégias de manejo. Assim,
fomentou a necessidade de criacdo do inseto em laboratorio para estudos nas mais
diversas areas.

Neste estudo, adotou-se como hipotese de bem-estar para H. armigera como
sendo a capacidade do inseto de expressar as atividades biolégicas naturais que
formam a sua historia de vida, garantindo assim a perpetuacdo da espécie. Para
garantir o bem-estar ao inseto teve-se como premissa o fornecimento de condi¢cdes
ambientais adequadas a espécie, alimentacdo ideal em qualidade e quantidade e

manejo e praticas estruturais que promovam o comportamento natural do inseto.

Devido a necessidade de se estabelecer metodologias de criagdo de H.
armigera com condi¢cdes adequadas de desenvolvimento do inseto em laboratério
gue suporte o bem-estar, este trabalho teve como objetivo desenvolver uma técnica
de criacdo de H. armigera que permita a producao e manutencéo continua do inseto

para a realizacdo de estudos nas mais diversas areas de pesquisa.

2. Material e métodos

2.1 Local

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Resisténcia de
Plantas a Insetos do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil. Os ensaios foram realizados sob condi¢cfes controladas de 26 + 1°C, 60 £+ 5%

de umidade relativa, e fotofase de 12 horas.
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2.2 Criagcao de Helicoverpa armigera

Individuos de H. armigera foram originalmente obtidos de doacdes das
Empresas Bayer, Dupont (Paulinia, SP) e SGS Gravena (Jaboticabal, SP), criados
em laboratorio com dieta artificial e com introducbes regulares de individuos
selvagens. A colbnia de laboratorio que foi utilizada no estudo foi iniciada em folhas
de algodao, cv. BRS 293. Na geracdo F1 foi estabelecida uma linhagem do inseto
em dieta artificial modificada de Greene; Leppla; Dickerson (1976) — Dieta MAG.

2.3 Recipiente e forma de disponibilidade de alimento para criacdo de
Helicoverpa armigera

Em decorréncia da capacidade de H. armigera na fase larval em perfurar os
recipientes de plastico descartaveis, facilmente encontrados no mercado e
comumente utilizados em criacao de outros lepidopteros, estes ndo foram analisados
neste estudo. Para definir o recipiente para criagdo massal de H. armigera, foram
avaliados trés tipos de recipientes: (I) placa de Petri de acrilico (6,0 cm de diametro x
2,0 cm de altura); (ll) pote plastico transparente (6,5 cm de diametro x 5,0 cm de
altura, tampado com tampa plastica); e (lll) tubo de vidro de fundo chato (2,5 cm de
diametro x 8,5 cm de altura, tampado com chumaco de algodao hidréfilo). Cada
recipiente recebeu 8 g de dieta artificial (Dieta MAG) como substrato de alimentacéo
para o inseto (ad libitum), com diferentes formas de disponibilidade: (1) placa de Petri
e (I) pote plastico com dieta concentrada na metade do recipiente formando angulo
de 15 graus, dieta em porc¢des retangulares ao centro e dieta depositada ao fundo
do recipiente e (lll) tubo de vidro com dieta depositada ao fundo e acondicionado
com o fundo voltado para cima, em estante de madeira com 15% de declividade.

Foi avaliado o desenvolvimento de H. armigera por meio dos seguintes
parametros bioldgicos: duragéo e sobrevivéncia do periodo larval e pupal e peso de
lagartas aos 10 dias de idade e de pupas com 24 horas com o auxilio de uma
balanca de precisdo (0,0001 g) (Ohaus Corporation, AR2140, Parsippany, USA).
Para avaliagdo dos parametros biolégicos de H. armigera, para cada tipo de

recipiente e disponibilidade do alimento, foram inoculadas lagartas neonatas nos
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recipientes onde permaneceram até atingirem a fase de pupa. Apds 24 horas, as
pupas foram pesadas e transferidas para um pote plastico (6,5 cm de didmetro x 5,0
cm de altura) contendo uma camada de 0,5 cm de vermiculita, para avaliacdo do
periodo pupal, bem como para evitar desidratacdo ou danos as pupas e oferecer
condi¢cOes adequadas na emergéncia do adulto.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
sete repeticOes, sendo cada repeticdo composta por cinco lagartas individualizadas
em cada recipiente. A distribuicdo das cinco lagartas por repeticdo foi definida no
inicio do experimento e essa forma de composi¢cdo das repeticbes teve como

objetivo minimizar o efeito individual do inseto e diminuir a variabilidade dos dados.

2.4 Quantidade de dieta artificial para alimentacdo de Helicoverpa armigera

Para a determinacdo da quantidade de dieta oferecida para alimentacdo de
H. armigera, lagartas neonatas e de terceiro instar foram individualizadas em
recipiente e forma de disponibilidade, previamente selecionados no experimento
anterior. Desse modo, a dieta artificial (Dieta MAG) foi oferecida as lagartas de H.
armigera nas quantidades de 4,5; 5,5 e 6,5 g de massa fresca por recipiente. Os
parametros biolégicos avaliados foram a duracdo e a sobrevivéncia das fases larval
e pupal, peso de lagartas no maximo desenvolvimento, peso de pupas com 24 horas
de idade e de adultos recém-emergidos.

Para o teste de quantidade de alimento oferecido a H. armigera, adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (duas idades de
inseto x trés quantidades de alimento) e utilizou-se sete repeticdes. Cada repeticdo
foi composta por cinco lagartas individualizadas em cada recipiente. A distribuicdo
das cinco lagartas por repeticdo foi definida no inicio do experimento e essa forma
de composicdo das repeticoes teve como objetivo minimizar o efeito individual do

inseto e diminuir a variabilidade dos dados.
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2.5 Efeito no desenvolvimento de Helicoverpa armigera submetida a diferentes
densidades e periodos de pré-individualizagao

Os efeitos no desenvolvimento de H. armigera criada em diferentes niameros
por recipiente e a idade de lagartas mais adequada para individualizacao foram
determinados em duas etapas. Na primeira etapa, lagartas neonatas foram
acondicionadas em recipiente plastico de capacidade de 1000 mL (13,0 cm de
didametro x 9,5 cm de altura) com 30 mL de dieta artificial distribuida em todo fundo
do recipiente (132,7 cm?). Em seguida, os recipientes foram mantidos com o fundo
voltado para cima até o momento da individualizagdo, que ocorreram no 5°, 7°, 9° e
11° dia apés eclosdo, onde as densidades de uma, 20, 40, 80 e 120 lagartas por
recipiente foram avaliadas quanto ao ganho de peso e sobrevivéncia.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado; para a avaliagao do
peso de lagartas utilizou-se seis repeti¢cdes, sendo cada repeticédo representada pelo
peso médio de cinco lagartas; para a sobrevivéncia larval utilizou-se 10 repeticdes, e
cada repeticdo foi composta por um recipiente, com exce¢ao no tratamento de
densidade de uma lagarta por recipiente, em que a repeticao foi constituida por 10
lagartas individualizadas em cada recipiente.

Na segunda etapa, foi avaliada a influéncia da densidade e do periodo de pré-
individualizacdo no desenvolvimento de H. armigera até a fase adulta. Lagartas com
cinco, sete, nove e 11 dias de idade, oriundas das densidades de uma, 20, 40, 80 e
120 lagartas por recipiente, foram individualizadas e avaliou-se o periodo larval e
pupal, peso de pupa e sobrevivéncia de imaturo. Para isso adotou-se as melhores
condi¢bes, conforme os resultados anteriores (tipo de recipiente, quantidade e forma
de disponibilidade de alimento).

Foram utilizadas seis repeticdes em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4 x 5 (quatro periodos de pré-individualizagdo x cinco
densidades de lagartas), sendo cada repeticdo constituida por cinco lagartas
individualizadas em cada recipiente. A distribuicdo das cinco lagartas por repeticao
foi definida no inicio do experimento e essa forma de composi¢cdo das repeticdes
teve como objetivo minimizar o efeito individual do inseto e diminuir a variabilidade

dos dados.
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2.6 Efeito no desenvolvimento de Helicoverpa armigera em recipientes com
tamanhos diferentes no periodo de pré-individualizac&o

Para evitar a competicdo intraespecifica, foi avaliado em laboratorio a
sobrevivéncia e o peso de lagartas de H. armigera em regimes de confinamento.
Para isso, quatro tamanhos de recipientes plasticos com capacidades de 145, 250,
500 e 1000 mL e &reas disponiveis com dieta de 33,18; 50,26; 78,54 e 132,73 cm?,
respectivamente, foram utilizados. O niamero de lagartas confinadas correspondeu
ao definido no teste de densidade larval. Apos trés, cinco e seis dias verificou-se a
sobrevivéncia larval e no final do periodo avaliado foi aferido o peso médio de 10
lagartas por repeticdo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente

casualizado, com 12 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um recipiente.

2.7 Estagios imaturos de Helicoverpa armigera

pY

Posteriormente a selecdo das condicdes mais adequadas para criacao,
determinou-se o numero de instares larvais de H. armigera. Apds eclosdo, 50
lagartas neonatas foram individualizadas e alimentadas com dieta artificial
modificada de Greene, Leppla e Dickerson (1976). Diariamente, foi medida a largura
da cépsula cefalica e o comprimento das lagartas por meio de um microscépio
estereoscopico com ocular graduada com precisdo de 0,1 mm (Atto Instruments Ltd,
Let-2, Tsuen Wan, Hong Kong). Estas afericbes serviram para determinar o
comprimento do inseto, o tempo de desenvolvimento nos instares larvais e o0 numero
de instares de H. armigera utilizando-se a metodologia de criagdo aqui desenvolvida.
Para a diferenciagdo dos instares, organizou-se uma distribuicdo de frequéncia das
medidas das capsulas cefalicas. Ao final das medi¢bes foi determinada a razéo de
crescimento e comparada ao modelo linear de Dyar (1890). Na fase de pupa foi

aferido o comprimento e o periodo de desenvolvimento pupal.
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2.8 Gaiola de oviposicao e densidade de casais por gaiola para criacdo de
Helicoverpa armigera

Para determinar o tamanho da gaiola de oviposi¢cao e 0 nimero de casais por
gaiola mais indicados para criagdo e testes laboratoriais com H. armigera, foram
avaliados trés tamanhos de gaiolas. Todas as gaiolas foram constituidas por tubo de
PVC de 20 cm de altura, com variacdo no diametro (10; 15 e 20 cm) e numero de
casais (1, 5 e 10). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 3 (trés tamanhos de gaiola x trés densidades
de casais), com seis repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma gaiola.

