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Criacao de Helicoverpa armigera (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) em
condicdes de laboratorio utilizando dietas
artificial e natural’

Introducéo

Lagartas pertencentes ao género Helicoverpa (Heliothinae) s&o consideradas
pragas agricolas em diversos cultivos de importancia econdmica no mundo.
De todas as lagartas do género, a espécie Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae), comumente denominada na literatura de “Old world
(African) bollworm”, “Cotton bollworm”, “Corn earworm” ou “Tomato fruit
worm” (Lin; Yun-Che, 2010), apresenta grande destaque. Esta espécie
possui ampla ocorréncia mundial, sendo registrada como praga na Europa,
Asia, Africa e Oceania. No Brasil, seu registro ocorreu no ano de 2013 (Avila
et al., 2013; Czepak et al., 2013), quando foi constatada causando danos em
diferentes plantas hospedeiras de varios estados, em especial na Bahia. Em
Mato Grosso do Sul foi observada a presenca do inseto causando danos,
inicialmente, em algodoeiro, na regido dos Chapaddes, e depois em soja, na
regido sul do estado (Avila et al., 2013). Posteriormente, a espécie espalhou-
se para o Paraguai, Argentina, Porto Rico e Estados Unidos (Senave...,
2013; Muruda et al., 2014).

Essa espécie possui aspecto cosmopolita, com elevada capacidade de
sobrevivéncia nos diferentes ambientes em que ocorre e alto potencial
reprodutivo (Mironidis et al., 2014). Em adicdo, apresenta resisténcia a
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alguns grupos de inseticidas, comumente utilizados na agricultura e,
provavelmente, a plantas geneticamente modificadas que expressam
toxinas Bt (Leite et al., 2014). Suas larvas sdo extremamente polifagas e
podem atacar tanto os 6rgdos vegetativos quanto os reprodutivos, de
varias espécies de plantas cultivadas (Avila et al., 2013), sendo relatadas
mais de 200 espécies de plantas hospedeiras para H. armigera. Os adultos
possuem grande capacidade de dispersdo, podendo percorrer mais de
mil quildbmetros em voos noturnos, durante esse estagio de desenvolvimento
(Silva et al., 2018).

No Brasil, a espécie foi observada causando danos em diversos cultivos
agricolas, como algodao (Gossypium hirsutum), soja (Glycine max), milho
(Zea mays), tomate (Lycopersicon esculentum), sorgo (Sorghum bicolor),
feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), milheto (Pennisetum americanum),
feijdo-guandu (Cajanus cajan), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza
sativa), aveia (Avena sativa), crotalaria (Crotalaria juncea), citros (Citrus
spp.), bem como em plantas daninhas (Avila et al., 2013; Bueno; Sosa-
Gobmez, 2014; Reigada et al., 2016). Esta diversidade alimentar faz com que
a espécie fique sempre presente nos ambientes de cultivo em praticamente
todos os periodos do ano. Aliada a grande diversidade de plantas
hospedeiras para a espécie, sua ampla distribuicdo geografica possibilita
elevada capacidade de disseminagcdo, fatores esses que acabam
contribuindo para a rapida adaptacdo as diversas regibes agricolas
brasileiras, oferecendo riscos para os diferentes sistemas produtivos (Avila
et al., 2013; Bueno; Sosa-Gomez, 2014).

A criagdo de insetos em laboratorio tornou-se fundamental para o
desenvolvimento de pesquisas, a fim de solucionar problemas
entomoldgicos em ambientes agricolas e urbanos. Em pesquisa basica, o
uso de insetos criados em meios artificiais permitiu grandes avangos nos
estudos da bioecologia de insetos. Em pesquisas aplicadas, os estudos se
concentram nos campos de controle biologico, resisténcia e controle
genético (esterilizagdo de machos vetores de doencgas), alcangcando novas
propor¢des, em fungdo da disponibilidade de meios praticos de criacéo
massal de insetos (Parra, 2017). No decorrer dos anos, ocorreram grandes
avangos nas técnicas de criagdo, empregando-se meios artificiais. Porém,
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em algumas cria¢cdes também podem ser utilizadas dietas naturais como
fonte alimentar para os insetos. Pelo fato de as larvas de H. armigera se
alimentarem de uma grande variedade de plantas (Czepak et al., 2013), o
emprego de dietas naturais pode facilitar a sua criagdo em laboratério,
utilizando-se de estruturas vegetais (vegetativa e reprodutiva) do algodao,
soja, milho, feijao e gréo-de-bico, plantas essas que se destacam pela boa
aceitabilidade do inseto (Gomes et al., 2017).

