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RESUMO

Spodoptera frugiperda, conhecida popularmente como lagarta do cartucho do
milho, € um inseto praga presente que possui a capacidade de reduzir em até 70% da
produtividade de plantas de milho. Conhecer os parametros biolégicos de um inseto é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias e metodologias para seu manejo
eficiente. A criacdo de insetos em condicdes laboratoriais e em meios artificiais possibilita
a realizacdo de estudos entomoldgicos que geram expressivos avancos de técnicas e
estratégias a serem implementadas no manejo de pragas nos sistemas agricola. Um
problema frequente nessas criacdes € a ocorréncia de patdgenos ou contaminantes
microbianos, dentre os microrganismos mais observados estdo fungos e bactérias. Desta
maneira, 0 presente trabalho tem como objetivo determinar os microrganismos
causadores da infeccdo observada em uma populacdo comercial de Spodoptera
frugiperda e avaliar a eficiéncia de alguns farmacos no controle da referida infeccao.
Para isso foi necessario identificar os individuos infectados, isolar e identificar os
microrganismos presentes no corpo no inseto e entdo induzir a infeccdo seguindo os
postulados de Koch. Farmacos antimicrobianos foram utilizados com o intuito de
diminuir ou controlar a infeccdo causada pelos microrganismos encontrados. Foram
isolados quatro diferentes microrganismos, sendo eles duas leveduras (Candida sp e
Brettanomyces sp), uma bactéria (Streptococcus sp) e um microsporidio. Foi possivel
reproduzir os sintomas que foram observados na criagcdo industrial, assim como
identificar o microrganismo responsavel por 55,71% da mortalidade das lagartas a partir
do quinto dia em contato com o patdgeno, chegando a 8x10° esporos/mm?. Os farmacos
utilizados ndo demonstraram diferenca significativa no controle da infeccéo. Foi possivel
concluir, ao identificar e estudar os microrganismos causadores da mortalidade na criagéo
comercial de S. frugiperda, que as leveduras e bactéria ndo foram as responsaveis pela
doenga presente na criacdo original. A confirmagdo partir dos Postulados de Koch,
demonstrou que o microsporidio foi 0 microrganismo com maior potencial patogénico e

que deve ser melhor estudado em trabalhos futuros.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Criacdo massal; Microsporidio.



ABSTRACT

Spodoptera frugiperda, popularly known as the corn cartridge caterpillar, is a present pest
insect that has the ability to reduce corn plant productivity by up to 70%. Knowing the
biological parameters of an insect is essential for the development of strategies and
methodologies for its efficient management. The creation of insects under laboratory
conditions and in artificial means makes it possible to carry out entomological studies
that generate significant advances in techniques and strategies to be implemented in pest
management in agricultural systems. A frequent problem in these creations is the
occurrence of pathogens or microbial contaminants, among the most observed
microorganisms are fungi and bacteria. Thus, the present work aims to determine the
microorganisms that cause the infection observed in a commercial population of
Spodoptera frugiperda and to evaluate the efficiency of some drugs in the control of this
infection. For this, it was necessary to identify the infected individuals, isolate and
identify the microorganisms present in the insect's body and then induce the infection
following Koch's postulates. Antimicrobial drugs were used in order to reduce or control
the infection caused by the microorganisms found. Four different microorganisms were
isolated, being two yeasts (Candida sp. and Brettanomyces sp.), one bacterium
(Streptococcus sp.) and one microsporidium. It was possible to reproduce the symptoms
that were observed in industrial breeding, as well as to identify the microorganism
responsible for 55.71% of caterpillar mortality from the fifth day in contact with the
pathogen, reaching 8x10% sporess/mm?. The antimicrobial used showed no significant
difference in infection control. It was possible to conclude, by identifying and studying
the microorganisms that cause mortality in the commercial breeding of S. frugiperda, that
yeasts and bacteria were not responsible for the disease present in the original breeding.
Confirmation based on Koch's Postulates demonstrated that microsporidia was the
microorganism with the greatest patogenic potential and that it should be better studied

in future works.

Keywords: Fall armyworm; Mass creation; Microsporidium.
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1. INTRODUCAO

Espécies invasoras vém se tornando uma preocupacdo global, uma vez que
ameacam a integridade de ecossistemas agricolas e florestais, afetam a biodiversidade e
causam perdas econdmicas significativas. Conhecida como  lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), é nativa de regides tropicais
e subtropicais das Ameéricas e se alimenta principalmente de milho, algodo, sorgo e arroz
(HRUSKA, 2019).

S. frugiperda é uma praga polifaga que possui relevancia global, especialmente
pelos danos que causa em plantas de milho, podendo reduzir a produtividade em até 70%
quando ataca plantas jovens (HRUSKA, 2019). Além disso, também danifica
significativamente culturas de algoddo, soja, arroz e sorgo, tornando-se importante o
estudo de metodologias de controle para essa praga que afeta economicamente o
agronegocio no mundo todo (DAY et al., 2017).

A criacdo laboratorial de insetos se faz importante devido a necessidade de
conhecer os aspectos biologicos de pragas como a S. frugiperda com o intuito de
desenvolver novas metodologias de controle e prevencdo deste inseto. Em criacOes
massais é possivel realizar estudos a respeito das condicdes ideais de crescimento,
sobrevivéncia e reproducao, além de ser possivel estabelecer a relagdo de toxicidade que
microrganismos apresentam quando em contato com o inseto (BOTTEON, 2018;
BOTELHO et al., 2019).

H& uma vasta gama de inimigos naturais pelos quais S. frugiperda é atraida e
estudos demonstram o alto nivel de mortalidade que eles causam no inseto. Os principais
inimigos naturais da lagarta-do-cartucho séo bactérias, fungos e virus (PRASANA et al.,
2018; SHILESHA et al., 2018; HRUSKA, 2019; WAN et al., 2021).

Os fungos sé&o importantes inimigos naturais da lagarta do cartucho. S&o
comumente encontrados em insetos e amostras de solo, demonstrando patogenicidade
para diversas ordens de insetos, como Lepdoptera, Coleoptera e Hemiptera. Agem a
partir do contato sobre seu hospedeiro, sendo que os conidios ou esporos dos fungos
atuam como unidades infectivas (ZAMBIAZZI et al., 2016; FRONZA et al., 2017).

O filo Microsporidia, pertencente ao Reino Fungi, apresenta organismos parasitas
intracelulares obrigatérios, sdo capazes de infectar vertebrados e invertebrados,
principalmente insetos. Embora haja um grande nimero de espécies de microsporidios

descritas e associadas como patdgenos de insetos, sdo poucos o0s estudos que desmitificam
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a dindmica existente entre esses microrganismos quando inseridos em populagdes de
insetos e menor ainda aqueles que os relacionam a insetos tidos como pragas (GHOSH;
WEISS, 2012; MORETTO et al., 2015; PAN et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar os microrganismos causadores da infecgdo observada em uma
populacdo comercial de Spodoptera frugiperda e a eficiéncia de alguns farmacos no

controle da referida infeccao.
2.2 ESPECIFICOS

l. Caracterizar os diferentes sintomas apresentados por lagartas Spodoptera

frugiperda infectadas em uma criagéo;
. Isolar os microrganismos presentes nessas lagartas contaminadas;

1. Observar e relatar os sintomas que 0S microrganismos causaram em

lagartas e mariposas;

IV.  Avaliar o efeito de componentes profilaticos em lagartas S. frugiperda

infectadas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Spodoptera frugiperda

Popularmente conhecida como lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797) é considerada a principal praga da cultura do milho no Brasil. Esse titulo se
da devido aos danos provocados as lavouras e a dificuldade de controle da sua populagéo
por métodos tradicionais de controle de pragas, além da sua alta frequéncia de ocorréncia
(VALICENTE, 2015; MONTEZANO et al., 2018).

