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RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, ¢ uma das principais pragas agricolas do Brasil,
causando severos danos a culturas como milho, soja e algodao. O controle quimico, embora
amplamente utilizado, tem contribuido para a selecdo de populagdes resistentes e impactos
ambientais negativos. Nesse contexto, o uso de bioinseticidas a base de baculovirus, como o
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SEIMNPV), surge como alternativa
sustentavel para o manejo da praga. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de
condi¢cdes ambientais extremas sobre a viabilidade e eficicia do SfMNPV. Para isso,
realizaram-se bioensaios de mortalidade apds exposi¢ado do produto a uma temperatura
constante de 50 °C, com ou sem radiacao solar direta, em quatro tempos distintos (Oh, 16h, 27h
e 82h). Também foram conduzidas curvas de degelo para simular falhas no armazenamento
térmico, expondo o produto a 40 °C apos refrigeragdo a -5 °C e -18 °C. Os resultados mostraram
que tanto o tempo de exposi¢ao quanto a radiagdo solar afetam significativamente a eficacia do
virus, com mortalidade larval reduzida de 78,9% para 22,0% apds 82 horas sob radiagdo. A
ANOVA indicou que os efeitos desses fatores sdo estatisticamente independentes além disso,
ndo houve diferenca significativa entre as temperaturas de armazenamento. Tais achados
reforcam a importancia do manejo térmico e da aplicagdo em horérios de menor incidéncia solar
para preservar a viabilidade do bioinseticida em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Baculovirus; controle biol6gico; radiagdo solar; temperatura.



ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is one of the most destructive agricultural pests in
Brazil, causing substantial damage to major crops such as maize, soybean, and cotton. Although
chemical control remains widely used, it has led to the selection of resistant pest populations
and negative environmental impacts. In this context, bioinsecticides based on baculoviruses,
particularly Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SIMNPV), have emerged
as sustainable alternatives for pest management. This study aimed to evaluate the impact of
extreme environmental conditions on the viability and efficacy of SIMNPYV. Mortality bioassays
were conducted following the exposure of the product to a constant temperature of 50 °C, with
or without direct solar radiation, across four time intervals (Oh, 16h, 27h, and 82h). Degel curves
were also performed to simulate thermal storage failures, exposing the virus to 40 °C after prior
refrigeration at -5 °C and -18 °C. Results demonstrated that both exposure time and solar
radiation significantly reduced virus efficacy, with larval mortality dropping from 78.9% to
22.0% after 82 hours under solar exposure. Two-way ANOVA revealed no significant
interaction between the two factors, indicating independent effects. No significant differences
were found between the two storage temperatures. These findings highlight the need for proper
thermal management and strategic application during periods of low solar intensity to preserve
viral viability under field conditions.

Keywords: Baculovirus; biological control; solar radiation; temperature.



1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores exportadores de produtos agricolas do mundo,
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento econdmico, social e ambiental do
pais (Embrapa, 2018). O agronegocio nacional ¢ impulsionado por diversas culturas, com
destaque para a soja e o milho, que possuem grande relevancia tanto no mercado interno quanto
externo. De acordo com os dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2024), a
safra de graos 2023/2024 foi estimada em 298,41 milhdes de toneladas, com participagao
predominantemente da soja responsavel por 147,38 milhdes de toneladas, seguida pelo milho,
que registrou 115,72 milhdes de toneladas.

O aumento da produgao agricola, no entanto, traz desafios, principalmente no controle
fitossanitario. O crescimento da produtividade esta diretamente associado ao risco de
infestacdes por pragas agricolas. Estima-se que mais de 600 espécies de insetos-praga
representam ameaca as lavouras brasileiras, podendo causar perdas de até 20% da produgao
caso nao sejam adequadamente manejadas (Spadotto, 2014; Cepea, 2019).

Segundo Ahmad et al., (2023) o controle quimico ainda ¢ o método predominante para o
controle de pragas, devido a sua acdo rapida e custo relativamente baixo. Embora eficaz, de
acordo com Geremia (2011) o uso intensivo de inseticidas quimicos acarreta sérios impactos
ambientais, como a reducao da biodiversidade e o desenvolvimento de resisténcia pelos insetos-
praga, diminuindo a eficacia desses produtos ao longo do tempo.

Dentre os insetos fitofagos que atacam as plantas, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta-do-cartucho ou lagarta-militar (Avila
et al., 1997; Martins et al., 2000), destaca-se como uma das pragas mais importantes, que
afetam culturas em todo o mundo, especialmente no Brasil. Ela ataca principalmente o milho,
soja, algoddo e arroz, sendo uma praga polifaga capaz de se alimentar de mais de 350 espécies
vegetais (Hussein et al., 2021). S. frugiperda pode causar danos em todas as fases de
desenvolvimento das culturas hospedeiras, com alimentagao preferencialmente durante a noite,
sob temperaturas mais amenas, provocando danos como raspagem e mastigacao nas folhas, o
que reduz a capacidade fotossintética das plantas (Rosa et al., 2012). Sua capacidade de
adaptacdo e o ciclo de vida curto favorecem a répida reproducdo disseminacao, resultando em
surtos populacionais em diferentes culturas. Estima-se, que o ataque da S. frugiperda possa
causar perdas de produtividade de até 60%, dependendo das condi¢des ambientais e das praticas

de controle adotadas (Venancio, 2024). Diversas estratégias de controle, incluindo praticas



bioldgicas e o uso de plantas geneticamente modificadas, tém sido exploradas para minimizar
os impactos dessa praga (Madivalar; Narayanappa; Ullah, 2022).