As gaiolas foram revestidas internamente com papel toalha, depositadas em
pratos plasticos forrados com o mesmo papel e tampadas na extremidade superior
com tecido tipo voile. Para a alimentacdo dos adultos de H. armigera utilizou-se
solucéo de mel a 10% em um frasco de vidro (volume de 10 mL) com um chumaco
de algodao; por capilaridade o alimento ficou disponivel aos insetos em todo o
periodo avaliado, sendo substituido diariamente.

Apés a emergéncia dos adultos, oriundos de criacdo estabelecida de acordo
com os melhores resultados observados nos ensaios anteriores (tipo de recipiente,
guantidade e forma de disponibilidade de alimento), foram constituidos casais
recém-emergidos no mesmo dia. Diariamente, realizou-se a substituicdo do papel de
revestimento e o tecido voile, bem como a contagem dos ovos para determinacéo da
fecundidade de H. armigera. Apés a quantificacdo, o papel e o tecido com os ovos
foram acondicionados em recipiente plastico de 1500 mL (13,0 cm de diametro X

14,5 cm de altura) até a ecloséo das lagartas para a determinacao da fertilidade.

2.9 Validagéo da metodologia de criagcao de Helicoverpa armigera

A metodologia de criacdo proposta para H. armigera foi testada por 12
geracOes subsequentes a definicAo do sistema de criagdo. Na 22, 42, 82 e 122
geracdes foram registrados em H. armigera o periodo larval e pupal, os pesos de
lagartas aos 10 dias de idade e de pupas com 24 horas de idade, a sobrevivéncia

larval e pupal, e os indices de desenvolvimento nas fases larval e pupal. Lagartas
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neonatas de H. armigera foram submetidas a condicdes fisicas e alimentares de
acordo com a metodologia desenvolvida. Apds pesagem, as pupas foram
transferidas para recipientes plasticos (6,5 cm de diametro x 5,0 cm de altura)
contendo uma camada de 0,5 cm de vermiculita para avaliacdo do periodo pupal. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por cinco lagartas individualizadas em
cada recipiente. A distribuicdo das cinco lagartas por repeticédo foi definida no inicio
do experimento e essa forma de composicdo das repeticbes teve como objetivo

minimizar o efeito individual do inseto e diminuir a variabilidade dos dados.

2.10 Analise estatistica

Todos os dados obtidos nos ensaios para elaboracdo da metodologia de
criacdo de H. armigera foram expressos como média + erro padrdao da média.
Utilizou-se a analise exploratdria dos dados para a verificacdo de dados influentes e
outliers, homocedasticidade e normalidade dos residuos. Quando atendidas estas
pressuposicdes, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
guando significativo as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (a
= 0,05). Dados que ndo atenderam aos pressupostos foram transformados
apropriadamente antes da ANOVA ou foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Walllis. O software utilizado para as andlises estatisticas foi 0 SAS® 9.3
(SAS INSTITUTE, 2011).
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3 Resultados

3.1 Recipiente e forma de disponibilidade de alimento para criagcdo de
Helicoverpa armigera

Os dados dos parametros de desenvolvimento de H. armigera em diferentes
recipientes e formas de disponibilidade do alimento estdo apresentados na Tabela 1.
Lagartas confinadas em RPP/F1 apresentaram maior peso larval, diferindo
significativamente do peso de lagartas em RP/F1, RP/F3, e néo diferiram do peso de
lagartas em RPP/F2, RPP/3 e RTVFC (Fs42 = 5,28; P = 0,0004). O periodo larval foi
significativamente menor em lagartas desenvolvidas em RPP/1, RPP/F3, RP/F1 e
RTVFC em comparacdo com o periodo larval em RPP/F2, RP/F2, RP/F3 (Fe 42 =
16,70; P < 0,0001).

O confinamento nos recipientes e formas de disponibilidade do alimento
RPP/F1, RP/F1 e RTVFC favoreceram a formacdo de pupas mais pesadas, com
significativa diferenca em comparagcdo com o0s pesos de pupas oriundas dos
recipientes RPP/F2, RPP/F3, RP/F2 e RP/F3 (Fs 4, = 14,82; P < 0,0001).

N&o houve diferenca significativa na sobrevivéncia larval (Hg 42 = 3,9878; P
= 0,6783) e pupal (He42 = 2,3880; P = 0,8808) de H. armigera nos diferentes
recipientes e formas de disponibilidade de alimento. Como o recipiente placa de Petri
de acrilico (6,0 cm de didametro x 2,0 cm de altura) e a forma de disposi¢do do
alimento concentrada na metade do recipiente formando angulo de 15 graus
favoreceram o desenvolvimento larval e pupal de H. armigera, esses foram

selecionados para serem utilizados nos experimentos subsequentes.
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Tabela 1. Médias (+ EP) dos parametros de desenvolvimento de Helicoverpa
armigera em diferentes recipientes e formas de disponibilidade de alimento.
T 26 £ 1°C; UR 60 * 5%; Fotofase 12h.
Peso de lagarta Periodo larval Peso de pupa Sobrevivéncia Sobrevivéncia
(mg)* (dias)* (mg)* larval (%)>  pupal (%)
RPP/F1 190,90 +17,71c¢  16,21+0,15a 374,06+8,74c 8857+595a 87,14+4,61a

Recipiente

RPP/F2 151,71+2550abc 19,45+0,12c 320,34+6,08ab 85,71+3,69a 80,71+5,50a
RPP/F3 178,37 +8,73 bc 17,32 +£0,22ab 313,44+3,12a 91,43*4,04a 8357+432a
RP/F1 104,70 + 20,88 ab 18,08 £ 0,26 ab 342,15+ 10,28 bc 85,71 +3,68a 84,29 +6,02 a
RP/F2 82,72+ 21,27 a 19,34+0,49c 310,44+3,58a 80,00+4,36a 8524+542a
RP/F3 86,09+ 12,23 a 19,20+ 0,22c 312,88+3,79a 8571%571a 7952+583a
RTVFC 157,84+23,23abc 16,44+0,25a 35554+577c 8857+4,04a 87,86+6,16a

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas séo significativamente diferentes pelo teste de
Dunn' ou Tukey? (P < 0,05).

RPP/F1 — placa de Petri em acrilico com dieta concentrada na metade do recipiente formando angulo
de 15 graus.

RPP/F2 — placa de Petri em acrilico com dieta em por¢ao retangular ao centro.

RPP/F3 — placa de Petri em acrilico com dieta deposita ao fundo.

RP/F1 — pote plastico com dieta concentrada na metade do recipiente formando angulo de 15 graus.
RP/F2 — pote plastico com dieta em porcao retangular ao centro.

RP/F3 — pote plastico com dieta deposita ao fundo.

RTVFC — tubo de fundo chato com dieta deposita ao fundo.

3.2 Quantidade de dieta artificial para alimentacédo de Helicoverpa armigera

Parametros de desenvolvimento de H. armigera foram estudados em duas
idades de individualizacdo em resposta a alimentacdo em trés quantidades de dieta.
Ambos os efeitos da idade do inseto, quantidade de alimento e sua interagdo em
parametros de desenvolvimento foram avaliados (Tabela 2). Nao foram observadas
diferencas significativas na massa corpoérea de lagartas de H. armigera alimentadas
em quantidades diferentes de dieta (F,,3s = 0,12; P = 0,8894) e idade do inseto (F1 36
= 0,00; P = 0,9448). Da mesma forma, nao foi observada interacdo significativa entre
guantidade de dieta e idade do inseto para o peso de lagartas (Fz3 = 2,81; P =
0,0737).

O peso de adultos de H. armigera nédo diferiu significativamente tanto entre
guantidade de dieta (F,,3 = 0,17; P = 0,8477) quanto para idades dos insetos (F1 36 =
0,65; P = 0,4247). A interacdo de quantidade de alimento por idade de inseto
também ndao foi significativa (F,.3s = 1,29; P = 0,2885).
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Para o periodo de desenvolvimento larval de H. armigera, ndo houve influéncia
significativa na quantidade de alimento (F, 3 = 3,12; P = 0,0564), na idade do inseto
(F136 = 0,28; P = 0,5989) nem na interagdo quantidade de dieta x idade do inseto
(F236 = 0,80; P = 0,4574). No periodo pupal, diferencas significativas foram
encontradas entre quantidades de dieta (F, 35 = 6,47; P = 0,0040), porém a idade do
inseto ndo afetou significativamente o periodo pupal (F13 = 0,02; P = 0,8840). A
interacdo quantidade de dieta x idade de inseto n&o foi significativa (F2,36 = 1,38; P =
0,2642) para o periodo de desenvolvimento pupal.

A sobrevivéncia larval de H. armigera apresentou diferencas significativas para
lagartas neonatas e de terceiro instar entre as por¢cdes de dietas oferecidas. Houve
interac&o significativa entre a quantidade de dieta e a idade de lagarta (F; 3 = 12,32;
P < 0,0001). A sobrevivéncia larval de lagartas neonatas foi mais elevada quando a
disponibilidade de alimento foi maior (F,3 = 11,61; P = 0,0001), enquanto para
lagartas individualizadas no terceiro instar a sobrevivéncia foi menor na quantidade
de alimento intermediaria (F23s = 10,08; P = 0,0003). Quanto a idade do inseto,
maior sobrevivéncia para lagartas de terceiro instar foi observada nas quantidades
de 4,5 g (F136 = 15,51; P = 0,0004) e 5,5 g (F136 = 9,38; P = 0,0041), mas para a
quantidade de 6,5 g ndo houve diferenca significativa (F1 35 = 0,77; P = 0,3872).

Na sobrevivéncia pupal, houve interacéo significativa para a idade do inseto x
quantidade de alimento (F2 36 = 17,99; P < 0,0001). Maiores indices de sobrevivéncia
de pupas foram observados em lagartas neonatas criadas em maior disponibilidade
de alimento (Fz3s = 15,96; P < 0,0001), enquanto em lagartas de terceiro instar
criadas em 4,5 g e 6,5 g de alimento (F,3s = 8,42; P < 0,001) a sobrevivéncia pupal
foi maior em comparagdo com 5,5g de dieta artificial. Entre as idades de H.
armigera, a maior sobrevivéncia pupal foi observada em lagartas de terceiro instar
na quantidade de 4,5 g de alimento (F1 3 = 20,17; P < 0,001) e em lagartas neonatas
alimentadas com 5,5 g de dieta (F13 = 15,65; P = 0,003). A sobrevivéncia pupal de
H. armigera na quantidade de 6,5 g de alimento néo foi significativa entre lagartas
neonatas e de terceiro instar (F1 35 = 0,16; P = 0,6903).