S. frugiperda é um inseto com metamorfose completa, isto é, durante seu ciclo de
vida passa por quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adultos. Sob condicdes
controladas, a temperatura ideal de 25°C, seu ciclo de vida dura aproximadamente 30
dias. A postura ocorre em massa e a eclosdo dos ovos se da em trés dias. As lagartas
recém emergidas alimentam-se das cascas dos ovos e, a medida que crescem, raspam as
folhas mais novas da planta, provocando um sintoma conhecido como “folhas raspadas”
caracteristico desta espécie. Posteriormente, as lagartas se deslocam para a regido do
cartucho do milho e permanecem em seu interior por um periodo de 12 a 30 dias,
causando danos graves a planta. Ao longo do estagio larval, de acordo com a temperatura
e a dieta, as lagartas podem passar por até sete instares, atingindo 50 mm de comprimento
ao final desta fase. Conforme encontra-se totalmente desenvolvida, a lagarta sai do
cartucho e adentra no solo, dando inicio a transformacdo em pupa. Entre 10 e 12 dias,
uma pupa com aproximadamente 15 mm de comprimento estard formada. A mariposa,
mede em média 35 mm de envergadura, € caracterizada por possuir coloracdo parda-
escura nas asas anteriores e branca-acinzentada nas posteriores, além de pontos claros na
regido central de cada asa. O adulto apresenta longevidade de aproximadamente 12 dias.
(CRUZ, 1995).

Nativa de regides tropicais e subtropicais das Américas e, com base na sua
capacidade de dispersao, é considerada uma espécie endémica em todo o Ocidente. A sua
primeira ocorréncia foi relatada na America do Norte em 1928, embora sua ocupacgéo
ocorra preferencialmente nos tropicos (NAGOSHI et al., 2017; MONTEZANO et al.,
2018). Além do Brasil, S. frugiperda também é considerada uma das pragas de maior
importancia da cultura do milho no Chile, Colédmbia, Peru, Guatemala, México e
Venezuela. Além disso, essa espécie dominou também regides de clima temperado, como
os Estados Unidos, onde migram durante a primavera, outono e verdo, podendo se

deslocar do Norte do pais até o Canada. Ha relatos de ocorréncia deste inseto-praga no
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Caribe (CRUZ, 1995), no Sul e Sudeste da Asia (SUN et al., 2021) e em varios pontos do
continente africano (NIASSY et al., 2021).

3.2 CRIACAO LABORATORIAL DE INSETOS

Conhecer os parametros bioldgicos de um inseto € fundamental para o
desenvolvimento de estratégias e metodologias para seu manejo eficiente. A criacdo de
insetos em condigdes laboratoriais e em meios artificiais é essencial quando tem-se o
intuito de obter um material biolégico puro e de qualidade, possibilitando a realizagéo de
estudos entomoldgicos que geram expressivos avangos de técnicas e estratégias a serem
implementadas no manejo de pragas nos sistemas agricola (PARRA, 2001; COHEN,
2018).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de metodologias de criacdo de insetos
possibilitou grande progresso para a area da Entomologia, principalmente no que se diz
respeito a implantacdo de programas de criacdo massal para controle de pragas agricolas.
Desde o século 20, a criacdo de insetos em laboratério vem evoluindo e, a partir entdo, o
desenvolvimento de pesquisas na area de nutri¢do de insetos permitiu que estes animais
fossem criados em meios artificiais, tornando viavel a multiplicacdo de populacdes tidas
como importantes para 0 meio agricola e para saude humana. Assim, estudos basicos e
aplicados passaram a ser realizados nas diferentes areas da Entomologia, como, por
exemplo, comportamento, fisiologia, biologia, toxicologia, patologia, entre outros
(PARRA, 2000; BOTTEON, 2018).

Parra (1998) fez a distingdo de trés categorias referentes a criacdo de insetos,
sendo elas: 1) criacdo de pequena escala; 2) criacdo comercial; 3) criacdo massal.
CriacOes em pequena escala permitem que bioensaios gerais sejam realizados, como o
estudo da taxonomia do inseto, por exemplo; enquanto em criacdes de maior escala, é
possivel realizar experimentos mais especificos como o estudo de transmissédo de agentes
fitopatogénicos, mecanismo de resisténcia a inseticidas, entre outros. Ja a criagdo massal,
possibilita que seja realizada a liberagdo inundativa de agentes enomopatogénicos,
parasitoides e/ou predadores em programas de controle de pragas (PARRA et al., 2002;
PARRA, 2009; BOTTEON, 2018).

Independentemente do tipo de criacdo, ha diferentes fatores que séo considerados

primordiais para a manutengdo dos insetos, como: a populacéo inicial dos insetos, o tipo
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de alimento fornecidos e seus aspectos nutricionais, temperatura, umidade, fotoperiodo,

recipientes de criacdo, além do controle de qualidade e assepsia (COHEN, 2018).

Aplicacdo e desenvolvimento de metodologias apropriadas para criagdo massal é
imprescindivel para que os resultados da producéo de insetos sejam satisfatdrios, uma vez
que metodologias inadequadas podem afetar a eficiéncia e qualidade da produgéo
(SORENSEN et al., 2012). Porém, a definicdo e implementacao dessas metodologias tem
se mostrado um desafio, principalmente se tratando das condic¢des nutricionais que cada
espeécie apresenta. Tendo em vista que a alimentacao é a fonte principal para inseto possui
obter os nutrientes fundamentais para seu desenvolvimento, o uso de dietas artificiais ou
até mesmo naturais que sejam adequadas a uma determinada espécie, se torna vital para
seu desenvolvimento saudavel e, consequentemente, obtencéo de varias geracdes daquela
espécie produzida (BOTELHO et al., 2019).

A dieta artificial a ser fornecida para a populacdo de insetos deve apresentar 0s
nutrientes necessarios ao inseto (proteinas, vitaminas, sais minerais, carboidratos, lipidios
e esterdis), propriedades fisicas adequadas e fagoestimulantes (fisicos e quimicos), além
de ser balanceada nutricionalmente, a fim de que o inseto se desenvolva de forma
saudavel suprindo suas exigéncias nutricionais (PARRA, 2002). A dieta artificial facilita
a criacdo de insetos em laboratério, uma vez que, quando balanceada, supre as
necessidades nutricionais, torna possivel a producdo em larga escala, permite o controle
de agentes patogénicos e pode reduzir os custos finais da producdo (PARRA, 2009;
BOTTEON, 2018).

Uma dieta artificial considerada adequada é tida como aquela que proporciona alta
viabilidade larval e que a fase larval do inseto apresente duracdo semelhante a da
natureza; que origina adultos com alta capacidade reprodutiva; que se aplique a mais de
uma espécie. Além de possuir, em sua composicdo, componentes de baixo custo e
facilmente adquiridos no mercado, demonstrar viabilidade total superior a 75% e manter

estavel a qualidade do inseto ao longo das geracGes (PARRA, 2009).