O manejo integrado de pragas conhecido como MIP, consiste em um conjunto de
praticas que visam o equilibrio do ambiente, minimizando o uso de inseticida quimico e
mantendo a populagdo dos insefos-praga em niveis abaixo daqueles capazes de causar dano
econdmico (Quintela et al., 2007). A adocdo do MIP, envolve diferentes estratégias para a
redugdo populacional do inseto-praga e manté-los em niveis toleraveis no agroecossistema.
Entre as estratégias que compde o MIP estdo o uso de plantas resistentes, inseticidas seletivos
aos inimigos naturais, medidas culturais, medidas comportamentais do inseto, uso de
parasitoides, predadores e o uso de entomopatdgenos (Valicente, 2009). O controle bioldgico
com entomopatdgenos, € considerado um método seguro, pois mantém a populagao dos insetos-
praga em niveis que ndo causam danos as culturas (Berti Filho; Macedo, 2011). Entre esses
microrganismos, destaque-se os virus entomopatdgenos, por serem compativeis com 0s
produtos quimicos e ndo causar danos a saiide humana e ambiental.

Os virus entomopatogénicos pertencem a familia Baculoviridae sendo considerada a
mais estudada no controle de insetos-praga (Federici, 1997). Segundo o Comité de taxonomia
de virus, os baculovirus sdo classificados em quatros géneros, os Alphabaculovirus (NPV) e os
Betabaculovirus (GV) ambos especificos para lepidopteros, os Gammabaculovirus (NPV),
especificos para himenopteros e os Deltabaculovirus (NPV) especificos para dipteros (Jehle et
al., 2006). Os Baculovirus sao classificados como o grupo de virus especificos para artropodes
(Jehle et al., 2006). Eles podem ser introduzidos ou ocorrerem naturalmente no ambiente
podendo infectar a ordem Lepidoptera (Moscardi, 1999).

Os baculovirus ¢ composto por uma fita dupla de DNA e envolto por um capsideo
proteico com o formato de bastonete conhecido por nucleocapsideos (Castro, 1999). Os
nucleocapsideos estao protegidos por uma membrana nomeada como corpo de oclusao (OB)
ou poliedros e sdo responsaveis pela infeccdo do virus no inseto-praga. Os nucleocapsideos
presentes nos OBs podem conter apenas um nucleocapsideo por virion (Single Nuclear
Polyhedrosis Virus - SNPV) ou varios nucleocapsideos por virion (Multiple Nuclear
Polyhedrosis Virus - MNPV (Bilimoria, 1991). O corpo de oclusdo ¢ responsavel pela infeccao
e disseminacao entre os hospedeiros (Silva Morgado ef al., 2020) e ¢ composto pela maior parte
de proteinas denominadas poliédricas (Blissard; Rohrmann, 1990). A poliedrina, principal

proteina, ajuda a proteger o virus de altas temperaturas e radiagdo solar (Moscardi, 1983).



O ciclo de infeccdo inicia quando a lagarta ingere os poliedros, que por sua vez, se
dissolvem no intestino médio do inseto, ocorrendo a liberagdo das particulas virais, as quais
penetram nas células epiteliais do intestino do inseto-praga e se multiplicam. Ao fim da infecc¢ao
primaria as particulas que formam, atravessam a membrana basal da célula atingindo a
hemolinfa causando a infec¢do secundaria (Figura 1). No nucleo da célula infectada ocorre a
formagao de novas particulas virais rompendo as células do inseto e liberam os poliedros do

tegumento da lagarta (Figura 2) (Moscardi, 2003).
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Figura 1. Infeccdo por Baculovirus em lagarta da ordem Lepidoptera.
Fonte: Slack; Arif (20006).

A infeccdo nas lagartas se dd, geralmente, nas primeiras horas apos a ingestdo do
poliedro, o inseto-praga terd uma coloracdo mais clara ou rosada e perdem a mobilidade
podendo levar a morte a partir do quarto dia. Visto que a lagarta ¢ morta pelo baculovirus, ela
torna-se uma fonte de indculo contribuindo para a disseminacdo do virus no ambiente
(Moscardi; Souza, 2002). Outros insetos também podem promover a dispersdo de particulas

virais no ambiente ou ainda para locais mais distantes (Castro, et al, 2020).



Figura 2. Ciclo de infec¢ao na lagarta, apds a ingestao do Baculovirus
Fonte: AgBiTech (2021).
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Figura 3. Infec¢do viral de lagartas ap6s a ingestao de folhas contaminadas com Baculovirus
Fonte: Gaston (2018).

O Spodoptera frugiperda Multiple Nucleopolyhedrovirus (SIMNPV) ¢ um exemplo de
baculovirus altamente especifico e eficaz para o controle da S. frugiperda. Este virus age
infectando as larvas da praga, causando sua morte (Hussein et al., 2021). Os sintomas tipicos
da infec¢do vao desde mudangas comportamentais a morfoldgicas, que levam a morte do inseto
apo6s alguns dias. Pode ser observada redugdo na alimentacao e diminuicdo do crescimento,
descolorag¢do do tegumento e, ao morrer, rompimento deste, o que vem a liberar os poliedros
no ambiente, possibilitando novos ciclos de infec¢ao virais (Federici, 1999). O SIMNPV mostra
grande potencial para o manejo integrado, sendo uma alternativa sustentavel para S. frugiperda

(Bentivenha et al, 2019).



Diante das inimeras vantagens dos bioinseticidas e do crescimento expressivo de sua
adogdo na agricultura, diversas empresas tém intensificado os investimentos em pesquisa €
desenvolvimento de novos produtos a base de baculovirus. No entanto, para que esses produtos
apresentem desempenho satisfatorio no controle de pragas, ¢ fundamental que mantenham alta
qualidade microbiolégica e estabilidade frente a fatores ambientais adversos, como temperatura
elevada e radiagdo solar intensa. Esses elementos podem comprometer a viabilidade dos corpos
de oclusdo virais e, consequentemente, a eficacia do controle bioldgico. Além disso, o ambiente
de armazenamento e transporte pode favorecer o crescimento de microrganismos indesejaveis,
alterando a composicdo e segurancga do bioinseticida. Nesse contexto, a realizacao de analises
microbioldgicas ¢ indispensavel para garantir a pureza do produto e evitar contaminagdes que
interfiram negativamente na sua eficiéncia (Lacey et al., 2015).

O Brasil se destaca como um dos principais lideres no uso de produtos biologicos,
registrando um crescimento de 30% em 2020 e atingindo um faturamento superior a 225
milhdes de ddlares. As projecdes indicam que, até 2030, o mercado de bioinsumos no pais
ultrapassara a marca de 700 milhdes de dolares (Blink, 2021).