A comercializagcdo de individuos imaturos (ovos, larvas e pupas) de H.
armigera ocorre no Brasil, sendo a maioria desses insetos destinada a
instituicbes publicas e privadas para bioensaios com produtos quimicos,
bioecologicos, dentre outras fungbes. Dessa forma, é de fundamental
importancia o estabelecimento de uma criagdo e manutencdo do inseto em
condi¢cdes de laboratério de forma adequada, para que se possa produzir
individuos de boa qualidade e que apresentem preferencialmente as
mesmas caracteristicas dos encontrados em condigbes de campo. O
emprego de uma dieta adequada, seja ela artificial ou natural, é essencial
para o bom desenvolvimento e sucesso da criagdo massal. Dessa forma,
este trabalho apresenta os procedimentos para um sistema de criagdo
massal de H. armigera em laboratorio, utilizando-se dietas artificial e natural.

Aspectos bioecoldgicos de Helicoverpa armigera

E um inseto holometabolo, ou seja, seu desenvolvimento passa pelas fases
de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Seu ciclo biolégico completo (ovo-
adulto) possui a duragéo de aproximadamente 30 dias (Queiroz-Santos et
al., 2018), o qual pode chegar a 60 dias, a depender das condi¢des
ambientais de seu desenvolvimento.

As larvas de H. armigera apresentam de cinco a seis instares larvais, sendo
cinco o mais comum. O estagio larval pode durar de 2 a 3 semanas,
variando conforme as condigbes de criagdo (Silva et al., 2018). Alguns
fatores relacionados a quantidade e qualidade nutricional da dieta,
temperatura e umidade interferem no desenvolvimento do inseto, bem como
no periodo de incubagéo dos ovos, o que pode afetar diretamente a duragcéo
e a viabilidade do seu ciclo biolégico. Sabidamente, alimentos mais
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Figura 1. Ciclo completo de Helicoverpa armigera: (A) ovos, (B) larva, (C) pupas e (D)
adultos. Dourados, MS.

nutritivos sdo importantes para o rapido crescimento e desenvolvimento da
maioria das larvas de lepidépteros. A temperatura também pode determinar
a hibernagédo das pupas, a sobrevivéncia e a intensidade do ataque da
praga nos cultivos nas préoximas geragdes (Salvadori; Suzana, 2014).

Os adultos H. armigera sdo mariposas que, normalmente, se alimentam de
néctar no campo, permanecem inativas a maior parte do dia € com maior
atividade no periodo noturno, especialmente apds o crepusculo vespertino.
A oviposigdo ocorre 1 a 3 dias ap6s a copula, quando as fémeas se
posicionam com as asas estendidas sobre o corpo e ovipositam por até,
aproximadamente, 15 dias, formando pequenos aglomerados com, no
maximo, trés ovos cada. O periodo de incubag¢édo dos ovos, geralmente, é
de 2 dias e, dependendo da época do ano, pode chegar a 12 dias, porém,
quando expostos ao ambiente de baixa temperatura ou umidade, os ovos
podem néo ser viaveis (Albernaz et al., 2014).
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Obtencao da populagao inicial para criagédo em
laboratorio

Para a criagdo de H. armigera em laboratério, os individuos iniciais podem
ser originarios de outras criagcdes ja mantidas em laboratérios e/ou através
de coletas de lagartas e/ou pupas a campo. Quanto maior for o numero de
individuos obtidos, maior sera a variabilidade genética e melhor sera o
desenvolvimento da criagdo mantida em laboratério. E essencial que esses
insetos coletados em campo sejam devidamente identificados por
especialistas da area, a fim de evitar a insercao de diferentes espécies do
género Helicoverpa na criagdo, uma vez que muitas espécies deste género
apresentam similaridade morfoldgica.