Em relacdo ao peso de pupa, houve interacdo significativa entre a quantidade
de dieta e a idade do inseto (F,3 = 5,99; P = 0,0057). Pupas de individuos de H.

armigera individualizados no inicio da fase pré-imaginal e alimentados na menor
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guantidade de alimento foram significativamente menos pesados (F2 3 = 3,59; P =
0,0379), ndo ocorrendo diferenca quando as pupas foram oriundas de insetos
alimentados em diferentes quantidades de dieta a partir do terceiro instar (F,3 =
2,49; P = 0,0971). No valor quantitativo de 4,5 g de dieta, as pupas oriundas de
insetos individualizados no terceiro instar foram significativamente mais pesadas em
comparacao com insetos individualizados quando neonatos (Fi3s = 10,74; P =
0,0023). Para o peso de pupas oriundas de insetos alimentados com 5,5 g (F136 =
1,42; P =0,2419) e 6,5 g (F1.36 = 0,47; P = 0,4972) ndo houve diferenca significativa
entre as idades dos insetos. Para o desenvolvimento satisfatorio de H. armigera,
verificou-se que a quantidade de 5,5 gramas de dieta artificial para cada individuo foi
suficiente para o desenvolvimento do inseto nas duas idades de individualizacao,
desta forma a quantidade de 5,5 gramas foi utilizada para experimentos

subsequentes.
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Tabela 2. Médias (+ EP) dos pardametros de desenvolvimento de Helicoverpa
armigera alimentadas com 4,5; 5,5 e 6,5 gramas de dieta artificial. T 26 £

1°C; UR 60 * 5%; Fotofase 12h.

Quantidade de

Peso de lagarta

Peso de adulto

Periodo larval

Periodo pupal

dieta (mg) (mg) (dias) (dias)
459 425,13+4,83a 231,54+4,08a 16,01+0,11a 11,50+0,04a
5549 422,30+5,77a 232,12+385a 1566+0,12a 11,64+0,06ab
6,590 425,37 +4,75a 228,88+4,78a 1557+0,17a 11,79+0,06b
Idade da lagarta
neonata 424,07 +4,01a 22887+3,07a 15,79+0,12a 11,65+0,06a
3° instar 42447 +429a 232,82+3,73a 15,70+x0,11a 11,64+0,05a
Interacdo quantidade de dieta x idade da lagarta para sobrevivéncia larval
Quantidade de dieta (g)
Idade da lagarta
4.5 5,5 6,5
neonata 71,43 + 3,12 aA 89,79 + 2,63 bB 91,83 + 2,89 aB
3° instar 89,79 + 4,08 bB 75,51 + 4,08 aA 95,92 + 2,63 aB

Interacdo quantidade de dieta x idade da lagarta para sobrevivéncia pupal

neonata 68,33 + 4,03 aA

91,16 + 4,43 bB

93,20 + 3,22 bB
73,10 = 3,30 aA

93,20 + 3,22 aB

3% instar 91,15+ 3,15 aB

Interacdo quantidade de dieta x idade da lagarta para peso de pupa

neonata 381,37 + 2,58 aA

413,59 + 6,52 bA

406,15 + 9,03 aB
394,45 + 7,69 aA

401,49 + 7,57 aAB

3% instar 394,75 + 6,55 aA

Médias seguidas por diferentes letras minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas séo
significativamente diferentes Tukey (P < 0,05).

3.3 Efeito no desenvolvimento de Helicoverpa armigera submetida a diferentes
densidades e periodos de pré-individualizagdo

Os dados dos efeitos nos pesos de lagartas de H. armigera, criadas em
diferentes densidades larvais, aos cinco, sete, nove e 11 dias ap0s emergéncia
estdo apresentados na Tabela 3. As lagartas de H. armigera provenientes da

densidade de uma lagarta por recipiente apresentaram maior peso no quinto dia,
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diferenciando das lagartas provenientes da densidade de 40 lagartas. Para as outras
densidades larvais, o peso de lagartas néo diferiu significativamente (F425 = 3,48; P
= 0,0216). No sétimo dia, o peso de lagartas provenientes da menor densidade larval
apresentou diferenca significativa em comparacdo com o0 peso das outras
densidades larvais (Fs25 = 6,25; P = 0,0012). No nono dia, maior peso larval foi
observado em lagartas provenientes da densidade de uma lagarta por recipiente,
com diferenca significativa para a densidade de 80 lagartas (F425 = 3,62; P =0,0185).
Para as demais densidades larvais, ndo houve diferenca. Lagartas criadas na
densidade de uma lagarta por recipiente foram mais pesadas no décimo primeiro
dia, diferindo significativamente do peso de lagartas confinadas nas demais
densidades larvais (F4 s = 20,87; P < 0,0001).

Tabela 3. Médias (+ EP) dos pesos (mg) aos cinco, sete, nove e 11 dias apos
emergéncia de lagartas de Helicoverpa armigera criadas em diferentes
densidades larvais. T 26 + 1°C; UR 60 + 5%; Fotofase 12h.

Densidade larval Peso (5 dias) Peso (7 dias) Peso (9 dias) Peso (11dias)
1 6,63+0,34 b 26,17+1,46b 73,17+8,25b 283,25+17,66 C
20 4,80 £ 0,67 ab 1793+ 1,26 a 54,11 + 5,69 ab 158,42 £ 8,72 ab
40 4,13+0,44 a 1761+1,15a 55,68 + 6,81 ab 194,55+ 19,18 b
80 5,31+ 0,64 ab 18,52+ 2,03 a 42,75+431 a 110,61+ 4,12 a
120 4,71+ 0,35 ab 1766+ 1,34 a 48,11 + 4,16 ab 147,75 £ 16,02 ab

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas colunas sao significativamente diferentes pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

Os dados dos efeitos nas sobrevivéncias de lagartas de H. armigera, criadas
em diferentes densidades larvais, aos cinco, sete, nove e 11 dias apds emergéncia
estdo apresentados na Tabela 4. Para a sobrevivéncia larval, houve interacdo
significativa entre o dia da individualizacdo e a densidade de lagartas (Fi21s0 = 3,75;
P < 0,0001). Nao houve diferenca significativa entre os dias da individualizacéo para
a densidade de uma lagarta (Fs1s0 = 1,10; P = 0,3515). Para a densidade de 20
(Fs1s0 = 16,47; P < 0,0001) e 40 (Fs13 = 20,86; P < 0,0001) lagartas, a
sobrevivéncia foi maior aos cinco e sete dias. Em relagédo a densidade de 80 (F3 150 =
22,38; P < 0,0001) e 120 (Fzi1s0 = 31,99; P < 0,0001) lagartas, as maiores
sobrevivéncias foram observadas apenas no quinto dia. Aos cinco dias de
individualizagéo, n&o houve diferenca significativa entre as densidades larvais (F4 150
= 1,50; P = 0,2033). Para o sétimo (F4 180 = 4,89; P = 0,0009), nono (F4150 = 10,26; P
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< 0,0001) e décimo primeiro (Fs180 = 29,00; P < 0,0001) dias, maiores

sobrevivéncias foram observadas apenas na densidade de uma lagarta.

Tabela 4. Médias (+x EP) das sobrevivéncias aos cinco, sete, nove e 11 dias apds
emergéncia de lagartas de Helicoverpa armigera criadas em diferentes
densidades larvais. T 26 + 1°C; UR 60 = 5%; Fotofase 12h.

Dia da individualizacéo

Densidade
larval 5 7 9 11

Interagdo dia da individualizagdo x densidade de lagarta para a sobrevivéncia larval no dia da
individualizaco

1 91,00 + 3,14 aA 85,00 + 4,01 bA 83,00 £ 4,22 bA 83,00 * 5,38 bA
20 82,50 + 3,27 aC 75,50 £ 3,69 abBC 68,00 + 2,00 aB 48,50 + 1,98 aA
40 81,25+5,49aC  69,25%5,15aBC 67,50 + 6,07 aA 42,00 £ 4,11 aA
80 79,50 + 2,91 aC 66,12 + 1,34 aB 55,75+ 1,85 aB 39,00 +1,73 aA
120 83,08 £1,64 aC 66,25+ 1,21 aB 54,33 £ 4,48 aB 34,50+ 2,17 aA

Médias seguidas por diferentes letras minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os dados dos efeitos de diferentes densidades de lagartas e periodos de pré-
individualizacdo ocasionados no desenvolvimento de H. armigera estdo
apresentados na Tabela 5. Para o peso de pupas, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as densidades larvais (F4100 = 2,39; P = 0,0558), porém, houve
diferencas significativas para o periodo de pré-individualizacdo no peso de pupas
(Fs100 = 28,12; P < 0,0001). Insetos individualizados aos cinco e sete dias
apresentaram maiores pesos de pupas em comparacdo com 0s insetos
individualizados aos nove e 11 dias de idade. A interacdo entre a densidade larval e
o periodo de pré-individualizagdo nao foi significativa (F12,100 = 1,8; P = 0,0576).

Em relagéo a sobrevivéncia na fase imatura de H. armigera, ndo verificaram-
se diferencas significativas nas diferentes densidades (F4,100 = 1,26; P = 0,3968). Por
outro lado, a sobrevivéncia de imaturo foi significativamente diferente para o periodo
de pré-individualizacdo (Fsi00 = 5,64; P = 0,0013). N&o ocorreu interacao
significativa entre a densidade larval e o periodo de pré-individualizacdo (Fi2,100 =
1,07; P = 0,3968).

No periodo pupal de H. armigera ndo foi observado diferenca significativa em
relacdo ao dia da individualizacdo (Fs 100 = 1,94; P = 0,1282). Da mesma forma, as

diferentes densidades larvais, no periodo de pré-individualiza¢do, ndo interferiram no
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periodo pupal (F4100 = 1,74; P = 0,1474). A interacdo entre a densidade larval e o
periodo de pré-individualizacdo para o periodo larval ndo foi significativa (F12100 =
1,02; P =0, 4368).