O crescente interesse pelos bioinseticidas como alternativas sustentdveis ao controle
bioldgico de pragas agricolas tem impulsionado uma notavel expansdo das pesquisas na area,
com aumento de 71,24% na tltima década (2011-2021) (Hernandez-Tenorio et al., 2022). No
entanto, embora seu potencial seja reconhecido, a estabilidade e a viabilidade desses produtos
ainda dependem de cuidados especificos ao longo das etapas de producdo, armazenamento e
transporte. Fatores como exposicao a radiacao solar, temperatura elevada e pH alcalino podem
comprometer os poliedros virais, afetando sua eficacia (Gazziero, 2015). Além disso, os custos
associados a manuten¢do de condigdes ideais para esses bioinsumos ainda representam um
entrave a sua ampla adogdo. Nesse contexto, torna-se essencial investigar estratégias que
otimizem esses processos, visando garantir desempenho no campo e viabilidade econdmica.

Além dessas variaveis, aspectos como umidade relativa, condicdes do ambiente da
praga, equipamentos utilizados e tecnologia de aplicag¢@o influenciam diretamente a eficécia do
bioinseticida. Dessa forma, antes de recomendar o uso de baculovirus para o controle de pragas,
¢ fundamental realizar estudos detalhados sobre essas interagdes (Valicente & Cruz, 1991).
Outro ponto critico a ser considerado, ¢ a logistica, pois os baculovirus sao altamente sensiveis
a temperatura e requerem armazenamento sob cadeia fria, para manter sua viabilidade. Assim,

garantir condi¢des adequadas de transporte e conservacao, desde a producdo até a aplicagdo no



campo, ¢ essencial para assegurar a eficacia do produto no controle das pragas (Shi, Zhang &
Qin, 2024).

Os baculovirus possuem uma camada de protecao robusta contra estresses ambientais,
conhecida como poliedrina, uma matriz proteica que envolve o DNA viral. Essa camada oferece
resisténcia contra diversos fatores, incluindo varia¢des de umidade e temperatura. No entanto,
mesmo com essa protecdo, altas intensidades de radiacdo UV e temperaturas muito elevadas
podem comprometer a integridade da poliedrina, resultando em danos ao DNA viral e,
consequentemente, na perda de eficacia do virus como agente de controle bioldgico. A
degradagdo dos metabdlitos bioativos, causada por fatores como exposicdo ao ar, luz e
temperatura, afeta diretamente a eficicia dos bioinseticidas (Hernandez-Tenorio et al., 2022).

Ainda assim, a literatura carece de estudos que avaliem simultaneamente os efeitos
combinados da temperatura e da radiagcdo solar sobre a eficacia dos baculovirus, bem como o
impacto dessas condi¢gdes na carga microbiana do produto. Diante dessa lacuna, o presente
estudo se propde a investigar, de forma integrada, o comportamento do baculovirus SEtMNPV
sob diferentes niveis de exposi¢do térmica e solar, bem como a dindmica de crescimento
microbiano associada, contribuindo para a melhoria das estratégias de formulagao,

armazenamento e aplicag@o de bioinseticidas em condi¢cdes ambientais criticas.



2  OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficicia do bioinseticida a base de Spodoptera frugiperda Multiple

Nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) no controle de Spodoptera frugiperda sob condig¢des

desafiadoras, como altas temperatura e exposi¢ao a radiagdo solar. Além disso, fornecer

subsidios técnicos para o aprimoramento do manejo integrado de pragas, visando a otimizagao

do uso do SETMNPV em sistemas agricolas sustentaveis. Para atingir esse objetivo, o estudo foi

estruturado em trés abordagens complementares:

2.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Curva de Degelo: Avaliar o tempo necessario para que o bioinseticida, armazenado em
diferentes temperaturas (-18 °C e -5 °C), atinja o equilibrio térmico com o ambiente
externo. Essa analise visa compreender o comportamento do produto durante o
transporte e armazenamento, condigdes criticas para a manutencao de sua eficacia no
campo.

Bioensaios de Temperatura e Exposicdo Solar: Avaliar a eficiéncia do SIMNPV no
controle de Spodoptera frugiperda sob condi¢des ambientais desafiadoras, como altas
temperaturas (50°C) e exposicdo a radiagdo solar. Como biopesticidas sdo sensiveis a
essas variaveis, a pesquisa busca entender os impactos desses fatores na mortalidade da
praga.

Analise Microbiana: Avaliar a qualidade microbiologica do bioinseticida ao longo do
tempo de exposi¢do e armazenamento, com foco na quantificacdo de bactérias aerobicas
e de Bacillus sp., a fim de verificar sua estabilidade sanitaria e seguranga como produto

biologico.



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa e Inovacao da AgBiTech que
fica localizado no Parque Tecnologico da Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia,

no municipio de Goiania-GO.

3.1 CRIACAO DOS INSETOS-PRAGA

As populacdes de Spodoptera frugiperda utilizadas nos bioensaios, foram obtidas da
criacdo estoque estabelecida no laboratério da empresa AgBiTech. As mariposas foram
acondicionadas em gaiolas cilindricas com tamanho de 15 cm de didmetro por 20 cm de altura,
revestidas na parte interna inferior com papel oficio e na parte interna superior com tecido voile,
ambos tinham como fungdo ser substrato de oviposi¢ao. As mariposas foram alimentadas com
uma solucao de mel diluida a 20% fornecida em roletes de algodao postos na parte superior da
gaiola. O papel utilizado como substrato de oviposi¢ado era trocado a cada 2 dias.

As posturas foram colocadas em um recipiente plastico de 550 mL com tampa e,
posteriormente, quando atingiram o segundo instar, foram individualizadas em bandejas com
121 células de 15 mL até o estagio de pupa. As lagartas foram alimentadas com dieta artificial
a base de feijdo branco, adaptada da metodologia de Greene et al., (1976). A ambiéncia da sala
de criacdo das mariposas tinha as especificagdes de: temperatura (T) 24 £+ 1°C, umidade relativa
(UR) de 70 + 10% e fotofase de 12 horas e a sala dos imaturos a temperatura de 25 + 1°C,

umidade relativa UR de 50 + 10% e a fotofase de 12 horas.