Para determinados bioensaios, o conhecimento do numero de geragdes
mantidas em laboratério € essencial para o sucesso dos resultados a serem
obtidos.

Criagao de H. armigera em laboratorio com dieta
artificial
Para a criacdo de insetos de H. armigera no laboratorio de Entomologia da

Embrapa Agropecuaria Oeste, em Dourados, MS, ¢ utilizada a dieta artificial
de Greene et al. (1976), com adaptacoes.

Essa dieta é composta basicamente por proteinas, carboidratos,
anticontaminantes, vitaminas, estabilizante e agua (Tabela 1).
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Tabela 1. Componentes da dieta artificial utilizada para alimentacdo de lagartas de
Helicoverpa armigera no Laboratério de Entomologia da Embrapa Agropecuaria
Oeste, Dourados, MS, 2018.

Ingrediente Quantidade

Feijao-branco 150 g
Levedo de cerveja 75 g
Proteina de soja (concentrada) 60 g
Caseina 60 g
Germem de trigo 120 g
Solugo vitaminica® 18 mL
Metilparabeno 69
Tetraciclina 0,226 g
Acido benzoico 3,75 ¢
Acido sérbico 369
Agar-agar 72 9
Acido ascérbico 46 ¢
Agua destilada 2.800 L

" Composigdo manipulada: niacina; pantotenato de calcio; riboflavina; tiamina; piridoxina; acido félico; biotina;
cianocobalamina; vitamina B12 e 4gua destilada.

Modo de preparo da dieta artificial utilizada para
alimentacao de H. armigera

Inicialmente, é realizada a pesagem dos ingredientes, deixando-os
reservados. Em seguida, o feijao-branco é colocado em panela de presséo,
com agua destilada, e levado para cozimento por aproximadamente
50 minutos. Um recipiente com 1 litro de agua destilada é levado ao fogo,
adicionando-se o agar-agar, até formar uma mistura homogénea.
Posteriormente, o feijao ja cozido é colocado em liquidificador com 800 mL
de 4gua destilada, juntamente com a proteina de soja, misturando-se por
aproximadamente 3 minutos. Os demais ingredientes s&o entao colocados
no mesmo liquidificador, juntamente com 1 litro de agua destilada e batidos
por aproximadamente 5 minutos. Essa mistura é colocada no recipiente do
agar-agar e homogeneizados.
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Apos atingir a temperatura de + 60 °C, acrescenta-se a solugao vitaminica e
os acidos, os quais sdo homogeneizados (Figura 2). Em seguida, essa
mistura €& colocada em caixas de plastico, que sdo mantidas em
refrigeracao até a utilizagédo para alimentacéo das lagartas.

Fotos: Marizete Cavalcante de Souza Vieira

Figura 2. Detalhes dos ingredientes e equipamentos utilizados no preparo de dieta
artificial para Helicoverpa armigera em laboratério (A, B, C), e dieta pronta (D).
Dourados, MS, 2018.



Criagéo de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) em
condigdes de laboratério utilizando dietas artificial e natural 9

Cabe salientar que, ao optar em utilizar uma dieta artificial para a criagdo de
insetos, &€ muito importante ter conhecimento da procedéncia e da qualidade
dos ingredientes utilizados no preparo da dieta, pois séo a partir deles que
os insetos receberdo todos os nutrientes necessarios para o seu perfeito
desenvolvimento, refletindo diretamente no sucesso da criagdo (Cohen,
2015).