Para o periodo larval, a interacdo densidade larval x periodo de pré-
individualizacéao foi significativa (F12,100 = 3,79; P < 0,0001). O dia de transferéncia de
recipientes para insetos criados na densidade de um inseto nado interferiu no periodo
larval (F3100 = 0,28; P = 0,8411). A individualizagcdo no quinto dia para a densidade
de 20 lagartas promoveu menor tempo de desenvolvimento larval, diferindo da
individualizagdo das lagartas aos sete e 11 dias, porém, ndo diferenciou da
individualizagdo no nono dia (F3100 = 3,97; P = 0,0102). O dia da individualizagéo
nao interferiu no desenvolvimento larval na densidade de 40 lagartas (Fs 100 = 1,41; P
= 0,2434). As individualizagbes no quinto (Fz 100 = 14,78; P < 0,0001) ou no sétimo
(Fs,100 = 5,84; P < 0,0010) dia para as densidades de 80 ou 120 lagartas foram as
gue apresentaram menor interferéncia no desenvolvimento larval de H. armigera.
Verificaram-se diferencas significativas no periodo larval aos cinco (F4 100 = 15,04; P
< 0,0001), sete (F4100 = 12,94; P < 0,0001), nove (F4100 = 21,55; P < 0,0001) e 11
(Fa100 = 36,07; P < 0,0001) dias da individualizacdo, onde a densidade de uma
lagarta apresentou menor periodo larval em comparacdo com as demais densidades
larvais.

Desse modo, observa-se que a individualizacdo das lagartas no quinto dia
apresentou menor interferéncia na maioria dos parametros de H. armigera
analisados, independentemente da densidade que séo criadas nesse periodo. Desta
forma, selecionou-se o quinto dia para realizar a individualizacdo e a densidade de

120 lagartas por recipiente.
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Tabela 5. Médias (+ EP) dos pardametros de desenvolvimento de Helicoverpa
armigera criadas em diferentes densidades larvais e periodos de pré-
individualizac&o. T 26 + 1°C; UR 60 + 5%; Fotofase 12h.

Densidade larval  Peso de pupa (mg)  Sobrevivéncia de imaturo (%)

Periodo pupal (dias)

1 279,39+ 3,69 a 80,00+ 2,69 a 11,46+ 0,36 a
20 292,38+ 4,48 a 74,17 £ 3,06 a 11,66 + 0,07 a
40 286,25+ 5,01 a 76,08 £4,49 a 11,61+ 0,06 a
80 285,64 +5,10 a 76,67 £ 2,87 a 11,56 + 0,06 a
120 292,43 +5,04 a 70,83+ 3,18 a 11,62 + 0,06 a
Dia da individualizagéo
5 301,52+ 3,65¢ 82,00+£2,42b 11,52 +0,04 a
7 300,49+3,82¢c 80,00+ 2,54 b 11,68 + 0,07 a
9 279,34 +2,72 b 72,67+2,79 a 11,53+0,05a
11 267,54+ 3,65 a 67,49 £ 3,40 a 11,61+0,04 a

Interagdo dia da individualizacao x densidade de lagarta para o periodo larval

Dia da individualizagéo
5 7 9 11

Densidade larval

1 16,74 £ 0,39 aA 16,82 £ 0,33 aA 16,88 £ 0,22 aA 16,54 £ 0,25 aA
20 18,41 + 0,21 bA 19,58 + 0,38 cB 19,38 + 0,33 bAB 19,57 £ 0,34 bcB
40 19,22 + 0,25 bA 18,69 + 0,36 bcA 19,49 £ 0,28 bA 19,19 + 0,37 bA
80 19,22 + 0,24 bAB 18,44 £ 0,22 bA 20,11 £ 0,23 bBC 20,92 +0,20dC
120 19,28 £ 0,12 bAB 18,75+ 0,16 bcA 19,87 + 0,27 bB 20,30 £ 0,23 cdB

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.4 Efeito no desenvolvimento de Helicoverpa armigera em recipientes com
tamanhos diferentes no periodo de pré-individualizagéo

Os dados da sobrevivéncia aos trés, cinco e seis dias de idade de lagartas de
H. armigera criadas em diferentes tamanhos de recipientes estdo apresentados na
Tabela 6. Aos trés dias de idade ndo ocorreram diferengas significativas na
sobrevivéncia de lagartas, independentemente do tamanho do recipiente (Fz44 =
1,64; P =0,1938). Aos cindo dias, houve maior sobrevivéncia de lagartas criadas no
recipiente de 1000 mL em comparacdo ao recipiente de 145 mL (F344 = 5,87; P =

0,0018). Aos seis dias de idade, houve variacéo significativa na sobrevivéncia das
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lagartas, sendo a maior sobrevivéncia verificada no recipiente de 1000 mL,
sobrevivéncia intermediaria nos recipientes de 250 e 500 mL, e menor sobrevivéncia
no recipiente de 145 mL (Fs44 = 17,31; P < 0,0001).

Além disso, houve diferenca significativa entre os dias avaliados, de modo que
em todos recipientes ocorreram decréscimo na sobrevivéncia ao longo do tempo,
para o recipiente de 145 mL (Fs33 = 65,51; P < 0,0001), 250 mL (F333 = 50,63; P <
0,0001), 500 mL (F333 = 39,79; P < 0,0001), 1000 mL (F333 = 0,69; P = 0,5084).

O peso de lagartas foi influenciado em funcdo do tamanho do recipiente; maior
peso foi verificado em lagartas criadas no recipiente de 1000 mL e menor peso no
recipiente de 145 mL (Fz 44 = 24,53; P < 0,0001).

Na densidade de 120 lagartas de H. armigera por recipiente, o confinamento
inicial até a individualizacdo das lagartas € influenciado pelo tamanho do recipiente;
verificou-se com os resultados dos parametros avaliados que foram diretamente
relacionados com espaco disponivel para o inseto. Assim, selecionou-se o0 recipiente
de 1000 mL para criacdo de lagartas de H. armigera até a individualizacao.

Tabela 6. Médias (+ EP) da sobrevivéncia Helicoverpa armigera aos trés, cinco e
seis dias de idade e médias (+ EP) do peso de 10 lagartas aos seis dias
de idade criadas em recipientes de diferentes tamanhos. T 26 + 1°C; UR
60 + 5%; Fotofase 12h.

o Sobrevivéncia (%) Peso (mg)
Recipiente
3 (dias) 5 (dias) 6 (dias) 6 (dias)
145 mL 8450+286aC 5517+3,08aB 43,92+1,58aA 340,89 + 9,67 a
250 mL 84,75+2,68aC 63,67 +253abB 51,25+ 1,85bA 386,87 +7,92 a
500 mL 87,25+ 3,24aC 64,75+3,34abB 52,25+ 1,42 bA 435,19+ 14,71 b
1000 mL 91,92+1,74aC 71,83+2,18bB 60,67 +1,71cA 482,75+ 15,42 ¢

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.5 Estagios imaturos em Helicoverpa armigera

A duracdo das fases larval e pupal, largura da capsula cefalica e razédo de

crescimento para cada instar estdo apresentados na Tabela 7. No estagio larval
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ocorreram cinco estadios com duragdo total média de 16,5 dias. O quinto instar
incluindo a pré-pupa apresentou em média 7,1 dias, e o estagio pupal durou em
meédia 11,9 dias. As capsulas cefalicas variaram em largura de 0,3 a 3,0 mm no
periodo de desenvolvimento larval de H. armigera, e a razdo média de crescimento
foi de 1,8. Pela analise da curva de frequéncias das larguras das capsulas cefalicas,
pode ser observado quatro picos distintos, representando os cinco instares larvais
de H. armigera (Figura 1).

As medidas do comprimento do corpo de H. armigera nos periodos de
desenvolvimento larval e pupal estdo apresentadas na Figura 2. Pela distribuicdo do
crescimento, observa-se um desenvolvimento harménico em todo o periodo. O
comprimento do corpo no inicio do primeiro instar apresentou 1,4 mm e no final foi
de 3,2 mm. No segundo instar, variou de 5,1 a 6,7 mm, com razdo de crescimento
média de 2,9. O comprimento inicial no terceiro instar foi de 11,0 mm e o final de
12,8 mm, com razdo de crescimento médio de 2,0. Para o quarto instar, iniciou-se
com 17,2 mm e finalizou com 22,2 mm, com razéo de crescimento de 1,6. No quinto
instar, durante a fase em que a lagarta alimentou, o crescimento variou de 27,0 a
34,9 mm, com razdo de crescimento de 1,5 e no periodo sem alimentacdo (pré-
pupa) o comprimento meédio foi de 25,8 mm. As pupas apresentaram comprimento

médio de 21,3 mm.

Tabela 7. Médias (+ EP) da duracdo (dias) dos cinco estadios larvais e estagio
pupal, da largura da capsula cefalica, razdo de crescimento, comprimento
inicial e final e razdo de crescimento inicial e final de Helicoverpa
armigera. T 26 £+ 1°C; UR 60 + 5%; Fotofase 12h.

Fase de Céapsula cefélica
Duracéo (dias)

desenvolvimento Largura (mm) Raz&o de crescimento

1° instar 3,02+ 0,00 0,30+ 0,00 -
2° instar 2,00+ 0,00 0,52 +0,01 1,72
3° instar 2,00+ 0,00 1,10 £ 0,00 2,20
4° instar 2,32 +0,01 199+0,11 1,81
5° instar 4,14 + 0,01 3,07+0,01 1,54
5° (pré-pupa) 3,68+0,11 -

Pupa 11,92 £ 0,06 -
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Figura 1. Largura da capsula cefalica (mm) no periodo de desenvolvimento de
lagartas de Helicoverpa armigera em dieta artificial. (T 26 + 1°C; UR 60 +
5%; Fotofase 12h.).
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3.6 Gaiola de oviposicdo e densidade de casais por gaiola para criacdo de
Helicoverpa armigera

Os dados dos parametros reprodutivos de H. armigera em diferentes
tamanhos de gaiolas e densidades estdo apresentados na Tabela 8. Houve
interacao significativa entre o tamanho de gaiola e a densidade de casais por gaiola
(Fa4s5 = 21,04; P < 0,0001) no numero de ovos totais de H. armigera. De maneira
geral, a gaiola maior (gaiola 3) proporcionou maior numero de ovos, porém,
utilizando-se um casal por gaiola o tamanho da gaiola ndo influenciou
significativamente o nimero de ovos (F,45 = 0,16; P = 0,8538). Por outro lado, para
cinco (Fz 45 = 15,31; P <0,0001) e 10 casais (F» 45 = 80,80; P < 0,0001) por gaiola foi
possivel observar diferencas significativas no numero total de ovos, com maior
namero observado na gaiola 3. Em relacdo a densidade de casais, foi possivel
observar que em todas as densidades, um (F2 45 = 38,57; P < 0,0001), cinco (F245 =
89,25; P < 0,0001) e 10 (F245 = 204,33; P < 0,0001) casais por gaiola, houve
diferencas significativas; as densidades de cinco e 10 casais proporcionaram maior
namero de ovos nas gaiolas 1 e 2, enquanto na gaiola 3, maior nimero de ovos
foram observados na densidade de 10 casais, que diferiu significativamente das
densidades de um e cinco casais, aos quais diferiram entre si.