Alguns fatores podem trazer problemas as cria¢cfes massais no que se diz respeito
a qualidade do inseto, como condic¢Ges inadequadas de higiene, contaminacdo dos
utensilios, equipamentos ou do local em que sdo produzidas as dietas artificiais,
favorecendo o desenvolvimento de fungos e bactérias, acarretando a perda da producéao
(GRENIER, 2012; MALDONADO;POLANIA, 2010).
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Um problema frequente encontrado em criacfes de insetos € a ocorréncia de
patdgenos ou contaminantes microbianos que gera situacfes preocupantes de
desenvolvimento prolongado, redugdo do tamanho de adultos, flutuagdes discrepantes na
qualidade do inseto e alta mortalidade da producdo. Os microrganismos mais comumente
encontrados em criacGes que acarretam a infeccdo de insetos sdo os fungos, bactérias,
virus, protozoarios e nematoides. As principais fontes de contaminantes microbianos séo
insetos coletados em campo para iniciar uma criagdo, adquirir inseto infectado
proveniente de outra criacdo ou dos ingredientes presentes na dieta (BUENO, 2000;
TRIVELLATO, 2010; EILENBERG et al., 2015).

3.2 CRIACAO DE Spodoptera frugiperda

O estudo de fatores que influenciam no desenvolvimento, sobrevivéncia e
reproducdo de Spodoptera frugiperda podem ser realizados a partir da criacdo laboratorial
de insetos. Fatores como temperatura, umidade relativa do ar, tipo de dieta para
crescimento ideal s&o amplamente estudados e podem servir de base para o
desenvolvimento de metodologias eficazes para o controle desta praga.

Machado et al. (2021) descreveram a influéncia da temperatura no
desenvolvimento de S. frugiperda em criagdo laboratorial e como esse fator afeta na
determinacdo dos instares do inseto. Desta maneira, a temperatura ideal para criagdo
massal € de 25°C evidenciando a duracdo total de 15 dias de fase larval, sendo trés dias
no 1° instar; quatro dias no 2°; dois dias o0 3°; e trés dias para 0 4° e 5° instar. A
determinacdo da duracdo dos instares em relacdo a temperatura de desenvolvimento é de

extrema importancia para estudos laboratoriais de insetos.

Li-mei (2021) realizaram a comparacdo de cinco diferentes dietas expostas a S.
frugiperda criadas em laboratorio durante quatro geracdes consecutivas a fim de avaliar
a influéncia da alimentacdo do desenvolvimento larval do inseto. As dietas naturais
utilizadas foram folhas de milho, de trigo, de sorgo e de arroz, além da dieta artificial de
Greene et al. (1976). Sob condigOes controladas de temperatura a 25+1°C, umidade
relativa do ar em 75+5% e fotoperiodo de 16:8h, a dieta artificial demonstrou resultados
de desenvolvimento larval mais rapido comparado com as demais, porém as folhas de

milho beneficiam tanto o desenvolvimento quanto a sobrevivéncia do inseto.
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Li et al. (2022) evidenciam a diferenca da microbiota intestinal de S. frugiperda
em condi¢bes de campo e de laboratdrio durantes os estdgios de vida do inseto,
demonstrando que os insetos criados em laboratdrio apresentaram menor diversidade
microbiana comparados com os de campo. Tal fato pode ser explicado devido a
esterilidade da dieta artificial utilizada em cria¢Ges laboratoriais, enquanto folhas vegetais
apresentam microrganismos, portanto 0s componentes nutricionais sdo diferentes e

interferem na proliferagdo de microrganismos no intestino do inseto.

3.3 CRIACAO MASSAL DE Spodoptera frugiperda

A criacdo massal de S. frugiperda se da a partir da coleta em campo de individuos
ou da obtencdo de pupas ou ovos advindos de uma criacao laboratorial ja instalada. Para
melhor desenvolvimento e bem-estar do inseto, 0 ambiente deve permanecer climatizado
e ser esterilizado, a temperatura ideal é de 25 + 2 °C, umidade relativa 70 + 10% e fot6fase
que pode variar de 12:12h, 14:10h a 16:8h (BUSATO et al., 2004; LI-MEI, 2021;
PARRA; COELHO, 2022).

Durante a fase larval, é recomendado a individualizacdo das lagartas devido a
ocorréncia de canibalismo. As metodologias se diferem quanto ao recipiente a serem
individualizas, porém independente de qual seja, deve-se adicionar a dieta artificial ou
natural antes da individualizacdo, a qual ficara disponivel para o inseto até a formacéao de
pupa. As dietas artificiais mais comumente utilizadas e presentes na literatura para essa
espécie sdo a de Greene et al. (1976) e de Valicente e Barreto (2003), podendo haver
alteracdes dos ingredientes (NADIM, 1991; BUSATO et al., 2004; STINGUEL, 2016).

As mariposas podem ser transferidas para gaiolas PVC de 60 cm de altura e 250
mm de didmetro, contendo papéis chamex para a oviposi¢do e recipientes contendo
alimento feito com solucdo de sacarose 10% e acido ascorbico 0,1%. As folhas com os
ovos sdo retiradas das gaiolas e mantidas em sacos plasticos até a emergéncia das lagartas
(PARRA, 2001; SOUSA, 2015).

3.4 MICRORGANISMOS
Ha diferentes tipos de microrganismos que influenciam no desenvolvimento,

sobrevivéncia e reproducédo de insetos, podendo ser de forma benéfica ou ndo. Os fungos
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entomopatogénicos sdo conhecidos pela capacidade de causar doencas e até a morte de
artrépodes, em especial de insetos. H& também aqueles que possuem relagdes positivas
ou neutras com o0 hospedeiro e estdo presentes na microbiota do inseto, s&o
endossimbiontes (VALADARES-INGLIS et al., 2020).

Os fungos mais conhecidos como patogénicos a S. frugiperda sdo Beuveria
bassiana, Metarhizium rileyi e M. anisopliae. Estudos demonstram que larvas de S.
frugiperda pulverizadas com B. bassiana apresentaram até 95% de mortalidade
(WRAIGHT et al., 2010; GARCIA; BEAUTISTA, 20211), se tratando de M. rileyi a
mortalidade chega a 100% (CHAVEZ et al., 2004) e M. anisopliae de 72,5% (ROMERO-
ARENAS et al., 2014). J& os fungos pertencentes da microbiota e que podem ser
encontrados no intestino do inseto, sdo principalmente os géneros Saccharomyces,

Cladosporium, Aspergillus, Candida e alguns outros (YUNING et al., 2022).

Os microsporidios sdo parasitas intracelulares obrigatérios conhecidos
principalmente por serem utilizados como controle bioldgico de abelhas, porém também
sdo amplamente empregues contra gafanhotos. Ha relatos de infeccdo de Nosema sp em
Cotesia flavipes, entretanto poucos sdo os estudos que demonstram a patogenicidade
desses microrganismos em Lepidoptera (VALADARES-INGLIS et al., 2020).

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) € um dos microrganismos mais estudados
como patdgeno de S. frugiperda devido a sua capacidade de, apds a fase de crescimento
exponencial, produzir esporos e proteinas que possuem atividade inseticida especifica
(OCHOA; ARRIVILLAGA, 2009). Outra bactéria patogénica é a Saccharopolyspora
spinosa, uma Actinobactéria, produz um ingrediente ativo que atua diretamente no
sistema nervoso do inseto, provocando o aumento da atividade metabdlica, espasmos
musculares involuntérios, tremores, fadiga e morte (PAREDES-SANCHEZ, 2021).

De acordo com Li et al. (2022) bacteérias dos filos Firmicutes e Proteobacteria séo
encontradas na microbiota de Spodoptera frugiperda durante todo o desenvolvimento
larval, especialmente as familias Enterococcaceae e Enterobacteriaceae. Assim como 0s

géneros Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus e Streptococcus (YUNING, 2022).