Criacao de H. armigera em laboratorio com dieta
natural

Para a criacdao de H. armigera em laboratério, utilizando dieta natural, &
recomendada a utilizacdo de plantas que sdo hospedeiras preferenciais da
espécie. Entre todos os vegetais em que ocorrem ataques das lagartas de
H. armigera, as plantas de algodao, soja, feijao-comum e grao-de-bico séo
as que oferecem as melhores performances biolégicas do inseto em
laboratério (Gomes et al., 2017) (Figura 3). Em adi¢do, esses hospedeiros
apresentam maior facilidade de cultivo e sdo plantas adaptadas em varias
regides brasileiras.

Cultivo e cuidados com as plantas hospedeiras
empregadas como dieta natural de H. armigera em
laboratério

As plantas utilizadas para alimentagdo das lagartas podem ser cultivadas
em vasos, em condicbes de casa de vegetagdo, bem como em campo
(Figura 4A, B, C e D). Devem receber os mesmos tratos culturais
recomentados para cada cultura, como adubagédo, irrigacdo, desbastes
(caso necessario) e controle de pragas e doengas. Cabe ressaltar que, para
a finalidade de alimentagao das lagartas em laboratério, essas plantas néo
devem receber nenhuma pulverizagdo com agrotéxico durante todo o seu
ciclo.
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Figura 3. Lagartas de Helicoverpa armigera criadas em laboratério com dietas naturais:
folhas e vagens de soja (A, B); folhas e magés de algodao (C, D); folhas e vagens de
feijao-comum (E, F) e folhas e vagens de grao-de-bico (G, H). Dourados, MS, 2018.



Criagéo de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) em
condigdes de laboratério utilizando dietas artificial e natural 1

£
2
>
©
N
>
o
(]
[}
°
)
2
c
IS
K
©
>
©
(6]
)
2
©
N
=
]
=
1]
o]
k=l
<]
L

Figura 4. Cultivo de plantas hospedeiras de Helicoverpa armigera para serem
utilizadas como dieta natural. Feijao-comum (A) conduzido em vasos, em casa
de vegetacgéo, soja (B), grao-de-bico (C) e algodao (D) conduzidos em campo.
Dourados, MS, 2018.



12 Circular Técnica 46

Ao atingir a fase de desenvolvimento completo das plantas (parte vegetativa
e reprodutiva), as estruturas vegetais devem ser coletadas e encaminhadas
ao laboratério para a adequada higienizacao, utilizando, para isso, uma
mistura de agua e hipoclorito de sédio a 5%. Ap6s a higienizagdo e
secagem, estas estruturas s&o inseridas para a alimentacdo das lagartas.
De modo geral, as lagartas pequenas de H. armigera preferem se alimentar
de estruturas vegetativas, enquanto as lagartas grandes, de reprodutiva.
Para lagartas de tamanho intermediario sugere-se oferecer as duas
estruturas (vegetativa e reprodutiva), a fim de garantir o completo
desenvolvimento do inseto.

Manutencéao da criacao de H. armigera em laboratorio

1) Manipulagao de adultos de H. armigera

Em laboratério, os insetos adultos devem ser mantidos em casais dentro de
gaiolas cobertas com tecido de tule, substrato no qual as fémeas realizardo
suas posturas. O ideal é que cada gaiola tenha, aproximadamente,
15 casais de mariposas. Para a alimentacdo dos adultos utiliza-se uma
dieta composta por uma mistura de mel a 10% e agua destilada, fornecidos
em recipiente de vidro de 30 mL, com roletes de algodao dental na boca
(Figura 5).

E recomendada a manutengao correta das gaiolas de criagdo, realizando-se
a limpeza, troca dos recipientes com mel e retirada das posturas, no
minimo, trés vezes por semana, para evitar contamina¢do, bem como a
eclosao dos ovos dentro das gaiolas, as quais devem ser mantidas em sala
climatizada, com temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa do ar de
70% + 10% e fotoperiodo de 12 horas (Mironidis, 2014).
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Figura 5. Detalhes das gaiolas de
criagdo com adultos de Helicoverpa
armigera (A, B) e os recipientes
contendo a solugdo de mel a 10% e
agua destilada para alimentagéo dos
adultos (C). Dourados, MS, 2018.