Para o numero de ovos por fémea, a interacdo entre o tamanho de gaiola e a
densidade de casais por gaiola foi significativa (F445 = 5,21; P = 0,0015). O tamanho
da gaiola ndo influenciou significativamente o numero de ovos por fémea na
densidade de um casal (F,45 = 0,58; P = 0,5639), porém, na densidade de cinco
casais, o tamanho da gaiola influenciou significativamente o niumero de ovos por
fémea (F,45 = 10,05; P = 0,0002), com maiores valores na gaiola 3 e menores na
gaiola 1. Na densidade de 10 casais, maior numero de ovos foi observado na gaiola
3 (F245 = 15,78; P < 0,0001). Considerando o fator densidade de casais em relacao
ao tamanho da gaiola, foi possivel verificar diferenca significativa no niumero de ovos
por fémea, onde na gaiola 1 o maior niumero de ovos por fémea foi observado na
densidade de um casal (F245 = 39,45; P < 0,0001). Também foi observado maior

namero de ovos por fémea na densidade de um casal na gaiola 2 (F,45 = 27,43; P <



96

0,0001), enquanto para a gaiola 3, menor numero de ovos por fémea foi observado
na densidade de 10 casais (F2 45 = 5,80; P = 0,0057).

A interacdo tamanho de gaiola x densidade de casais por gaiola para a
viabilidade de ovos totais foi significativa (F445 = 19,89; P < 0,0001). O tamanho da
gaiola n&o influenciou no nimero de ovos viaveis para a densidade de um casal
(F245 = 0,11; P = 0,8969), porém, houve diferenca significativa entre as gaiolas na
densidade de cinco (Fz45 = 20,91; P < 0,0001) e 10 (F245 = 80,12; P < 0,0001)
casais, onde maior numero de ovos viaveis foram observados na gaiola 3. Foram
verificadas diferencas significativas para as densidades na gaiola 1 (F, 45 = 25,93; P
< 0,0001), 2 (F245 = 79,55; P < 0,0001) e 3 (F245 = 166,72; P < 0,0001), onde as
densidade de cinco e 10 casais obtiveram as maiores médias para o numero de
0Vos viaveis nas gaiolas 1 e 2. As densidades de casais diferiram significativamente
entre si na gaiola 3, onde foi verificado que a densidade de 10 casais proporcionou
maior niumero de ovos Vviaveis.

Em relacdo ao parametro numero de ovos viaveis por fémea houve interacdo
significativa entre tamanho de gaiola e densidade de casais (Fs45 = 3,96; P =
0,0077). Foi possivel visualizar a ocorréncia de maior nimero de ovos viaveis por
fémea na densidade de um casal (F, 45 = 30,28; P < 0,0001) em insetos confinados
em gaiola 1. Na gaiola 2 (F245 = 18,22; P < 0,0001) e gaiola 3 (Fz45 = 6,99; P =
0,0023) o numero de ovos viaveis por fémea foi maior nas densidades de um e cinco
casais. Foi observado ainda que o tamanho da gaiola ndo interfere no nimero de
ovos viaveis por fémea na densidade de um casal (F,45 = 0,40; P = 0,6722). Na
densidade de cinco casais, maior numero de ovos viaveis por fémea foi observado
na gaiola 3 (F245 = 12,35; P < 0,0001) e para a densidade de 10 casais, maiores
valores foram obtidos nas gaiolas 2 e 3 (F245 = 12,41; P < 0,0001).

Para a fertilidade dos ovos, a interagcdo dos fatores avaliados também foi
significativa (F445 = 8,17; P < 0,0001). N&o foi observada diferenca entre as gaiolas
para a densidade de um casal (F245 = 0,33; P = 0,7176). Por outro lado, o tamanho
de gaiola diferiu signficativamente para as densidades de 5 (F, 45 = 5,89; P = 0,0054)
e 10 (Fo45 = 21,39; P < 0,0001) casais, onde maiores fertilidades ocorreram na
gaiola 3 para a densidade de cinco casais e na gaiola 2 para 10 casais. Ndo houve

diferenca significativa para a fertilidade de ovos nas densidades de casais na gaiola
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1 (F245 = 3,06; P = 0,0566). A densidade de casais teve significancia para a gaiola 2
(F245 = 11,94; P < 0,0001) e 3 (F245 = 6,79; P < 0,0026), onde maiores indices de
fertilidade ocorreram nas densidades de 10 e cinco casais nas gaiolas 2 e 3,
respectivamente.

Em relacdo a longevidade de adultos de H. armigera, a interacdo tamanho de
gaiola x densidade de casais por gaiola foi significativa (F445 = 10,76; P < 0,0001).
De maneira geral, a gaiola 3 proporcionou maior longevidade dos adultos, porém,
para um casal por gaiola o tamanho da gaiola ndo influenciou significativamente
esse parametro (F,45 = 1,79; P = 0,1782). Por outro lado, os adultos apresentaram
menor longevidade na gaiola 1, na densidade de cinco (F; 45 = 18,22; P < 0,0001) e
10 (F245 = 38,52; P < 0,0001) casais. Além disso, a longevidade de adultos na
densidade de um casal foi maior, diferindo das densidades de cinco e 10 casais, que
por sua vez diferiram entre si nas gaiolas 1 (F,45 = 176,44; P < 0,0001) e 2 (F245 =
68,60; P < 0,0001). A longevidade de adultos de H. armigera foi maior na densidade
de um casal na gaiola 3, diferindo das densidades de cinco e 10 casais, que nao
diferiram entre si (F, 45 = 51,72; P < 0,0001). O tamanho da gaiola de oviposicdo e a
densidade de casais por gaiola sdo varidveis importantes a serem consideradas, e
nesse experimento constatou-se que o tamanho da gaiola para oviposicdo e a
densidade de casais interferem na reproducédo em criacdo massal de H. armigera.
Desta forma, para a metodologia de criagdo massal de H. armigera, adotou-se a
gaiola de PVC de 20 cm de comprimento x 20 cm diametro para oviposicdo e a
densidade de cinco casais por gaiola, em razdo do maior nimero de ovos totais e
viaveis por fémea, 0 que sugere que a gaiola e a desenvidade selecionadas foram

adequadas ao inseto a desempenhar suas fungdes reprodutivas.
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Tabela 8. Médias (= EP) dos parametros reprodutivos de Helicoverpa armigera em
diferentes tamanhos de gaiola e densidades de casais. T 26 = 1°C; UR 60 %
5%; Fotofase 12h.

Interagdo tamanho da gaiola x densidade de casais para numero de ovos totais

Tamanho de Densidade de casais
gaiola 1 5 10
1t 1093,50 + 74,89 aA 3214,50 £ 187,45 aB  2745,00 = 820,10 aB
22 1163,67 £ 77,50 aA 4268,33 £ 159,72 bB  4805,67 + 500,10 bB
3® 1067,50 + 114,09 aA  5284,50 + 431,07 cB  7898,33 + 363,75 cC

Interacao tamanho da gaiola x densidade de casais para numero de ovos por fémea

1 1093,50 + 74,89 aC 642,90 + 37,49 aB 274,50 *+ 8,20 aA
2 1163,67 + 77,50 aC 853,67 + 31,94 abB 480,57 = 50,01 aA
3 1067,50 £ 114,09 aB  1056,90 * 86,21 bB 789,83 + 36,37 bA

Interagcdo tamanho da gaiola x densidade de casais para niUmero de ovos viaveis totais

1 681,17 + 50,66 aA 1922,17 + 133,66 aB  1459,83 + 52,67 aB
2 740,00 £ 67,55 aA 2717,00 = 77,52 bB 3242,67 + 370,46 bB
3 694,50 + 84,08 aA 3633,33+337,09cB  4891,50 + 164,15 cC

Interacdo tamanho da gaiola x densidade de casais para numero de ovos viaveis por fémea

1 681,17 + 50,66 aC 384,43 + 26,73 aB 145,98 + 5,27 aA
2 740,00 £ 67,55 aB 543,40 + 15,51 abB 324,27 + 37,05 abA
3 694,50 + 84,08 aAB 726,67 + 67,42 bB 489,15 + 16,41 bA

Interacdo tamanho da gaiola x densidade de casais para fertilidade (%)

1 50,66 + 1,11 aA 52,52 +1,42 aA 47,24 + 0,81 aA
2 51,02 + 2,75 aA 54,15+ 1,17 aA 61,35+ 1,16 cB
3 52,35+ 2,01 aA 59,63 + 0,89 bB 53,13 + 1,46 bA

Interac@o tamanho da gaiola x densidade de casais para longevidade

1 21,17 £ 0,75 aC 9,58 + 0,39 aB 7,52 +0,37 aA
2 19,50 + 1,15 aC 11,92+ 0,41 bB 10,09 £ 0,20 bA
3 21,50 +1,06 aC 13,50 £ 0,39 bB 12,41 £ 0,42 cA

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

! gaiola de tubo de PVC de 20 cm de altura x 10 cm de diametro.

% gaiola de tubo de PVC de 20 cm de altura x 15 cm de diametro.

? gaiola de tubo de PVC de 20 cm de altura x 20 cm de diametro.
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3.7 Validag&o da metodologia de criacao de Helicoverpa armigera

Os dados do desenvolvimento larval e pupal de H. armigera ao longo de
geragOes estdo apresentados na Tabela 9. Houve diferengas significativas no tempo
de desenvolvimento no estagio larval (Fs3s = 67,74; P < 0,0001). Ao longo das
geracdes o periodo larval apresentou oscilacdo entre as geracoes, enquanto para o
periodo de desenvolvimento pupal (F33s = 1,94; P = 0,1399) ndo ocorreu diferencas
entre as geragoes.