3.5 FARMACOS ANTIMICROBIANOS
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E comum a utilizagdo de farmacos inclusos na dieta artificial para criacdo de
insetos, com 0 objetivo de evitar a contaminagdo do substrato por microrganismos,
especialmente fungos e bactérias. Segundo Parra (2015) os anticontaminantes quimicos
mais utilizados no substrato sdo: formaldeido; metilparahidroxibenzoato (nipagin), butil
e propilparahidroxibenzoato, hipoclorito de sédio, acido propidnico, benzoato de sodio,
acido benzobico, sorbato de potéssio, acido soérbico, estreptomicina penicilina e

auremomicina.

Em criacGes massais de insetos, havendo a presenca de contaminacgéo da dieta ou
infeccdo do inseto por microrganismo, antimicrobianos podem ser utilizados como forma
de controlar, diminuir ou avaliar a agéo frente a infecgdo. Simdes (2012), por exemplo,
avaliou a acdo de Itraconazol, Metronidazol, Albendazol, Nifedipino e Benzimidazol para

reducdo da infecdo por microsporidio em Diatraea Saccharalis.

Os antimicrobianos sao, por definicdo, substancias capazes de inibir o crescimento
ou matar organismos, de forma a tratar ou prevenir uma infeccdo, diminuindo ou
eliminando os patégenos e preservando, sempre que possivel, 0s microrganismos
originais da microbiota do hospedeiro. Podem ser classificados segundo diferentes
aspectos: quanto ao espectro de acdo, quanto a estrutura quimica e quanto aos efeitos

sobre que exerce sobre o microrganismo (Tabela 1) (MACHADO et al., 2019).

Tabela 1. Classificacdo de antimicrobianos com base em diferentes variaveis.

VARIAVEL CLASSIFICACAO
o Antibacterianos;

. . o Antiflngicos;
Microrganismos

Suscetiveis o Antivirais;

o Antiparasitarios.

o Antibioticos: produzidos por

microrganismos;
Origem do antimicrobiano S N
o Quimioterapicos: sintetizados em

laboratorio.

o Bactericida; matam as bactérias;

Efeito sobre os o Bacteriostatico: inibem o crescimento das
microrganismos . . )
bactérias, sendo necessaria a atuagdo do
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sistema imunoldgico para eliminacdo do

mesmo.

o Alteracdo da parede celular;

o Alteracdo da membrana citoplasmatica;
Mecanismo de agio o Interferéncia na replicagédo cromossomica;

o Inibicéo da sintese proteica;

o Inibicdo metabdlica.

o Espectro para Gram-positivas;
o Espectro para Gram-negativas;
o Amplo espectro;
o Ativo sobre protozoarios;
o Ativo sobre fungos;

Espectro de agdo o Ativo sobre espiroguetas;

o Ativo sobre riquétsias, micoplasma e

clamidias;
o Ativo sobre micobacteérias;

o Ativo sobre algas.

Fonte: adaptado de Machado et al. (2019).

No que se diz respeito aos antibacterianos, podem ser classificados como
bactericidas ou bacteriostaticos, enquanto o primeiro atua eliminando diretamente o
microrganismo, 0 segundo inibe o crescimento e a multiplicacdo bacteriana,
possibilitando que o sistema imunolégico do hospedeiro atue eliminando o patégeno.
Também podem ser classificados em relacdo ao local de atuacéo, seu sitio-alvo, sendo
estes: 1) sintese proteica; 2) sintese da parede celular; 3) sintese de acido nucleico; 4)
funcdo da membrana celular; e 5) vias metabdlicas (GOERING et al., 2020).

As Tetraciclinas sdo bacteriostaticas e atuam inibindo a sintese proteica das
bactérias. Apresentam um amplo espectro de atuagdo, sendo eficazes no tratamento de
infeccdo causadas por microrganismos tanto gram-positivos quanto gram-negativos
(FORD, 2019). J4 0 Metronidazol é um bactericida que afeta a sintese de acidos nucleicos
e que também apresenta amplo espectro de acdo contra bactérias anaerdbicas (cocos

gram-positivos, bacilos gram-negativos e gram-positivos) (GOERING et al., 2020).

Se tratando dos antifungicos, eles podem ser classificados em relagéo ao sitio-alvo

e na estrutura quimica, porém a maioria atua na sintese das membranas intracelulares. A
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flucitosina e a griseofulvina, entretanto, interferem na sintese do DNA, enquanto a
caspofungina inibe a formacdo da parede celular (FORD, 2019; GOERING et al., 2020).

Os antifungicos a base de azol atuam inibindo a sintese da membrana celular e
além de demonstrarem um alto potencial terapéutico para infecgdes fungicas, também
apresentam, em sua maioria, baixa toxicidade ao hospedeiro. Atualmente, os triazdis
Fluconazol e Itraconazol séo largamente utilizados por apresentarem grande espectro de
acdo e alta seletividade para os fungos patogénicos (MACHADO et al., 2019; GOERING
et al, 2020).

Ja a terbinafina, é um antifingico amplamente utilizado contra fungos cutaneos.
Em seres humanos, atua inibindo a enzima esqualeno epoxidase, o qual impede a
formacdo do lanosterol (precursor do ergosterol), gerando o acimulo de esqualeno,
composto toxico ao organismo e, desta maneira, causa a lise da célula fungica
(MACHADO et al., 2019).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS LAGARTAS CONTAMINADAS

Foram observadas lagartas da criacdo que apresentavam sintomas distintos, as

quais foram caracterizadas em dois grupos:

1) Lagartas pretas — lagartas encontradas mortas com coloracdo preto vivo,
normalmente possuiam epiderme que se rompia facilmente, evidenciando a parte interna

liquefeita e com odor caracteristico;

2) Lagartas brancas — lagartas que possuiam o corpo endurecido, exibindo

coloracgéo branco leitosa e transparéncia na epiderme.

4.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Para identificacdo dos micro-organismos presentes, trés (3) lagartas brancas e trés

(3) pretas foram maceradas individualmente em 1ml de solucdo salina e levadas a
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centrifugacéo (3000 rpm) por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
armazenado (adaptado de SIMOES, 2012).

Para isolamento dos microrganismos, foram utilizados os meios de cultura: Potato
Dextrose Agar (PDA), Agar Malte, Agar Saboraud e Brain Heart Infusion (BHI). Foram
realizadas semeaduras por meio de esgotamento em estrias nos meios de cultura em
triplicata. Em seguida, foram colocadas em estufa a 25°C para o crescimento e observadas
diariamente por 3 dias (adaptado de PEREIRA, 2019).

4.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Para a identificacdo da bactéria foram realizadas a técnica de coloracéo de Gram,
e teste de catalase (VERMELHO et al., 2019).

Para identificacdo das leveduras foram realizadas as técnicas de coloracao
simples, observacdo do macrocultivo, série bioquimica: uréia, sacarose, glicose, nitrato
(VERMELHO et al. 2019).

A identificacdo do microsporidio foi realizada pela observacdo do macrocultivo,
coloracdo simples e identificacdo de esporos em microscopio (adaptado de SIMOES,
2012).

4.4 POSTULADO DE KOCH

Apbs aidentificacdo dos microrganismos, realizou-se o isolamento da cultura pura
em meio de cultura para realizar o Postulado de Koch. Com o auxilio de uma alca de
inoculacéo, coletou-se uma a duas coldnias do microrganismo que foi depositada em um
tubo contendo 1mL de solucéo salina que foi homogeneizada.