3.2 CURVA DE DEGELO

Para investigar o tempo necessario para que o baculovirus Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV) atingisse o equilibrio térmico com o ambiente
externo, foram utilizados dois galdes de 5 litros, previamente armazenados em temperaturas de
-18°C e -5°C, respectivamente. O objetivo foi avaliar como diferentes condi¢des de
armazenamento influenciam o tempo de degelo e a estabilidade térmica do bioinseticida. Apds
a retirada dos galdes da refrigeracao, ambos foram submetidos a uma temperatura ambiente de
aproximadamente 40 °C, com o intuito de simular situagdes comuns, porém nao recomendadas,
de exposicao do produto em galpdes agricolas ou diretamente sob o sol em areas rurais. Essa

simulacdo buscou representar falhas logisticas frequentes no armazenamento e transporte do



SfMNPV em campo. Para monitorar a varia¢do térmica, quatro pontos foram perfurados em
cada galao, um na tampa e trés nas laterais e as medi¢des foram realizadas a cada 60 minutos
com um termometro digital tipo espeto. Adicionalmente, foi inserido um registrador de dados
Datalog (modelo TagTemp-USB, NOVUS) dentro de cada galdo para acompanhar

continuamente a temperatura interna até o atingimento do equilibrio com o ambiente.
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Foi realizada uma segunda curva de degelo com o objetivo de determinar o tempo
necessario para que o produto atingisse a temperatura de 50°C, bem como pontos
intermediarios relevantes para a realizagdo do bioensaio de mortalidade. A escolha dessa
temperatura se baseou em medigdes realizadas em caminhdes de transporte com baus
refrigerados desligados, nos quais foram registrados picos térmicos de até 50 °C em condi¢des
reais de campo. Para a simulagdo, o produto previamente armazenado a 5 °C foi transferido
para uma estufa incubadora microbiolédgica ajustada a 50 °C. Um registrador de dados Datalog
(modelo TagTemp-USB, NOVUS) foi inserido dentro de um galdo de 5 litros contendo o
produto, configurado para registrar a temperatura interna a cada 15 minutos. O galdo foi
colocado na estufa as Sh da manha, e a primeira coleta de dados ocorreu apds 3 horas e 30
minutos de exposi¢do. As medigdes subsequentes seguiram conforme apresentado na tabela
abaixo.

Tabela 1. Monitoramento da temperatura (°C) de SEIMNPV armazenado em estufa a

50°C.



Horas Tempo exposto na Estufa Temperatura (°C)
08:30 a.m 03:30 30,5
09:30 a.m 04:30 35,9
11:00 a.m 06:00 40,6
01:00 p.m 08:00 44,7
05:00 p.m 12:00 46,5
08:00 p.m 15:00 47,8
09:00 p.m 16:00 47,5
10:00 p.m 17:00 47,4
11:00 p.m 18:00 47,6
08:00 a.m 27:00 48.9
12:00 p.m 31:00 48,9
06:00 p.m 37:00 48,9
08:00 a.m 51:00 48.9
12:00 p.m 55:00 48.9
06:00 p.m 61:00 48,9
08:00 a.m 75:00 48.9
12:00 p.m 79:00 48.9
03:00 pm 82:00 48,9

3.3 BIOENSAIOS DE TEMPERATURA E EXPOSICAO SOLAR

Ap6s o armazenamento do galdo do bioinseticida em uma Estufa Incubadoras
Microbiolédgica a 50°C, durante 82 horas. Foram coletadas aliquota do produto as 16, 27 e 82
horas. Apo6s esse periodo, foram preparados quatro bioensaio em dias diferentes, cada um com
4 repeticdes totalizando um numero de 160 lagartas por tratamento. Para avaliar a atividade da
temperatura e radiagao solar alguns tratamentos foram submetidos a exposi¢ao solar por um
periodo de uma hora no momento de maior incidéncia solar (11:00 — 12:00). Esses bioensaios
foram conduzidos aplicando o método de superficie de dieta, em que sdo utilizadas bandejas
com 30 recipientes (copo plasticos com tampa de 30mL) contendo SmL de dieta artificial a base

de feijao branco, especifica para lepidopteros adaptada de Greene et al. (1976).



Tabela 2: Tratamentos presentes no bioensaio de temperatura (°C) e radiacdo solar.

N Tratamento Tempo de Exposiciao a 50°C Exposto ao sol
T1 StIMNPV - nao
T2 StIMNPV - sim
T3 StIMNPV 16h nao
T4 SfIMNPV 16h sim
T5 SfIMNPV 27h nao
T6 StIMNPV 27h sim
T7 SfIMNPV 82h nao
T8 StIMNPV 82h sim

No tratamento controle, foi utilizada apenas agua destilada acrescida de 1% de corante
alimentar azul (5 mL), da marca Junco®. O corante teve como objetivo auxiliar na confirmacio
visual da aplicacdo, assegurando que todos os copos fossem devidamente tratados durante o
bioensaio. Para realizar o preparo das solucdes contendo baculovirus, foi utilizado agua
ultrapura, corante alimentar em uma concentragdao de 1 pL de corante alimentar 1 mL de agua
(por exemplo, 500uL de corante alimentar em 500 mL de agua) e o bioinseticida a base de
baculovirus a 50mL/ha, que foram aplicadas em cada copo contendo dieta. Os bioensaios foram
executados de forma que, os tratamentos controle fossem sempre o primeiro e continham apenas
agua e corante alimentar, para evitar a contaminacao por baculovirus. Cada copo de dieta foi
tratado com 100 pL da respectiva dose de SEIMNPV. Depois que todos os copos de uma bandeja
foram tratadas, a bandeja foi balancada lado a lado para garantir uma cobertura uniforme em
toda a superficie da dieta.