Houve diferencas significativas no peso corpéreo de lagartas (Fs 36 = 41,07; P
< 0,0001) e pupas (Hs3s = 20,93; P < 0,0001) em H. armigera criada nas diferentes
geracOes. Lagartas e pupas na ultima geracdo avaliada foram mais pesadas,
engquanto as lagartas da primeira geragcédo foram as mais leves. A sobrevivéncia nas
fases larval (H3 3 = 0,78; P = 0,8542) e pupal (H33s = 1,5554; P < 0,6696) ndo foram
significativamente diferentes entre as geracoes.

Os indices de desenvolvimento foram variaveis entre as geracdes de H.
armigera. O indice larval foi significativamente diferente (Hsz3s = 11,16; P < 0,0109)
entre as geracles; as lagartas da oitava geracao apresentaram maiores indices de
desenvolvimento em comparag¢do com as lagartas da segunda geracao. O indice de
desenvolvimento pupal (Hs3s = 0,6749; P = 0,8791) ndo apresentou diferenca entre
as geracoes. De forma geral, os resultados verificados na metodologia utilizada ao
longo das geracfes ndo apresentaram grandes variagbes, 0 que reforca ser uma

metodologia adequada a ser utilizada na criacdo de H. armigera em laboratorio.
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Tabela 9. Médias (+ EP) dos parametros de desenvolvimento de Helicoverpa
armigera ao longo de geracdes (22; 4%; 82 e 123). T 26 + 1°C; UR 60 + 5%;
Fotofase 12h.

Geracéo

Parametros 22 42 82 122
Periodo de desenvolvimento (dias)
Larval' 18,60+ 0,17 d 16,45+ 0,15b 15,57+ 0,16 a 17,23+0,13¢c
Pupal* 11,66 £ 0,11 a 11,61+0,12 a 11,65+ 0,08 a 11,90 £ 0,07 a
Peso (mg)
Larval' 300,96 + 14,79 a 419,16 +4,60b  337,83+12,30a 470,23+13,57c
Pupal® 38454+2125a 37829+7,20a 398,21+537a 466,33+6,46b
Sobrevivéncia (%)
Larval? 88,00 + 3,27 a 90,00 + 3,33 a 90,00 + 3,33 a 92,00 + 3,27 a
Pupal® 89,00+ 3,71 a 89,50 + 3,53 a 91,50 + 3,50 a 94,00 + 3,05 a
indice de desenvolvimento
Larval? 4,73+0,17 a 5,47 £ 0,19 ab 579+0,23b 5,34+ 0,20 ab
Pupal® 7,63+0,32a 7,71£0,30 a 7,87+0,33a 7,90+£0,26 a

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey" ou Dunn? (P < 0,05).

4 Discussao

A escolha de uma metodologia adequada é parte fundamental no sucesso de
criacdes massais de insetos. O desenvolvimento de uma metodologia ideal requer
estudos que abordem tanto a qualidade nutricional do alimento quanto a qualidade
ambiental fornecida para o desenvolvimento do inseto alvo. Para isso, deve-se
desenvolver uma metodologia eficiente e pratica, que de forma simples facilite a
obtencdo de insetos saudaveis e em quantidades desejaveis. Neste estudo, ao
desenvolver uma metodologia pratica de criagdo para H. armigera, procurou-se ter
como meta o bem-estar dos insetos multiplicados em laboratorio, pois se acredita
gue o bem-estar esta diretamente relacionado com a qualidade ambiental fornecida

para o desenvolvimento do inseto.
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Muitos fatores no processo de criagdo podem afetar o desempenho de H.
armigera. Por exemplo, o controle nutricional € um fator importante para a criacéo do
inseto em laboratdrio, e consequentemente para qualquer estudo sobre insetos
(COHEN, 2001). Segundo Simpson et al. (2004), € primordial fornecer uma
alimentacao nutricionalmente equilibrada para os insetos, de forma que ocorra o
minimo custo adaptativo. Nesta pesquisa foi adotada a dieta artificial cuja
composicdo proporcionou adequado desenvolvimento e elevados indices
nutricionais e populacionais a H. armigera.

Os resultados deste estudo demonstram que o conceito do bem-estar animal
€ totalmente aplicavel em criacdo massal de H. armigera. O recipiente, a densidade
larval, a forma de disponibilidade, quantidade de alimento utilizado no
desenvolvimento larval dos insetos, a gaiola de oviposi¢do e a densidade de casais
em cada gaiola podem resultar em maior eficiéncia na criacdo de H. armigera em
laboratério. Desse modo, a otimizacdo do método de criacdo esta necessariamente
relacionada com o bem-estar do inseto, haja vista que em muitos casos as respostas
obtidas no desenvolvimento e no comportamento dos insetos estdo diretamente
relacionadas com alimentacdo e estrutura de conducdo da criacdo. Assim, esses
fatores conferem o bem-estar aos insetos e proporcionam a manutenc¢ao continua da
criacdo durante longo periodo de tempo, com uniformidade biol6gica requerida para
finalidades de pesquisas. Apesar dos interessantes resultados obtidos, alguns
ajustes ainda podem ser necessarios para o aperfeicoamento da metodologia
escolhida para que o bem-estar do inseto seja aumentado. As implicagdes sobre os
resultados obtidos nesse estudo, e algumas sugestdes para potenciais melhorias na
metodologia de criacdo de H. armigera em laboratorio sao discutidas a seguir.

Para o pleno desenvolvimento, o local de contengcao do inseto deve garantir
espaco suficiente para locomocao, abrigo e facilidade na localizagcdo do alimento
(DeGOEDE et al., 2013). No presente estudo foi observado variacdo nos parametros
biolégicos de H. armigera quando criada em diferentes recipientes durante a fase
larval. Logo apO6s a eclosdo e inoculagdo, as lagartas neonatas apresentaram
dificuldade para localizar o alimento no recipiente maior, em decorréncia do
comportamento natural das lagartas em locomover para a regido superior do

recipiente de criagdo e posteriormente localizar o alimento. Esse tempo inicial sem
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alimento pode ocasionar retardo no desenvolvimento ou mortalidade como verificado
nos resultados. A disponibilidade do alimento também interferiu nos parametros
biologicos analisados; a maior facilidade de alcance do alimento quando se utilizou o
tubo de vidro de fundo chato e a placa de Petri com a dieta artificial formando angulo
de 15° na lateral favoreceram a localizacdo imediata do alimento pelas lagartas. De
forma geral, o bioensaio demonstrou que o tubo de vidro de fundo chato e a placa de
Petri com a dieta artificial formando angulo na lateral foram os recipientes e a
disponibilidade de alimento mais adequados para o desenvolvimento de H. armigera
por proporcionar os melhores resultados nos pardmetros biologicos do inseto.

A placa de Petri com a dieta artificial formando angulo na lateral do recipiente
foi escolhida para ser utilizada na criacdo massal por apresentar vantagens em
relacdo ao tubo de fundo chato. Em decorréncia do tamanho das lagartas no final do
desenvolvimento, a area livre no tubo de vidro chato foi um fator limitante para a
locomocéao do inseto, além da dificuldade na retirada das pupas e o potencial risco
de acidente com o manuseio de vidrarias. Por outro lado, a placa de Petri
proporcionou espaco suficiente para locomocéo do inseto, maior ganho operacional
na conducéo da criacdo e a forma de disponibilizacdo conferiu maior aproveitamento
do alimento.

Vale ressaltar que disponibilizando o alimento concentrado em uma area e
formando-se um angulo de 15° proporcionaram melhores caracteristicas fisicas a
dieta em relacéo a utilizacao de por¢des cortadas ao centro do recipiente, fator este
gue tem relevancia em criacdes massais com dietas artificiais (COHEN, 2015).
Verificou-se que no inicio da alimentacao, as lagartas preferiram se alimentar da fina
camada formada entre o recipiente e a borda da dieta artificial. Outra ocorréncia
observada, devido a disposicdo da dieta, foi menor o contato do alimento com as
fezes do inseto; assim, apds o terceiro instar, as lagartas se acomodavam no fundo
do recipiente, se alimentavam e depositavam os excrementos fecais separadamente
da dieta artificial. Este comportamento ndo ocorreu quando a dieta artificial foi
depositada completamente no fundo dos recipientes, onde o alimento estava em
constante contato com as fezes das lagartas de H. armigera. Com a escolha do
recipiente e forma de disponibilidade do alimento mais adequado ao inseto foi

possivel contemplar o seu bem-estar, evitando o consumo do alimento em contato
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com as fezes. Também, com o menor contado do alimento com as fezes, a sanidade
da criagdo pode ser favorecida com a menor ocorréncia de fungos e bactérias nas
dietas, que pode levar a perda da unidade de producdo (MALDONADO; POLANIA,
2010; GRENIER, 2012).

Em uma criacdo massal, um dos maiores impactos no custo operacional esta
relacionado com o alto preco dos ingredientes necessarios para a producao da dieta
artificial. Embora tenha ocorrido algum sucesso nos esforcos para produzir uma
dieta artificial para H. armigera com menor custo de produ¢cdo (AHMED; KHALIQUE;
MALIK, 1998; ABBASI et al., 2007), em muitos casos ocorre decréscimo no
desenvolvimento do inseto, afetando os aspectos nutricionais e em longo prazo o
potencial demografico de H. armigera quando a alimentacédo ndo é adequada. Como
resultado, a razdo de reducao de custos € diminuida. Dessa forma, uma variavel que
pode ser trabalhada para diminuir os custos de producao € referente a quantidade
de alimento disponibilizada para alimentacdo na fase larval. Assim, evita-se 0
desperdicio de alimento quando oferecido ad libitum e atende-se perfeitamente o
principio do bem-estar do inseto quanto a manté-los livres de fome e, portanto, com
alimento suficiente para uma adequada nutricdo e pleno desenvolvimento.

Os resultados obtidos no ensaio onde foi avaliada a quantidade de alimento
requerida para o desenvolvimento larval de H. armigera mostraram que os valores
guantitativos oferecidos foram suficientes um desenvolvimento adequado. Mesmo
gue nem todos os aspectos bioldgicos tenham sido diferentes entre os tratamentos,
a menor quantidade de dieta oferecida, em alguns casos foi exigida dos insetos uma
restricdo alimentar no final da fase larval. Para insetos holometabolos a qualidade e
guantidade de alimento ingerido na fase larval sdo de grande importancia, pois apos
o forrageamento o alimento é metabolizado e posteriormente utilizado para a
manutencdo das atividades bioldgicas, como crescimento, alimentacéao,
armazenamento de reservas nutricionais, reproducdo ou outras atividades para
produzir o conjunto da histéria de vida (SCHOWALTER, 2011; PARRA; PANIZZI,
HADDAD, 2012).