A partir deste indculo, testes de inducdo de contaminacdo pela técnica do
Postulado de Koch foram executados. Foram utilizados copos de plastico de 50mL para
disposigéo de, aproximadamente, 4mL de dieta artificial e, em seguida, 0,1mL da solucéo
do indculo foi adicionada sobre a dieta. Assim que a solucgéo foi absorvida, 70 lagartas no
2° instar foram individualizadas nos copos e mantidas a 25 + 2 °C. A partir deste
momento, as lagartas foram observadas e fotografadas diariamente, com o intuito de

analisar o desenvolvimento das mesmas.
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Os parametros avaliados foram: tempo de evolugédo dos sintomas, caracteristicas
dos sintomas, quantidade de lagartas contaminadas e mortas, nimero de pupas formadas,

namero de mariposas final e presenca ou auséncia de defeitos nos adultos.

4.5 QUANTIFICACAO DE ESPOROS

Os esporos foram isolados a partir de lagartas S. frugiperda doentes provenientes
do tratamento com microsporidio. Cinco lagartas brancas e cinco pretas foram maceradas
individualmente em 1mL de solucéo salina estéril. As solugdes foram filtradas através de
camadas de gaze e submetidas a centrifugacdo de 3000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi pipetado em uma solucéo salina de 1mL,
que por fim foi utilizado para quantificacdo dos esporos presentes em camara de Neubauer

(adaptado de SIMOES, 2012). A contagem foi realizada em triplicata em cada amostra.

4.6 TRATAMENTO DA CONTAMINACAO UTILIZANDO FARMACOS

Farmacos que atuam no combate de diferentes tipos de microrganismos foram
utilizados para analisar a eficacia no controle da contaminacdo presente nas lagartas de
Spodoptera frugiperda. Foram testados os antifingicos Itraconazol, Terbinafina e
Fluconazol; e antibacterianos Tetraciclina e Metronidazol. O experimento foi separado
em trés fases de aplicacdo tendo em vista, a quantidade amostral de lagartas.

A) Fase 1

Primeiramente, foram realizados testes com Itraconazol, Terbinafina e
Fluconazol. Para inclusdo dos farmacos na dieta, estabeleceu-se a quantidade de 100mg
do medicamento para cada 1L de dieta artificial. O farmaco foi macerado para facilitar a
absorcdo e homogeneizacdo na dieta, o qual foi acrescentado ao final da producéo da
mesma. Em seguida, a dieta foi disposta sobre bandejas especificas utilizadas para criagdo
das lagartas e entdo, as lagartas foram expostas ao alimento com medicamento (adaptado
de SIMOES, 2012).

A partir desse momento, observacdes diarias foram realizadas para avaliar o efeito

dos farmacos sobre 0s insetos. A primeira fase teve fim no momento em que emergiram
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as mariposas, podendo ser quantificados a porcentagem de pupas, mariposas e de morte

de lagartas no decorrer do experimento, em cada tratamento.
B) Fase 2

Na segunda fase do experimento, os farmacos utilizados foram: Metronidazol e
Tetraciclina. Neste caso, estabeleceu-se a quantidade de 400mg de medicamento para
cada 1L de dieta, sendo que o método de inclusdo na dieta artificial foi 0 mesmo citado
anteriormente assim como a individualizacdo das lagartas e observacOes realizadas
(adaptado de SIMOES, 2012).

C) Fase 3

A partir das primeiras anélises realizadas com os medicamentos da segunda fase,
foi possivel estabelecer novas dosagens a fim de avaliar a eficdcia no controle da
contaminacdo atraveés destes farmacos. Entre os medicamentos utilizados na segunda fase,
houveram alteracfes na dosagem de Metronidazol para a realizacdo de novos testes. Nesta
fase, foram utilizados 2g e 5g ao invés de 400mg, portanto novos tratamentos foram
estabelecidos. A inclusdo dessa nova dosagem na dieta seguiu 0 mesmo protocolo citado

anteriormente, assim como as observacdes diarias (adaptado de SIMOES, 2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTOMAS

As lagartas Spodoptera frugiperda advindas de criagdo massal apresentavam
diferentes sintomas fisicos quando comparadas as saudaveis, sendo possivel classifica-
las em dois grupos a partir da sintomatica: brancas e pretas.

As lagartas pretas (Figura 1a) evidenciavam coloragdo preto vivo em toda a
epiderme a qual se rompia facilmente, enquanto as brancas (Figura 1b) demonstravam a
epiderme transparente, sendo possivel observar no interior do corpo estruturas de

coloracdo branca, além de rigidez em todo o corpo.

a)

Figura 1. Diferenca dos sintomas apresentados por lagartas da espécie Spodoptera
frugiperda doentes, em a) lagartas pretas; e b) lagartas brancas.

5.2 IDENTIFICAQAO DOS MICRORGANISMOS
5.2.1. Bactéria

A bactéria isolada resultou em coldnias com formato de cocos e no arranjo de
estreptococos, Gram positivo, catalase negativa, gas de glicose negativa, assim foi
classificado com o género de Streptococcus sp.

5.2.2. Leveduras

Foram isoladas duas leveduras com caracteristicas diferentes.
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A levedura 1, isolada das lagartas pretas, apresentou na identificacdo morfologica,
uma configuracdo redonda e convexa no meio de cultura, reproducgéo por brotamento e a
célula com formato ovoide com presenca de pseudomicélios. Na identificagdo bioquimica
apresentaram resultados: urease negativo, sacarose negativo, lactose negativo, glicose
positivo, nitrato negativo, identificando como género Candida sp. Alguns géneros de
leveduras (Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum e Trichosporon) podem ser
identificados a partir de sua morfologia, assim como as do género Candida que é
caracterizada pela presenca de hifas ou pseudo-hifas. Porém o teste bioquimico é
necessario tanto para estabelecer de fato o género ou espécie de leveduras, quanto para
comprovar a analise morfoldgica macroscopica (ANVISA, 2018; PEREIRA, 2019).

Para a levedura 2, isolada das lagartas brancas foi identificado na morfologia uma
configuracdo redonda, inteira, convexa, reproducdo por brotamento multilateral e forma
de célula vegetativa globosa. Na identificacdo bioquimica apresentaram resultados:
urease negativo, sacarose positivo, glicose positivo, lactose positivo, nitrato negativo,
identificado com o género Brettanomyces sp que pertence a familia da
Saccharomycetaceae. Leveduras desta familia sdo conhecidas principalmente por sua
capacidade fermentativa de agUcares, sendo concomitante com as caracteristicas positivas

observadas nos resultados obtidos a partir do teste bioquimico (MILANI, 2015).
5.2.3 Microsporidio

A identificagdo do microsporidio foi realizada em conjunto com uma empresa

privada, ao passo que foi requirido sigilo a respeito da divulgacdo da espécie identificada.

5.3 INDUCAO DA CONTAMINACAO — POSTULADO DE KOCH
5.3.1 Microsporidio

A partir da indugdo da contaminacdo com o microsporidio, a observacao diaria
tornou possivel estabelecer a evolucao sintomatica das lagartas. As quais apresentaram

0S mesmos sintomas aparentes daquelas advindas da criagao.

A aparicdo dos sintomas aconteceu a partir do quarto dia de experimento, em que
15,71% das lagartas comecaram a demonstrar sinais como: coloracdo preta nas

extremidades do corpo (cabeca, parte inicial do térax e parte final do abdome) e
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movimentacdo lenta. No quinto dia, 14 lagartas (20%) vieram a 6bito e seus corpos
apresentavam coloragdo preta, além de epiderme que se rompia facilmente tornando
visivel a hemolinfa escura e com odor caracteristico; outros 5,71% demonstraram
movimentacdo lenta e rigidez nas extremidades do corpo. No sexto dia, nove lagartas
(12,85%) foram encontradas mortas com o corpo totalmente endurecido e colocacao
branco leitoso, na parte ventral apresentavam a epiderme transparente. No sétimo,
17,14% (12 lagartas) apresentaram as mesmas caracteristicas e outros 5,71% (quatro),
demonstravam movimentacdo lenta e rigidez nas extremidades do corpo. Ao oitavo dia,
mais 4 lagartas (5,71%) estavam mortas com sintomas similares aos citados

anteriormente, totalizando 55,71% de lagartas mortas infectadas por microsporidio.