Apo6s o tempo de exposicao solar em um local aberto por um periodo de 1 hora (11:00-
12:00), com incidéncia de radiagdo solar registrada em KJ/m?, sendo coletada de uma area
experimental situada na Universidade Federal de Goids, campus Samambaia, Escola de
Agronomia. Lagartas de S. frugiperda de segundo instar foram individualizadas em cada copo
contendo dieta e mantidas em incubadora do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), marca
Ethik Technology®, com temperatura de 28°C, umidade relativa (UR) de 80% e fotofase de 14
horas. As avaliagdes dos bioensaios foram realizadas a cada 24 horas até o sétimo dia, periodo

necessario para observar a mortalidade das lagartas causada pelo baculovirus.

3.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

A quantificacdo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de Bacillus. cereus integra



o controle de qualidade do SIMNPYV, assegurando a auséncia de contaminantes bacterianos que
poderiam comprometer sua aplicagdo em programas de manejo integrado de pragas. Para a
quantificagdo de (UFC) de B. cereus, as amostras de SETMNPV foram inicialmente mantidas em
temperatura ambiente até o inicio da analise. Em seguida, prepararam-se dilui¢des seriadas de
-1 a -4, utilizando microtubos com 450 puL. de dgua autoclavada em cada tubo. A amostra foi
coletada na quantidade de 50 pL e diluida no tubo correspondente a diluicdo -1, seguindo-se a
diluicao seriada até o tubo de dilui¢dao -4. A partir da dilui¢ao -4, 100 uL foram pipetados e
inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin)
para a quantificacdo de UFC de B. cereus. As amostras foram homogeneizadas, utilizando beads
de vidro para garantir a distribui¢do uniforme no meio de cultura, e as placas foram incubadas
a 36°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, as colonias formadas nas placas foram
contadas para determinar o nimero de UFC.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), estruturado em um esquema fatorial 2 x 4, com dois fatores principais: tipo de tratamento
e tempo de exposicdo a 50 °C. A Tabela 3 apresenta os niveis utilizados para cada fator:

Tabela 3. Fatores e niveis avaliados no delineamento fatorial 2 x 4, com dois tipos de

tratamento (temperatura e radiacdo solar) e quatro tempos de exposicao ao estresse térmico.

Fator Niveis

‘ 1. Exposicao a temperatura (50 °C)
Tipo de tratamento
2. Exposicao a radiagdo solar (50 °C + UV)
0 horas
16 horas
27 horas

&2 horas

Tempo de exposi¢ao

Dessa forma, foram avaliadas oito combinagdes experimentais (2 tipos de tratamento x
4 tempos). As lagartas de Spodoptera frugiperda tratadas com STMNPV foram submetidas as
respectivas condi¢cdes ambientais, de acordo com a combinagdo de tempo e tipo de exposicao.
A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 8. Inicialmente, aplicou-
se uma ANOVA fatorial de duas vias (Two-Way ANOVA), com os fatores tempo de exposicao

e radiagao solar.



Para a comparacdo entre os tempos dentro de cada tratamento, foi aplicado o teste de
comparagOes multiplas de Dunnett, considerando o tempo Oh como controle (sem estresse
térmico ou solar). Adicionalmente, foram realizados testes t para amostras independentes com
correcao de Sidak, a fim de avaliar diferencas especificas entre os dois tratamentos em cada
tempo de exposi¢cdo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05), com ajustes para

multiplas comparagdes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CURVA DE DEGELO

Os resultados obtidos demonstram que, ap6s 1 hora de exposicdo, tanto o galdo de
StMNPYV a -18°C quanto a -5°C atingiram 15°C a 1 hora de exposi¢@o a temperatura ambiente.
A partir desse ponto, as curvas de temperatura se comportaram de forma semelhante. Apos 5
horas, ambas as condi¢des alcangaram a temperatura externa de 40°C. A andlise comparativa
das temperaturas iniciais mostrou que, embora haja uma diferenca de temperatura no inicio do
experimento, essa diferen¢a foi eliminada rapidamente porque ambos os produtos atingiram a
temperatura de 40°C em aproximadamente 5 horas. Esse ajuste no armazenamento, ao permitir
temperaturas menos extremas, representou uma redugdo de 43% no consumo energético em
comparagdo ao armazenamento a —18 °C, configurando uma estratégia mais eficiente do ponto
de vista econdmico.
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Figura 5: Variagdo de temperatura ao longo do tempo.



A rapida elevagdo da temperatura € um fator critico para a estabilidade do bioinseticida,
considerando que os baculovirus sdo altamente sensiveis ao calor. A integridade dos corpos de
oclusdo pode ser comprometida quando expostos a temperaturas elevadas por periodos
prolongados, o que compromete a eficacia do produto. Assim, torna-se fundamental garantir a
manuten¢ao rigorosa da cadeia fria durante todas as etapas. A estabilidade viral est4 diretamente
relacionada a temperatura e ao tempo de exposi¢do, refor¢ando a importancia de uma logistica
eficiente e refrigerada para assegurar a qualidade e a viabilidade do bioinseticida a base de
baculovirus. Além disso, a curva sugere que o tempo entre a retirada do produto da refrigeracao
e sua aplicag@o no campo deve ser o mais curto possivel. Onde as temperaturas frequentemente
excedem 35 °C, o risco de comprometimento da eficacia do baculovirus ¢ ainda maior.

Um estudo feito por Shi; Zhang; Qin (2024) destaca que a manuteng@o de uma logistica
de cadeia fria eficiente ¢ crucial para garantir que produtos pereciveis cheguem ao destino sem
perder a qualidade. Isso envolve altos custos operacionais devido a necessidade de veiculos

refrigerados, monitoramento constante de temperatura e otimizagao das rotas de transporte.

4.2 CURVA DE DEGELO EM ESTUFA A 50 °C

A segunda curva de degelo foi elaborada com o objetivo de monitorar a variacao de
temperatura de SFMNPV e determinar o tempo adequado para a realizacdo dos experimentos
de mortalidade por baculovirus de SIMNPV. Observou-se que a temperatura se estabilizou em

48,9°C, conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Curva de temperatura durante o processo de degelo e armazenamento de SEIMNPV

em estufa a 50°C.