A teoria de histéria de vida e modelos de alocacdo de recursos prevé
compensacgdes entre caracteristicas iniciais e finais do desenvolvimento animal, de

tal forma que a alocacdo de recursos na fase imatura ira interferir na vida util e
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reprodutiva da fase adulta (ZERA; HARSHMAN, 2001; BOGGS, 2009; NIITEPOLD;
PEREZ; BOGGS, 2014). Quando ocorre restricao alimentar na fase larval, pode ser
requerido do inseto alocacdo de recursos destinados para uma determinada
atividade para atender outra funcdo (BOGGS, 2009); por exemplo, 0S recursos
nutricionais armazenados para reproducao serem gastos para a manutencao na fase
jovem (DMITRIEW; ROWE, 2011). Como esperado, a restricao alimentar durante a
fase larval influenciou significativamente algumas caracteristicas de H. armigera,
com maiores mortalidades larval e pupal e reducdo no peso das pupas.

Resultados comparaveis em relacdo aos efeitos da restricdo alimentar foram
encontrados (BAUERFEIND; FISCHER, 2005), onde foi verificado que a restricdo na
fase larval de Bicyclus anynana (Butler) (Lepidoptera: Nymphalidae) ocasionou
prolongamento no desenvolvimento e reducdo da taxa de crescimento e na fase
adulta, os efeitos prejudiciais ocorreram na reproducao, onde se observou menor
fecundidade. Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo apoia a visdo
convencional de que a restricdo de recursos durante o desenvolvimento larval se
traduz em qualidade de desenvolvimento inferior devido aos efeitos prejudiciais nas
fases posteriores do inseto. Assim, adotou-se o valor quantitativo de 5,5g de dieta
artificial oferecido por inseto na fase larval da criacdo de H. armigera em laboratério,
pois foi a quantidade de alimento suficiente para o pleno desenvolvimento larval,
com menor perda de alimento em comparacdo com o maior volume oferecido.

A densidade utilizada em criacGes tem sido considerada um fator importante
que influencia o desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos (SONLEITNER, 1964).
A competicdo intraespecifica pode ter efeitos benéficos (DENNO; BENREY, 1997;
SILLANPAA, 2008) ou deletérios no desenvolvimento de insetos (DUTTA; DEKA;
DEVI, 2013). Em alta densidade, os insetos tendem a apresentar variagdo no
desenvolvimento pré-imaginal em comparacdo com individuos da mesma espécie
criados em baixa densidade. Essas variacdes podem ser observadas em varias
caracteristicas como, peso de lagartas e pupas, tempo de desenvolvimento e
comportamento, além de maior predisposi¢céo a doencas.

Os efeitos da densidade de criagdo nos parametros biolégicos de H. armigera
diferiram entre os niveis de densidade, porém, o fator mais importante a ser

considerado esta relacionado com o periodo de tempo de confinamento agregado.
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Em lepidépteros, a maior competicdo por alimento e espaco ocorre em instares mais
adiantados (MASON; CANNIZZO; RAFFA, 2014). Resultados semelhantes foram
observados no presente estudo, onde foi possivel verificar que os efeitos deletérios
ao desenvolvimento aumentaram em decorréncia da maior idade das lagartas.
Dessa forma, para criacdo massal, a manutencdo de lagartas de H. armigera
agregadas deve ocorrer apenas nos primeiros dias de desenvolvimento. Segundo
Kakimoto, Fujisaki e Miyatake (2003), para H. armigera, em condi¢cées de campo, a
mudanca na distribuicdo espacial ao longo do tempo de agregada para uniforme é o
resultado da competicédo por espaco e recursos alimentares.

De acordo com Hoffmann, Collins e Woods (2002) alteragbes no
desenvolvimento e nas caracteristicas morfoldgicas de Helicoverpa punctigera
(Lepidoptera: Noctuidae) foram relacionadas com o estresse ambiental. Assim, o
regime de confinamento agregado nos primeiros dias de vida de H. armigera foi
possivel desde que foram utilizados adequadamente densidade, periodo e espaco.

A fecundidade (nimero de ovos produzidos) e a fertilidade (nUmero de larvas
eclodidas) séo fatores importantes que devem ser abordados para 0 sucesso na
criacdo massal de insetos. Para o pleno desempenho das fungdes reprodutivas, 0s
insetos adultos requerem condi¢bes estruturais e nutricionais ideais (PETERS;
BARBOSA, 1977). Para lepidopteros em particular, a alimentacdo ingerida e as
reservas nutricionais adquiridas na fase larval sdo de grande importancia, pois irdo
influenciar a reproducdo na fase adulta (HONEK, 1993; ARRESE; SOULAGES,
2010; SCHOWALTER, 2011). Em estudos anteriores, foi observado que o potencial
reprodutivo de H. armigera sofreu influéncia da alimentacdo recebida na fase larval
(WAKIL et al., 2011), enquanto para a fase adulta, a alimentagdo com agucar e agua
foi suficiente para manter o desempenho reprodutivo da espécie (SONG et al., 2007;
NIMBALKAR; GIRI, 2015).

Nesse sentido, foi realizado um ensaio para demonstrar que a longevidade, o
periodo de oviposicdo, a fecundidade e a fertilidade também séo influenciados pelas
condi¢cbes estruturais. A influéncia da densidade populacional de adultos de H.
armigera em criacdes massais de laboratério, embora importante, raramente tem
sido investigada. No presente estudo, observou-se que a densidade de casais e 0

tamanho da gaiola influenciaram a fecundidade e a sobrevivéncia de H. armigera, o
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que permite afirmar que o espaco é um fator limitante para a oviposi¢cao. Assim, para
garantir o crescimento na populacédo de H. armigera em laboratorio, 0 mais indicado
seria a utilizacdo de menor nimero de casais por gaiolas ou utilizar gaiolas de maior
tamanho, o que resultara em maior producéo de ovos.

Com a analise conjunta de todos os dados foi possivel determinar uma
metodologia adequada de criagdo massal de H. armigera em laboratério, onde
buscou-se fornecer ao inseto as melhores condicfes para seu desenvolvimento na
fase imatura. Assim, seguindo a metodologia, foram determinados o periodo de
tempo nos instares do estagio larval, periodo pupal, comprimento da capsula
cefalica e do corpo do inseto imaturo e a razdo de crescimento. O crescimento dos
insetos pode ser acompanhado pelas mudancas no tamanho da capsula cefalica. A
lei de Dyar sugere que as partes esclerotizadas crescem em progressao linear,
aumentando em razdo regular de 1,2 a 1,4 em estadios sucessivos (DYAR, 1890).
De acordo com a regra de Przibam, a raz&o de crescimento nas estruturas aumenta
de forma constante de 1,26 (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). Embora a
determinacdo do numero de instares baseada em regras empiricas ser amplamente
utilizada e considerada invariavel dentro das espécies, esses métodos tém recebido
criticas por ndo se aplicar a certos grupos de insetos, indicarem falsos estadios e
também pelo fato de a variabilidade intraespecifica no numero de estadios ndo ser
um fendmeno excepcional (GAINES; CAMPBELL,1935; SEHNAL,1985; CHEN;
SEYBOLD, 2013).

Com base em medi¢Bes diarias da largura da capsula cefélica, este estudo
verificou a formacdo de cinco grupos bem definidos, cada um indicando um estadio
larval de H. armigera utilizando-se a metodologia proposta. A razdo de crescimento
das céapsulas cefalicas ndo se ajustou as regras empiricas. Estudos anteriores
encontraram divergéncias quanto ao numero de instares de H. armigera,
apresentando cinco, seis ou sete entre alguns estudos (STAVRIDIS, et al., 2003;
MOHAMMADI et al., 2010; KHORASIYA et al., 2014; BARBOSA et al., 2016). De
acordo com Casimero et al. (2000), cinco instares larvais em H. armigera foi a
ocorréncia mais predominante nas lagartas alimentadas em dieta artificial e

estruturas reprodutivas do algodéao, quiabo e milho.
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Varios fatores podem estar relacionados em influenciar o numero de instares,
em particular aqueles relacionados com as condigbes do ambiente, qualidade e
guantidade de alimento e metodologia utilizada na criacdo dos insetos, e
normalmente em condi¢des inadequadas o numero de instares tende a aumentar
(SLANSKY JR; RODRIGUEZ, 1987; ESPERK; TAMMARU; NYLIN, 2007). No
presente estudo, a ocorréncia de cinco instares bem definidos, medidas de capsulas
cefalicas bem ajustadas, crescimento do corpo de forma constante e regular e
desenvolvimento em periodo de tempo curto demonstram que a metodologia
proposta para criagdo de H. armigera foi eficiente. Assim, em decorréncia do
desenvolvimento harmonioso dos insetos, acredita-se que o bem-estar de H.
armigera foi atendido com sucesso.

Os insetos multiplicados em criagcdo massal em laboratorio sdo submetidos a
Vvarios processos ndao naturais, incluindo protecdo contra interagdes bidticas e
abidticas por longo periodo de tempo. Esses por sua vez, devem manter as
caracteristicas biolégicas naturais iniciais para garantir um padrdo de qualidade a
serem utilizados em uma ampla gama de estudos. Infelizmente, em contraste com a
selecd@o natural que favorece um conjunto de caracteristicas biologicas nos insetos,
a manutencdo de colbnias de insetos em laboratério pode ocasionar algumas
alteracbes. Segundo Sgrensen, Addison e Terblanche (2012), a manutencdo de
colénias em laboratério pode causar mudancas fenotipicas e genotipicas nos
insetos, como decréscimo no potencial biolégico, diminuicdo da heterozigose e
alteracdes nas interacfes intra e interespecificas. Assim, as consequéncias das
adaptacdes em laboratorio vao depender das caracteristicas de interesse.