A partir do nono dia de experimento, ndo foram observadas mais mortes ou
sintomas de infec¢do. Ao 12° dia, 44,28% de pupas estavam formadas. Na Figura 2 €
possivel observacdo a porcentagem de lagartas infectadas, seja a partir da demonstracéo
de sintomas ou morte, em relacdo aos dias de observagéo.

Porcentagem de lagartas infectadas por dia

Dia de observacao

12,85 151 17,14 2571
% de lagartas infectadas

Figura 2. Grafico representativo da relagdo entre a porcentagem de lagartas infectadas
e os dias de observagdo do experimento.

Conforme observado, lagartas pretas apresentaram sintomas e morte antes de

lagartas brancas. As pretas demonstraram sintomas aparentes nos 4° e 5° dias de
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experimento, totalizando 20% de morte; enquanto as brancas foram sintomaticas entre os
5% e 7° dias, representando 35,71% de morte. Independente dos sintomas apresentados, as
lagartas morreram entre o terceiro e quarto instar. Além disso, a evolucdo dos sintomas

também ocorreu de forma diferente entre lagartas brancas e pretas.

Lagartas que morreram pretas (Figura 3), demonstravam de inicio escurecimento
das extremidades do corpo (cabeca, parte inicial do torax e parte final do abdome), além
de movimentacdo lenta. Com o passar das horas, 0 corpo escurecia por completo, das
extremidades até a regido central. Apresentavam também, ao morrerem, epiderme

extremamente sensivel que se rompia facilmente e evidenciava a hemolinfa escura com

odor caracteristico.

Figura 3. Evolucéo sintomatica de lagartas pretas provenientes do tratamento 2 (microsporidio), em: a)
extremidade final do abdome preta e escurecimento da cabeca; b) escurecimento quase total do corpo da
lagarta e hemolinfa escura (destaque); ¢) todo o corpo da lagarta com coloracéo preta.

Em contrapartida, lagartas que morreram brancas (Figura 4) demonstravam,
primeiramente, movimentacgdo lenta e rigidez nas extremidades do corpo. Com o passar
das horas, todo o corpo se tornava rigido e a epiderme transparente, deixando visivel
estruturas brancas no interior da lagarta. Esses sintomas sdo corroborados por Simdes
(2012), em sua tese de doutorado, ao descrever sintomas similares em lagartas

contaminadas com microsporidio.

Figura 4. Evolugdo sintomatica de lagartas brancas provenientes do tratamento 2 (microsporidio), em:
a) visivel rigidez da porcao frontal da lagarta; b) rigidez da porcdo final da lagarta, sendo possivel
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observar epiderme transparente; c¢) rigidez total da lagarta, sendo possivel observar a transparéncia da
epiderme e estruturas internas.

Além de avaliar o comportamento das lagartas contaminadas com microsporidio,
também foi possivel observar os insetos adultos. Apenas 25,71% de mariposas
completaram a metamorfose sendo que um macho demonstrou deformidades nas asas
(Figura 5).

Figura 5. Mariposas provenientes do tratamento 2 (microsporidio) com
deformidades na asa como mostra o destaque.

Ha diferentes fatores que podem culminar em deformac@es nas asas de mariposas,
tal fato é relativamente comum em Spodoptera ao alterar a dieta da lagarta (PINTO et al.,
2019) e ao se desenvolver em temperaturas nao ideais ou em local com temperatura nao
constante (SAMPAIO et al., 2020).

Também foi possivel notar que algumas lagartas, independente de pretas ou
brancas, apresentavam manchas de necrose na epiderme (Figura 6). Simdes (2012)
também relata a ocorréncia de necrose na epiderme de lagartas infectadas com

microsporidio.
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Figura 6. Pontos de necrose comumente encontrados em lagartas doentes, em a)
parte ventral da lagarta, proximos as pernas; b) na regido posterior dorsal; c) em
todo o corpo da lagarta.

5.3.2 Leveduras

Os tratamentos referentes as infeccdes por leveduras ndo apresentaram sintomas
de contaminagao ou morte das lagartas, apenas adultos com deformidades nas asas . Como
citado anteriormente, essas deformacgfes podem ter sido causadas devido a alteracdo da
dieta, pela presenca do contaminante, ou por possivel variacdo de temperatura do
ambiente (PINTO et al., 2019; SAMPAIO et al., 2020). A porcentagem de adultos
provenientes da inoculagdo com Candida sp foi de 82,85%, enquanto a inoculagdo com

Brettanomyces sp, resultou em 87,14% de adultos.

Figura 7. Mariposas provenientes dos tratamentos com leveduras
que apresentaram deformacdes nas asas.
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5.3.3 Bactéria

Assim como no tratamento com as leveduras, o tratamento com Streptococcus sp
ndo apresentou mortes ou sintomas caracteristicos de infeccdo, resultando em 85,71% de

mariposas. Também foi observado deformaces nas asas de um adulto.

Figura 8. Mariposa proveniente do tratamento 5 (bactéria) que apresentou
deformagdes nas asas.

5.3.4 Testemunha

No tratamento controle, ou testemunha, as 70 lagartas empuparam, sendo que

emergiram 68 (97,14%) mariposas e todas saudaveis (Figura 9).

Figura 9. Exemplar de mariposa saudavel, sem deformacdes, proveniente do
tratamento 1 (testemunha).

Na Tabela 2 é possivel observar os principais parametros analisados a partir dos
resultados obtidos com a inducgéo da infecgéo pelos diferentes microrganismos utilizados.
O tratamento 2, decorrente da inoculacdo de microsporidio na dieta artificial das lagartas,
demonstrou menor porcentagem de mariposas €, portanto, maior porcentagem de
contaminacgdo. Neste tratamento foi possivel observar a evolugdo dos sintomas que antes
foram visiveis nas lagartas da criacdo industrial, sendo possivel identificar o
microrganismo responsdvel pela infeccdo inicial presente na criagdo industrial de

Spodoptera frugiperda. Enquanto os demais tratamentos, apesar de apresentarem, com
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excecdo do tratamento 4 (Brettanomyces sp), mariposas com deformagédo nas asas,
demonstram mais de 80% de viabilidade do adulto. Além disso, 0 nimero de individuos
mortos e de sobreviventes é observado na Figura 10.

Tabela 2. Demonstracao de todos os tratamentos a partir do namero amostral de

cada um, sendo analisado a presenca de sintomas, porcentagem de mariposas e
guantidade de mariposas com deformacéo nas asas.

N° de
o mariposas
Tratamentos N° amostral Apresentaram /0 de com
sintomas? mariposas N
deformagdes
nas asas
Testemunha 70 Né&o 97,14 0
Microsporidio 70 Sim (lagartas 25,71 1
brancas e pretas)
Candida sp. 70 Né&o 82,85 2
Brettasnpomyces 70 NEo 87.14 0
Streptococcus sp. 70 Nao 85,71 2

Numero de sobrevivéncia e morte de lagartas Spodoptera frugiperda

70

20

10

Testemunha Streptococcus sp. Candida sp. Brettanomyces sp. Microsporidio

B Sobrevivéncia Marte
Figura 10. Relacdo entre a quantidade de sobrevivéncia e morte de Spodoptera

frugiperda exposta a diferentes microrganismos.
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O Teste de Qui-Quadrado foi realizado com o intuito de observar se as frequéncias
observadas sdo equivalentes as frequéncias esperadas, desta maneira a quantidade de
sobreviventes e de mortes de cada tratamento foi analisada. O valor do x? calculado,
obtido a partir dos dados amostrais, foi de 193,88 enquanto o x? tabelado, foi de 9,48.
Tendo isso em vista, é possivel rejeitar a hipdtese de que as frequéncias observadas sdo

equivalentes aquelas esperadas (Apéndice A).