Observa-se, a curva de temperatura ao longo de 24 horas, comparada com a temperatura
ambiente da estufa. O grafico mostra a evolugdo da temperatura durante o processo de degelo
representados pelas curvas Inside 1 e Inside 2 em comparacdo com a temperatura ambiente da
estufa Outside. Nas primeiras horas, a curva mostra um aumento rapido na temperatura do
produto, seguindo um padrao exponencial a medida que se aproximam da temperatura de 50°C.

A taxa de aumento ¢ mais acentuada durante as primeiras 6 horas, com o produto
atingindo aproximadamente 40°C nesse intervalo de tempo. Esse comportamento ¢ consistente
com o observado na primeira curva de degelo, em que as amostras armazenadas a -18 °C e -
5 °C também alcangaram cerca de 40 °C apds 5 horas de exposicao ambiente. ApoOs esse ponto,
o aumento de temperatura torna-se mais lento, estabilizando-se em torno de 48,9°C apos cerca
de 15 horas. A partir deste momento, a temperatura do produto permanece constante, indicando
que atingiram o equilibrio térmico com o ambiente da estufa. Outro ponto relevante ¢ que a
curva "Outside" mostrou uma estabilidade térmica rigorosa da estufa em torno de 50 °C, sem
oscilagoes significativas durante o experimento. Esse controle térmico € essencial para garantir
a padronizacdo das condi¢des de exposicdo, evitando variagdes que poderiam afetar a

interpretacdo dos resultados de mortalidade.
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No entanto, a permanéncia prolongada em temperaturas elevadas ¢ prejudicial para a
estabilidade do virus. Portanto, os resultados reforgcam a importancia de considerar o tempo de
exposicdo e a temperatura como varidveis criticas nos experimentos com baculovirus. A
transicdo térmica rapida e o posterior equilibrio a 50 °C proporcionam uma condi¢do realista
para testar a resisténcia do SEIMNPV a ambientes extremos, permitindo avaliar a eficacia do
bioinseticida sob estresse térmico prolongado, situacdo comum em regides mais quentes.

A temperatura ¢ um fator critico que influencia diretamente a replicagdo viral em insetos
hospedeiros. Evidéncias demonstram que temperaturas elevadas podem inibir a replicacao de
baculovirus, como no caso do Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPYV),
comprometendo sua eficacia no controle biologico (Liu, 2022). Além disso, a dindmica de
replicagdo e transmissdo de virus veiculados por artrépodes € igualmente modulada por
variagdes térmicas, uma vez que os vetores ectotérmicos sdo altamente sensiveis as alteragdes
ambientais. Nesse contexto, mudancgas na temperatura podem afetar tanto a taxa de replicacao
viral quanto a competéncia vetorial, influenciando a propagacao de patdégenos em populagdes

de insetos (Samuel et al., 2016).

4.3 BIOENSAIOS DE TEMPERATURA E EXPOSICAO SOLAR

A eficacia do Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) foi
avaliada sob duas condi¢des ambientais distintas: temperatura constante de 50 °C e combinagao
de 50 °C com exposi¢ao direta a radiacdo solar. Os tempos de exposi¢ao analisados foram Oh,
16h, 27h ¢ 82h. Em todos os intervalos avaliados, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre os dois tratamentos (p < 0,0001), com redugdo progressiva na eficacia do
produto sob exposi¢ao solar.

Para verificar se os efeitos da radiacdo solar e do tempo de exposi¢ao atuam de forma
independente sobre a eficacia do STMNPYV, foi realizada uma analise de variancia fatorial (Two-
Way ANOVA), considerando os fatores temperatura de 50°C e radiagcdo solar. Os resultados
indicaram que ambos influenciaram significativamente a mortalidade das lagartas tratadas com
o bioinseticida (p = 0,0012 para temperatura de 50°C; p < 0,0001 para radia¢do solar). No
entanto, a interagao entre os fatores nao foi significativa (p = 0,989), indicando que seus efeitos
sdo estatisticamente independentes. Assim, cada fator contribui separadamente para a

degradacao viral, sem que haja efeito combinado.
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Figura 7: Mortalidade média de Spodoptera frugiperda apds aplicagdo do baculovirus
SfMNPYV, exposto a duas condi¢des ambientais (50 °C e 50 °C + radiagao solar direta) ao longo
de diferentes tempos (Oh, 16h, 27h e 82h). Observa-se que a exposi¢do a radiacao solar reduziu
significativamente a eficacia do bioinseticida em todos os intervalos analisados (p < 0,0001),

com efeito deletério progressivo. Barras de erro representam o desvio padrao da média (n = 16).

No tempo inicial (Oh), a mortalidade média causada pelo SEIMNPV no tratamento exposto
apenas a temperatura foi de 78,96%, enquanto no tratamento submetido simultaneamente a
radiagdo solar, a mortalidade foi significativamente menor, de 39,61%. Essa diferenca
altamente significativa (t = 6,424; gl = 30; p < 0,0001) evidencia o efeito deletério imediato da
radiacgao solar sobre a viabilidade do baculovirus, mesmo apos curtos periodos de exposigao.

Ap0s 16 horas, a mortalidade média manteve-se elevada no tratamento sob temperatura
de 50°C (70,09% + 20,38), contrastando com a reducdo observada no grupo exposto a radiagdo
solar (28,96% = 18,16). O teste t confirmou a diferenca significativa entre os tratamentos (t =
6,026; gl = 30; p < 0,0001), revelando uma reducao de mais de 40 % na eficacia do produto.
Esses resultados indicam que a luz solar acelera a degradacao viral, comprometendo
rapidamente a infectividade do SIMNPV.

No tempo de 27 horas, a eficdcia do virus permaneceu relativamente estavel sob a
condicdo de temperatura (71,98% =+ 18,69), enquanto o tratamento com radiagdo solar

apresentou nova queda (31,15% = 15,90). A andlise dos intervalos de confianca (IC 95% para
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50°C: 62,02-81,94; IC 95% para 50 °C + radiagdo solar: 22,68-39,62) reforca a robustez da
diferenca observada, sem sobreposicao entre os tratamentos.