Para manter a qualidade biologica em criacbes massais € exigido um
consideravel esforco (FRITZ et al.,, 2016). Nesse sentido restrito, o que define o
esforco para produzir insetos de qualidade desejada pode estar relacionado a
adocao de procedimentos que minimizem o decréscimo biolégico ou que mantém o
nivel de desempenho semelhante ao do natural. Assim, a adaptabilidade de H.
armigera em laboratorio, a capacidade de desenvolver em muitas dietas artificiais e
a manutencao das caracteristicas mensuraveis, como o tempo de desenvolvimento,
0s pesos de lagartas e pupas e sobrevivéncia ao longo do tempo possam ser

variaveis que auxiliem no controle de qualidade. As variagbes nos parametros
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biolégicos ao longo do tempo podem estar relacionadas com adaptacdes de H.
armigera na metodologia proposta. Varios estudos demonstraram aumento nos
parametros de desenvolvimento com insetos alimentados em dietas artificiais. Em
relagdo a H. armigera, foi verificado que o maior desenvolvimento biologico ocorreu
em insetos alimentados em dietas artificiais em comparagdo com estruturas de
vegetais (CASIMERO et al., 2000; JHA; CHI; TANG, 2012). Dessa forma, em
criagcbes massais de H. armigera em dietas artificiais € de se esperar que 0s insetos
apresentem maior peso e menor tempo de desenvolvimento em decorréncia da
alimentacao equilibrada fornecida.

Verificaram-se algumas diferencas no desempenho de H. armigera ao longo
das geracdes, uma consideracdo importante para futuros estudos que utilizam
insetos criados em laboratério por muitas geracdes e extrapolam para as populacées
selvagens, pois o desempenho de colbnias laboratoriais podem n&o representar
semelhancas com as populacdes naturais. O alimento oferecido na fase larval
também pode ocasionar variagdes na suscetibilidade de H. armigera a proteina Bt ao
longo do tempo (NIMBALKAR; GIRI, 2015). Da mesma forma, Mahon, Olsen e
Downes (2008) concluiram que as varia¢cdes na ocorréncia de alelos que conferem
resisténcia de H. armigera a proteina Cry2Ab estavam relacionadas com adaptacfes
de carater genético ocorridas em col6nias de laboratério ao longo de geracgoes.

Mediante os resultados obtidos no desenvolvimento de H. armigera,
constatou-se que a metodologia utilizada foi apropriada para o inseto em criacao
massal em laboratério por longo periodo de tempo (12 geracdes). Para superar os
efeitos adaptativos no desenvolvimento de insetos criados em laboratorio e otimizar
a producédo de insetos com padrdo de qualidade e caracteristicas semelhantes as
das populagbes selvagens, novas abordagens e investigacdes interdisciplinares
devem ser implementadas. Para H. armigera, a depressédo génica por endogamia e a
selecéo inadvertida podem ser superadas com o estabelecimento inicial da colbénia
de laboratério com um grande numero de insetos obtidos de diferentes regides,
mantendo estes insetos em uma Unica populacdo ou em grupos de insetos
separados por regido, e ao longo do tempo estabelecer cruzamentos entre 0s

grupos.
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Outra importante medida que pode ser implementada para evitar a perda do
potencial bidtico em laboratério estd relacionada com a introdugcdo periddica de
insetos selvagens na criagdo massal, proporcionando cruzamentos entre machos e
fémeas de populacdes distintas. Assim, € de se esperar que os efeitos deletérios na
criagdo massal ao longo do tempo possam ser amenizados. Quanto a qualidade do
potencial biolégico de H. armigera em criacbes massais, a realizacdo de estudos
comparativos com insetos selvagens podem ser verificados em teste
comportamentais e bioldégicos mais importantes para a sobrevivéncia do inseto
(HUETTEL, 1976), por exemplo, a aceitagdo de hospedeiros preferenciais,
capacidade de dispersdo, parametros relacionados com a histéria de vida e

suscetibilidade a produtos quimicos e bioldgicos.

5 Conclusao

A metodologia desenvolvida € apropriada para criacdo massal de H. armigera
em laboratdrio.

Placa de Petri de acrilico (6,0 cm de diametro x 2,0 cm de altura) é o
recipiente mais adequado para criagdo de H. armigera na fase larval.

A forma de oferecimento da dieta artificial mais indicada para lagartas de H.
armigera € a dieta concentrada na metade do recipiente formando angulo de 15
graus.

A quantidade de 5,5 gramas de dieta artificial MAG (dieta artificial modificada
da dieta artificial para lagarta-da-soja) atente as necessidades quantitativas de
alimento para H. armigera na fase larval.

Cinco dias é o periodo maximo para ocorrer a individualizacdo de lagartas de
H. armigera nas densidades de 20, 40, 80 e 120 lagartas por recipiente.

O recipiente de 1000 mL € o mais indicado para criacdo de H. armigera no
periodo pré-individualizacao.

Helicoverpa armigera apresenta cinco instares larvais na metodologia de

criagdo desenvolvida.
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A gaiola 3 de oviposicdo (20 cm de diametro x 20 cm de altura) € a mais
indicada para criacdo de H. armigera.

A densidade de cinco casais na gaiola 3 € a que mais favorece a fecundidade
e fertilidade de H. armigera.

Os parametros de desenvolvimento e reprodutivos de H. armigera estao
condicionados com as condi¢fes estruturais oferecidas.

A adocdo do conceito de bem-estar animal em criagcbes de insetos é
pertinente para a adocao de protocolos laboratoriais.

Com o0 uso das condicbes ambientais, estruturais e de alimentacao
preconizadas na metodologia de criacdo para H. armigera o bem-estar do inseto &

atendido.
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CAPITULO 4 - Considerag6es finais

Com a maior integragdo entre 0s paises nas rela¢cdes comerciais e turisticas,
as barreiras sanitarias cada vez mais se tornam insuficientes em evitar a entrada de
organismos biolégicos em locais diferentes de sua ocorréncia natural. No caso de
insetos, com o estabelecimento e multiplicagcdo podem atingir o “status” de praga e
ocasionar impactos negativos ao ecossistema e aos cultivos agricolas.

A espécie Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) constitui
uma importante praga em muitas espécies de plantas, possui alta capacidade de
desenvolvimento e reproducdo, apresenta estratégias efetivas de dispersdo em
longas distancias e capacidade para adaptar a diferentes condices ambientais. O
estabelecimento da praga no Continente Americano ocasionou perdas consideraveis
na producdo agricola tornando-se um problema grave devido a intensificacdo de
aplicacbes de produtos quimicos para seu controle. Desse modo, estudos
relacionados a biologia de H. armigera sdo fundamentais para fornecer subsidios na
construcédo de um programa de manejo para o inseto.

A manutencdo e multiplicacdo de H. armigera em laboratério sdo de
fundamental importancia para garantir insetos em quantidade e qualidade suficientes
para realizacdo de pesquisas. Essa demanda gerou a necessidade estudos para
elaboracdo de um protocolo metodologico adequado de criacdo especifico para o
inseto-alvo, onde fossem devidamente atendias as necessidades nutricionais e
estruturais para seu desenvolvimento biolégico.

Esse trabalho iniciou com a escolha de uma dieta artificial que fosse capaz de
atender as exigéncias nutricionais do inseto. Para isso foram selecionadas dietas
artificiais utilizadas para outros lepidopteros, incluindo a dieta desenvolvida por
Kasten Jr, Precetti e Parra (1978) para a criacdo de Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), escolhida por ser de baixo custo, atender com
eficiéncia a produgéo do inseto e pela similaridade na familia Noctuidae; dieta para a
broca da cana-de-agucar Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae),
desenvolvida por King e Hartley (1985) e selecionada por ndo apresentar na
formulacdo o feijdo como fonte proteica e apresentar elevada quantidade de
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carboidrato; dieta para a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Erebidae), desenvolvida por Greene, Leppla e Dickerson (1976) e foi utilizada por
ser a dieta base da maioria das dietas modificadas para os insetos; e uma dieta
originaria de modificacdo da dieta para a lagarta-da-soja.

Como critério de avaliagdo das dietas artificiais utilizou-se parametros de
desenvolvimento, indices nutricionais e indices populacionais. Os ensaios resultaram
em dados interessantes sobre o desenvolvimento, exigéncias nutricionais e 0
potencial reprodutivo da praga. Como conclusdes desses experimentos, verificou-se
que H. armigera foi capaz de completar o ciclo de vida nas quatro dietas avaliadas,
entretanto com alteracdes no seu desenvolvimento dependendo do alimento
oferecido na fase larval. As possiveis causas do alto ou baixo desempenho do inseto
estdo relacionadas com as caracteristicas fisicas das dietas e a variacdo quantitativa
e qualitativa dos nutrientes. A dieta artificial desenvolvida para A. gemmatalis afetou
positivamente os parametros biolégicos de H. armigera. Além disso, a modificacao
realizada na dieta nesse estudo promoveu excelente desenvolvimento de H.
armigera, com elevados valores nos indices populacionais e nutricionais, e sem
decréscimo no vigor e potencial reprodutivo, sendo a mais indicada para criagéo
massal do inseto para fins de estudo em manejo integrado de pragas.

A partir da escolha da dieta, o segundo estudo avaliou o desenvolvimento de
H. armigera em diferentes condi¢des estruturais. Nesse experimento para determinar
as melhores condi¢cdes de desenvolvimento larval do inseto foi analisado diferentes
densidades e recipientes, formas de disponibilidade e quantidade de alimento. Para
os insetos adultos trés tamanhos de gaiolas e densidades de casais foram
analisados. Em longo prazo, a metodologia proposta foi acompanhada em geragdes
subsequentes a definicdo do sistema de criacdo (12 geracdes), registrando-se varios
parametros de desenvolvimento como critérios de avaliagdo. Em todos os testes
realizados, procurou-se determinar as melhores condi¢cdes estruturais que
favorecesse 0 bem-estar do animal. Os resultados indicaram alteracbes nos
parametros biolégicos de H. armigera em funcédo das condi¢Oes oferecidas para o
desenvolvimento de H. armigera nas fases larval e adulta. A sobrevivéncia e a
fertilidade foram diretamente relacionadas com a densidade e o tamanho da gaiola

de criacdo. A eficiéncia demonstrada na metodologia de criacao facilita a producéo
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massal de H. armigera em laboratério, com baixa complexidade operacional,
fornecendo condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento do inseto, 0 que sugere
bem-estar.

O conjunto de conhecimentos basicos acerca das necessidades nutricionais e
condicBes estruturais de criagdo de H. armigera obtidos neste estudo fornece
subsidios para criagcdo massal do inseto em laboratério e proporciona condi¢cdes
para a realizacdo de estudos nas mais diversas areas. Com a abordagem referente
ao bem-estar animal procurou-se esclarecer da importancia da compreensdo de
todos os fatores que estdo relacionados com o sucesso em criacdes massais de
insetos em laboratério e servir de subsidios em laudos referente a ética em

pesquisas cientificas com uso de animais.
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