De acordo com Yuning et al. (2022), bactérias e leveduras dos géneros
Streptococcus e Candida, respectivamente, sdo microrganismos originarios da microbiota
do organismo de Spodoptera frugiperda, tal fato é confirmado por Pandey e Rajagopal
(2019) se tratando de S. litura. O que justifica os resultados apontados no presente

trabalho referentes a ndo infecgédo por leveduras e bactéria em lagartas S. frugiperda.

5.3 CONTAGEM DE ESPOROS

A partir da contagem dos esporos presentes em lagartas contaminadas com
microsporidio, foi possivel obter o valor de 8x10% esporos/mm?® em lagartas brancas,
enquanto nas lagartas pretas foi de 6,4x10%esporos/mm? (Tabela 3). O resultado dos testes
simultaneos de Tukey para as diferencas das médias da contagem de esporos em lagartas
pretas e brancas, demonstra que as medias diferem significativamente entre si (Figura
10).

A guantidade de esporos encontrados nas lagartas contaminadas representa uma
alta taxa de patdgeno presente, justificando a alta porcentagem de morte causada pelo

microsporidio.

Tabela 3. Contagem de esporos em lagartas contaminadas com microsporidio, representando

valor de F e p.

Caracteristica da Quantidade de Valor de F Valor de p
lagarta esporos/mm?®

Branca 8x10° 21,95 0,00001*
Preta 6,4x10° 4,7037 0,005728*

*valores de p<0,05.
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Segundo estudo realizado por Wiese (1974) o nivel fatal para abelhas é de 1x10°
esporos/mm? quando se trata de nosemose, microsporidio mais presente na bibliografia
atual. Enquanto Simdes (2012) realizou experimentos com diferentes taxas de infecgédo
por microsporidio em D. saccharalis e determinou que valores de 1x10%? a 1x10’

esporos/lagartas representam mais de 90% de mortalidade no inseto.

5.4 TRATAMENTO COM FARMACOS
5.4.1 Antifangicos

A partir dos antifungicos utilizados (Itraconazol, Terbinafina e Fluconazol), foi
possivel determinar a porcentagem na formacdo de pupas e de mariposas, além da
porcentagem de contaminacdo presente em cada tratamento. Demonstrando, entdo, a
eficacia dos medicamentos no controle da contaminacdo aparente em S. frugiperda
(Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem de formagdo de pupa, emergéncia de mariposa e de infeccdo em

tratamentos utilizando farmacos antifungicos para controle de contaminacdo em Spodoptera

frugiperda.
% pupa % mariposa % contaminacao
Testemunha 89,55 83,17 11,72
Fluconazol 91,37 82,51 8,66
Itraconazol 95,22 86,65 4,8
Terbinafina 89,08 74,22 10,87

A partir dos dados obtidos, foi possivel demonstrar o nivel de infec¢do nos

tratamentos utilizando antifingicos (Figura 11).
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Figura 11. Resultado da porcentagem de contaminagdo em cada tratamento com farmacos
antifungicos, visando o controle da contaminagdo causada por microrganismo em Spodoptera

frugiperda. As barras presentes no grafico representam o desvio padréo de cada tratamento.

Os antifungicos Itraconazol, Fluconazol e Terbinafina, apresentaram diferenca
percentual de 6,92, 3,06 e 0,85%, respectivamente, em relacdo ao grupo testemunha. O
resultado dos testes simultaneos de Tukey para as diferencas das médias de contaminacao
em lagartas presentes nos tratamentos com Fluconazol, Itraconazol, Terbinafina e grupo

testemunha, ndo diferem significativamente entre si (Figura 12) (Apéndice B).
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ICs Simultdneos de 95% de Tukey
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes ser@o significativamente diferentes,

Figura 12. Diferenca das médias de contaminacdo de lagartas dos tratamentos com

Fluconazol, Itraconazol, Terbinafina e grupo Testemunha.

Kloezen et al. (2018) apresentam resultados contrarios aos apresentados por esse
trabalho ao realizarem pesquisas a respeito dos efeitos de Itraconazol e Terbinafina em
larvas de Galleria mellonella infectadas com Madurella micetomatis. Em seu trabalho,
demonstram que o farmaco Terbinafina teve melhor desempenho que Itraconazol no que
se diz respeito a prolongar a vida do inseto infectado pelo fungo. No presente trabalho,
Itraconazol apresenta desempenho semelhante a Terbinafina no controle da infeccdo em

Spodoptera frugiperda, uma vez que as médias ndo diferem entre si.

5.4.2 Antibacterianos

Os antibacterianos utilizados foram Tetraciclina e Metronidazol, sendo que para
este Gltimo foram realizadas trés diferentes dosagens. Desta maneira, as dosagens
utilizadas foram, respectivamente: Metronidazol 1 = 400mg; Metronidazol 2 = 2g; e
Metronidazol 3 = 5g. Sendo assim, foram analisadas as porcentagens de infeccdo em cada

tratamento, comparada com o tratamento testemunha.
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Devido a alta taxa de contaminacdo em todos os tratamentos de Metronidazol, ndo
foi possivel obter as porcentagens de pupas e mariposas destes tratamentos. Porém, as

porcentagens de Tetraciclina estdo presentes na Tabela 7.

Tabela 5. Porcentagem de formacgdo de pupa, emergéncia de mariposa e de infeccdo em

tratamentos utilizando Tetraciclina para controle de contaminagdo em Spodoptera frugiperda.

% pupa % mariposa % contaminacao

Testemunha 89,55 83,17 11,72

Tetraciclina 89,83 78,06 10,2

Apesar da baixa porcentagem de infeccéo presente no tratamento com Tetraciclina
(10,2%), Metronidazol 1, 2 e 3 demonstraram contaminagdo de 100, 77,8 e 88,68% de
infecgdo, respectivamente, porém, ndo diferindo significativamente do grupo testemunha

de cada um destes tratamentos (Figura 13).

Antibacterianos
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Figura 13. Resultado da porcentagem de infeccdo em cada tratamento com farmacos
antibacterianos, visando o controle da infeccdo causada por microrganismo em Spodoptera

frugiperda.
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O resultado dos testes simultaneos de Tukey para as diferencas das médias de
contaminacdo em lagartas presentes nos tratamentos com Metronidazol 1, Metronidazol
2, Metronidazol 3 e grupo testemunha, nédo diferiram significativamente entre si, assim
como as medias dos diferentes tratamentos com Metronidazol. Enquanto a Tetraciclina
apresenta média significativamente diferente entre Testemunha, Metronidazol 1,
Metronidazol 2 e Metronidazol 3 (Figura 14) (Apéndice C).

ICs Simultédneos de 95% de Tukey

Diferenca de Médias para Antibacterianos e Testemunha
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Tetraciclina - Metro 1-

Metro 3 - Metro 2 I

Tetraciclina - Metro 2 -

Tetraciclina - Metro 3 -

b A
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=

Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente Metro: Metronidazol
diferentes,

Figura 14. Diferenca das medias de contaminacdo de lagartas dos tratamentos com

Tetraciclina, Metronidazol 1, Metronidazol 2, Metronidazol 3 e grupo Testemunha.