Apo6s 82 horas de exposigdo, observou-se uma reducdo mais acentuada na eficicia em
ambos os tratamentos. A mortalidade média foi de 60,54% (+ 18,37) sob temperatura e 22,08%
(£ 14,29) sob radiacdo solar. O teste t (valores entre 6,608 e 6,657; gl = 30; p < 0,0001)
confirmou que a exposicao solar continua a exercer maior impacto negativo na viabilidade viral.
A tendéncia de queda ao longo do tempo foi mais pronunciada nos tratamentos submetidos a
radiagdo, sugerindo um efeito cumulativo e progressivo de degradacao induzida pela luz solar.

De forma geral, os resultados indicam que a exposi¢ao a temperatura isolada (até 27h)
ndo compromete significativamente a eficacia do SIMNPV. No entanto, a radia¢do solar reduz
drasticamente a viabilidade viral desde os primeiros momentos de exposi¢ao, intensificando-se
com o tempo. Tais resultados reforcam a necessidade de adogdo de estratégias para mitigagao
da degradagdo ambiental do baculovirus, como o transporte em caixas térmicas, uso de
formulagdes com fotoprotetores e a aplicagdo do produto em horarios de menor incidéncia solar.
Essas praticas sdo fundamentais para assegurar a eficacia do bioinseticida em condig¢des de
campo.

Ribeiro e Pavan (1994) destacaram que a temperatura elevada ¢ um fator critico para o
desenvolvimento e eficacia dos baculovirus, relatando que a produgao de poliédros infecciosos
(PIBs) foi drasticamente reduzida em mais de mil vezes quando a temperatura atingiu 39 °C.
Estes dados reforcam a necessidade de estratégias de aplicagdo especificas em regides de clima
quente, visando maximizar a eficiéncia do controle bioldgico.

Além disso, estudos como o de Griego et al. (1985) apontam que a radiagdo UV,
particularmente em comprimentos de onda entre 290 e 300 nm, ¢ altamente eficaz na inativagao
de virus, como o multicapsideo de Orgyia pseudotsugata. Este fato sugere que a exposi¢ao solar
intensa, tipica de regides tropicais, pode comprometer severamente a integridade dos corpos de
oclusdo (OBs) dos baculovirus, como o SIMNPV utilizado neste estudo.

Nos experimentos realizados, reforcou-se a necessidade de proteger os virus da
exposicao direta ao sol, recomendando-se a aplicagdo em horarios de menor incidéncia solar,
como o inicio da manha ou o final da tarde. Valicente e Cruz (1991) ja haviam sugerido que,
para preservar a eficacia dos baculovirus, a pulverizagao fosse realizada preferencialmente no
final da tarde ou inicio da noite.

Ademais, para garantir o sucesso no uso de baculovirus no controle de pragas, ¢
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essencial compreender a sincronizacao entre a bioecologia do inseto-alvo, as caracteristicas do
virus e as condi¢cdes ambientais. Este entendimento permite um manejo mais eficiente dos
hospedeiros suscetiveis no campo. Ainda, conforme salientado por Anggraini et al. (2022), a
garantia de qualidade na producdo dos baculovirus ¢ fundamental para assegurar a eficicia e
sustentabilidade dos bioinseticidas.

Importante destacar que a presente pesquisa ¢ inovadora por ter avaliado
simultaneamente os efeitos combinados de temperatura elevada e radiagdo solar sobre a eficacia
de um baculovirus, algo pouco abordado na literatura, onde geralmente os efeitos de
temperatura e radiacdo UV sdo estudados separadamente. A abordagem integrada aqui adotada
oferece uma visdo mais realista das condi¢cdes ambientais enfrentadas pelo virus no campo,
ampliando o conhecimento sobre a estabilidade e aplicagdo pratica dos baculovirus em
programas de manejo biologico.

No lado esquerdo (solar SfTMNPV) apresenta a incidéncia de radiacdo solar (KJ/m?)
sobre os tratamentos expostos ao sol, representada pelos pontos que indicam medi¢des em trés
dias distintos, cujas condi¢des ambientais variaram quanto a intensidade da radiacao solar e
temperatura ambiente. Foram registradas radiagdes de 1528,3, 1752,2 e 1421,15 kJ/m?, com
temperaturas correspondentes de 37,85 °C, 36,5 °C e 35,7 °C, respectivamente no lado direito
(Temp. SfIMNPV) (Figura 8). Sdo as temperaturas aferidas quando as bandejas estavam
expostas a radiacdo solar, essas temperaturas foram medidas com a ajuda de um datalogger.
Assim como na incidéncia solar, cada ponto no grafico corresponde a uma repeticao em dias
distintos. Essas medi¢des foram fundamentais para avaliar como as condigdes ambientais, como
a radiacdo solar e a temperatura, afetam a eficacia do SfTMNPV no controle de S. frugiperda.

Eroglu e Demirbag (2022) refor¢am esse panorama ao relatarem que a exposi¢do do
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) nucleopoliedrovirus (HearNPV) a radiacao
UV-B levou a uma redugao progressiva na taxa de mortalidade das lagartas de terceiro instar:
de 98% antes da exposi¢do para 32% apos 5 horas de irradia¢do. Esses dados evidenciam a

rapida perda de viruléncia de baculovirus ndo formulados sob exposi¢a@o solar intensa.
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Figura 8: Medi¢do de Radiagdo Solar e Temperatura em Tratamentos de STMNPV sob

Exposi¢do a radiacdo solar.

Diante disso, torna-se evidente a necessidade de estratégias de mitigagdo. Valicente e
Cruz (1991) ja haviam sugerido a aplicagdo de baculovirus no final da tarde ou inicio da noite,
como forma de evitar a exposi¢ao direta a radiagdo solar. Essa recomendacao foi reforcada pelos
resultados do presente estudo, que demonstraram expressiva queda na eficacia do produto ao
longo do tempo de exposicao solar.

Além das estratégias de manejo no campo, tecnologias inovadoras de formulacao tém
se mostrado promissoras. Wilson et al. (2020) propuseram o uso do encapsulamento ceroso com
didéxido de titdnio (Entostat-TiO:), capaz de proteger o DNA viral da radia¢do solar,
prolongando sua viabilidade. Anggraini et al. (2022) também destacam o potencial do uso de
agentes protetores naturais por serem acessiveis, de baixo custo e alinhados aos principios da

agricultura sustentavel.
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Essas abordagens representam avangos importantes para enfrentar o principal gargalo
do uso de bioinseticidas: sua instabilidade sob condigdes ambientais extremas. Com
formulagdes mais resistentes, ¢ possivel ampliar a janela de aplicagdo em campo e melhorar a
percepcao dos produtores sobre a eficacia dos produtos bioldgicos.

Finalmente, os resultados aqui apresentados evidenciam a necessidade de intensificar a
capacitagdo de agricultores quanto ao armazenamento adequado e ao momento ideal de
aplicacdo dos baculovirus. A ideia de que “produto biolégico ndo funciona” muitas vezes
decorre de falhas no uso e ndo da baixa eficiéncia intrinseca do insumo. Em regides como o
Centro-Norte do Brasil, onde ha incidéncia elevada de radiagdo solar e temperaturas elevadas,
a adogdo de estratégias adequadas de aplicacdo € ainda mais critica para o sucesso do controle

biologico.

4.4 CONSIDERACOES SOBRE A INTERACAO ENTRE TEMPERATURA E
RADIACAO SOLAR

Os dados obtidos indicaram que, embora ambos os fatores causem redugao da eficacia
do STMNPYV, nao foi identificada uma interacao direta entre eles. Ou seja, a temperatura nao
alterou significativamente o impacto da radiag@o solar sobre a viruléncia do baculovirus, e vice-
versa.

Esse comportamento sugere que os mecanismos de degradacdo associados ao calor e a
radiacdo atuam de maneira independente, o que pode ter implicagdes importantes para o
desenvolvimento de estratégias de formulagdo e aplicagdo em regides tropicais. Ao evidenciar
que cada fator ambiental exerce sua influéncia de forma autonoma, este estudo amplia a
compreensdo sobre a estabilidade dos baculovirus e fornece subsidios técnicos relevantes para

o aprimoramento do controle bioldgico em ambientes adversos.

4.5 ANALISE MICROBIANA

A Figura 9 apresenta os resultados da contagem total de bactérias aerdbicas e da
populacdo de Bacillus sp. ao longo de Oh, 27h e 82h sob exposi¢do a altas temperaturas. Os
dados revelam um padrao microbioldgico tipico de crescimento seguido de declinio, indicando
trés fases distintas: proliferagdo inicial, pico populacional e queda celular.

No tempo inicial (Oh), tanto a contagem total de aerdbicos quanto de Bacillus sp. foi de

aproximadamente 1,0 x 10° UFC/mL, refletindo a carga bacteriana inicial do bioinseticida.
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Apds 27 horas de exposicao a temperatura elevada, observou-se um aumento nas contagens,
alcangando cerca de 2,0 x 10° UFC/mL nos aerobicos totais e 1,5 x 10° UFC/mL nos Bacillus.
Este crescimento sugere que, inicialmente, a temperatura proporcionou condi¢des favoraveis a
multiplicagdo bacteriana, possivelmente devido a ativagdo metabolica de microrganismos
termotolerantes presentes na formula¢do ou no meio.

Contudo, aos 82h, ambos os grupos bacterianos apresentaram declinio significativo,
com contagens reduzidas a aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL. Esta queda pode ser explicada
por diversos fatores: a exposi¢do continua ao calor pode ter causado danos irreversiveis as
membranas celulares, desnaturagdo de proteinas essenciais, e inibi¢do de enzimas metabolicas,
resultando na perda de viabilidade microbiana. No caso de Bacillus sp., ainda que seja um
género com espécies termorresistentes (gragas a capacidade de formar esporos), a exposi¢ao
prolongada em condigdes extremas pode ter excedido sua tolerancia térmica, comprometendo

até mesmo sua capacidade de esporulagao.

Total Aerobic Plate Count : Bacillus sp. Count

1.5%x106
E
=
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Figura 9: Crescimento Bacteriano em Altas Temperaturas ao Longo do Tempo.
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Outro aspecto relevante ¢ o possivel esgotamento de nutrientes e acumulo de
metabolitos toxicos no meio, que também contribuem para a diminuigao populacional apds o
pico de crescimento. Esse comportamento ¢ consistente com a dinadmica tipica de culturas
bacterianas em ambientes fechados (como embalagens ou recipientes selados), onde o ambiente
torna-se indspito com o tempo.

Esses resultados demonstram que, embora a temperatura elevada inicialmente possa
estimular o crescimento de algumas bactérias, a exposicdo prolongada atua como fator
limitante, sendo capaz de reduzir a carga microbiana no bioinseticida. Essa informagao ¢
relevante tanto do ponto de vista da qualidade microbiolégica do produto quanto para o
entendimento de sua estabilidade em condi¢des ambientais extremas, como aquelas enfrentadas
durante armazenamento ou aplicacdo em regides de clima quente. Dessa forma, a andlise
microbiologica complementa os dados dos bioensaios, refor¢ando a necessidade de avaliar a

estabilidade do bioinseticida de forma multidimensional.

5 CONCLUSOES

e Nao foi observada diferenca significativa entre os armazenamentos a -5 °C e -18 °C,
indicando que ambas as temperaturas sdo eficazes na conservagdo do Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), desde que a cadeia fria seja
mantida de forma continua e sem falhas;

e O SfMNPV demonstrou alta eficacia no controle da lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda), com mortalidade expressiva das larvas em condicdes ideais de aplicacao;

o Temperaturas elevadas (50 °C) e exposi¢do direta a radiacdo solar comprometeram
significativamente a eficacia do bioinseticida, promovendo rapida degradacdo viral e
queda acentuada na mortalidade larval ao longo do tempo de exposigao.

Os resultados apresentados neste trabalho reforcam a importancia de boas praticas no

manuseio, armazenamento e aplicagdo de bioinseticidas, principalmente em regides tropicais.
O uso correto do SfTMNPV representa uma alternativa vidvel e sustentavel ao controle quimico

tradicional, contribuindo para o manejo integrado de pragas na agricultura brasileira.
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