Em um estudo realizado por Simdes (2012), evidenciou a aplicacdo de diferentes
medicamentos para controle de lagartas de Diatraea saccharalis infectada com
microsporidio. Um dos medicamentos utilizados, foi o metronidazol, o qual demonstrou
baixa taxa de tratamento & contaminacdo, chegando até 96% de mortalidade. Fato
confirmado pelo presente trabalho, em que Metronidazol 1 chegou a 100% de

mortalidade.
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6. CONCLUSAO

O postulado de Koch foi eficiente para determinar 0s microrganismos causadores
de infeccdo na criacdo comercial de Spodoptera frugiperda, tendo em vista que com a
aplicacdo do mesmo, toda evolugéo sintomatica observada na criacdo pode ser observada
novamente.

A quantidade de esporos quantificada em lagartas brancas e pretas infectadas por
microsporidio, demonstra uma taxa capaz de causar a morte, a partir do terceiro dia em
contato com o patdgeno, de 74% de lagartas.

Os farmacos Metronidazol, Tetraciclina, Terbinafina, Itraconazol e Fluconazol
néo foram eficientes para controle da infeccdo das lagartas da criagdo de S. frugiperda.

Ao identificar e estudar os microrganismos causadores da mortalidade na criagédo
comercial de S. frugiperda, as leveduras e bactéria ndo foram as responsaveis pela doenca
presente na criagdo original. A confirmag&o partir dos Postulados de Koch, demonstrou
que o microsporidio foi 0 microrganismo com maior potencial patogénico e que deve ser

melhor estudado em trabalhos futuros.
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APENDICE A — Teste Qui-Quadrado

Linhas: Tratamento Colunas: Colunas da worksheet

Sobrevivéncia  Morte Todos
Testemunha 68 0 68
59,276 8,724
Streptococcus sp. 60 0 60
52,303 7,697
Candida sp. 58 0 58
50,559 7,441
Brettanomyces sp. 61 0 61
53,174 7,826
Microsporidio 18 39 57
49,688 7,313
Todos 265 39 304
Contetido da Célula
Contagem
Contagem esperada
Teste qui-quadrado
Qui-Quadrado GL Valor-p
Pearson 193,872 4 0,000
Razdo de verossimilhanga 161,842 4 0,000
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APENDICE B — Teste de Tukey Antifngicos

Método

Hipétese nula Todas as médias sdo iguais

Hipotese alternativa Nem todas as médias sdo iguais

Nivel de significancia a=0,05
Assumiu-se igualdade de varidncias para a andlise
Informacoes dos Fatores

Fator Niveis Valores
Fator 4 Testemunha; Fluconazol; Itraconazol; Terbinafina

Analise de Variancia

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P

Fator 3 377,0 125,7 0,52 0,673
Erro 16 3846,8 240,4
Total 19 4223,8

Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) R2(pred)
15,5056 8,93% 0,00% 0,00%

Médias
Fator N Média DesvPad IC de 95%
Testemunha 5 16,2 29,0 (1,5;30,9)
Fluconazol 5 7,80 9,15 (-6,90; 22,50)
Itraconazol 5 4,40 4,77  (-10,30;19,10)
Terbinafina 5 8,00 3,54 (-6,70; 22,70)

DesvPad Combinado = 15,5056

Comparag¢oes Emparelhadas de Tukey

Informacoes de Agrupamento Usando Método de Tukey e 95% de Confianca

Fator N Média Agrupamento
Testemunha 5 16,2 A

Terbinafina 5 8,00 A
Fluconazol 5 7,80 A
Itraconazol 5 4,40 A

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Testes Simultaneos de Tukey para Diferencas de Médias

Diferenca EP da Valor-P
Diferenca de Niveis de Médias Diferenca ICde 95% Valor-T Ajustado
Fluconazol - Testemunha -8,40 9,81 (-36,48; 19,68) -0,86 0,827
Itraconazol - -11,80 9,81 (-39,88;16,28) -1,20 0,634
Testemunha
Terbinafina - -8,20 9,81 (-36,28; 19,88) -0,84 0,837
Testemunha
Itraconazol - Fluconazol -3,40 9,81 (-31,48; 24,68) -0,35 0,985
Terbinafina - Fluconazol 0,20 9,81 (-27,88;28,28) 0,02 1,000
Terbinafina - Itraconazol 3,60 9,81 (-24,48; 31,68) 0,37 0,982

Nivel de confianga individual = 98,87%



ICs Simulténeos de 95% de Tukey
Diferenca de Médias para Antiflngicos e Testemunha
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Se um intervalo ndio contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente diferentes,
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APENDICE C - Teste de Tukey Antibacterianos

Método
Hipétese nula Todas as médias sdo iguais
Hipétese alternativa Nem todas as médias sdo
iguais
Nivel de a=0,05
significancia

Assumiu-se igualdade de varidncias para a andlise

Informacoes dos Fatores

Fator Niveis Valores

Fator 5 Testemunha; Metronidazol I; Metronidazol II; Metronidazol III;
Tetraciclina

Analise de Variancia

Fonte GL SQ(Aj.) QM (Aj.) ValorF Valor-P
Fator 4 17095 4273,7 9,26 0,001
Erro 15 6924 461,6

Total 19 24019

Sumario do Modelo

S  R2 R2(aj) R2(pred)
21,4845 71,17% 63,49% 48,75%

Médias
Fator N Média DesvPad ICde 95%
Testemunha 4 72,8 38,2 (49,9;95,6)
Metronidazol I 4 93,50 7,59 (70,60; 116,40)
Metronidazol II 4 85,5 20,5 (62,6;108,4)
Metronidazol 111 4 91,50 12,77 (68,60; 114,40)
Tetraciclina 4 15,00 14,31 (-7,90; 37,90)

DesvPad Combinado = 21,4845

Comparag¢oes Emparelhadas de Tukey

Informacoes de Agrupamento Usando Método de Tukey e 95% de Confianga

Fator N Média Agrupamento
Metronidazol I 4 93,50 A
Metronidazol Il 4 91,50 A

4

4

4

Metronidazol 11 85,5 A
Testemunha 72,8 A
Tetraciclina 15,00 B

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Testes Simultaneos de Tukey para Diferencas de Médias

Diferenca EP da Valor-P
Diferenca de Niveis de Médias Diferenca ICde 95% Valor-T Ajustado
Metronidazol - Testemunha 20,8 15,2 (-26,2;67,7) 1,37 0,657
Metronidazol - Testemunha 12,8 15,2 (-34,2;59,7) 0,84 0,914
Metronidazol - Testemunha 18,8 15,2 (-28,2;65,7) 1,23 0,733
Tetraciclina - Testemunha -57,8 15,2 (-104,7;-10,8) -3,80 0,013
Metronidazol - Metronidazol -8,0 15,2 (-54,9; 38,9) -0,53 0,983
Metronidazol - Metronidazol -2,0 15,2 (-48,9; 44,9) -0,13 1,000
Tetraciclina - Metronidazol -78,5 15,2 (-125,4;-31,6) -5,17 0,001
Metronidazol - Metronidazol 6,0 15,2 (-40,9;52,9) 0,39 0,994
Tetraciclina - Metronidazol -70,5 15,2 (-117,4;-23,6) -4,64 0,003
Tetraciclina - Metronidazol -76,5 15,2 (-123,4;-29,6) -5,04 0,001

Nivel de confianga individual = 99,25%
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ICs Simulténeos de 95% de Tukey
Diferenca de Médias para Testemunha; Metronidazol; ...
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes,