2) Manipulagao de imaturos de H. armigera

As posturas de H. armigera, quando coletadas das gaiolas, devem ser
colocadas em recipientes de plastico contendo porgdes de dieta artificial ou
natural, que devem ser mantidos em salas climatizadas. Durante essa fase,
o controle da umidade é muito importante, para evitar que ocorra a
desidratacdo dos ovos e, consequentemente, a perda de sua viabilidade, o
que pode comprometer toda a geracao futura. Em geral, sob condi¢cdes de
temperatura e umidade adequadas (T 25 + 1 °C e UR 70% + 10%) e
fotoperiodo de 12 horas, o periodo de incubagdo dos ovos €& de, no
maximo, 3 dias.

As larvas, ao atingirem o terceiro instar, devem ser individualizadas em
copos de plastico de 50 mL, contendo dieta artificial ou natural, e mantidas
até a fase de pupas (Figura 6). Cabe salientar que, ao optar para a criagédo
com dieta natural, esta deve ser trocada periodicamente, para evitar que os
individuos figuem sem alimentag&o durante a fase larval.

Fotos: Marizete C. de S. Vieira
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Fotos: Marizete Cavalcante de Souza Vieira

Figura 6. Detalhes dos recipientes de plastico identificados contendo posturas de
Helicoverpa armigera (A, B) e larvas do terceiro instar, individualizadas em copos de
plasticos de 50 mL, contendo dieta artificial, mantidos em sala climatizada (C, D, E, F).
Dourados, MS.

Ao atingirem a fase de pupas, estas s&o higienizadas com solugcdo de
hipoclorito de sédio a 30%, por aproximadamente 3 minutos, e
posteriormente lavadas em agua destilada. As pupas retiradas da dieta
deverao ser sexadas conforme a descricdo de Queiroz-Santos et al. (2018),
colocadas sob uma camada de vermiculita, para controle de umidade e,
posteriormente, devem ser formados os casais para serem colocados nas
gaiolas, onde permanecerao até a emergéncia dos adultos (Figura 7).
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Figura 7. Detalhes da retirada das pupas de Helicoverpa armigera do recipiente
plastico com dieta artificial (A), posterior higienizacdo (B), sexagem (C) e as pupas
colocadas sob a vermiculita (D). Dourados, MS, 2018.

3) Condi¢6es do ambiente de criagdo em laboratoério

A criagdo devera ser mantida em ambiente com temperatura e umidade
controladas, sendo consideradas ideais para a espécie: temperatura em
torno de 22 °C a 25 °C, umidade de 70% * 10 e fotoperiodo de 12h. Esses
fatores tém influéncia relevante na criacdo de H. armigera, de tal forma
que, se forem inadequados, podem simplesmente inibir o seu
desenvolvimento (Mironidis, 2014).

Entre os meses de junho e setembro, os cuidados com as condi¢gbes do
ambiente merecem maior atengdo em razdo do tempo estar, normalmente,
seco e frio, em especial na regido de Dourados, MS. Nesse periodo, a
umidade relativa € muito baixa e pode ocasionar a desidratacdo dos ovos,
0 que requer a utilizacdo de umidificadores portateis nas salas de criagéo.
Além disso, temperaturas muito baixas podem ocasionar a diapausa nas
pupas e comprometer todo o ciclo biolégico do inseto; deve-se, nestes
casos, ajustar aquecedores de ambiente na sala de criagéo.

Outro fator importante para o sucesso na criagdo de H. armigera em
laboratorio, seja em dieta natural ou artificial, refere-se a escolha dos
recipientes utilizados durante a criagdo. Os equipamentos, utensilios ou
local onde s&o produzidas as dietas artificiais devem estar completamente
assépticos e serem higienizados periodicamente. Salas de criacdo e
ingredientes contaminados favorecem o desenvolvimento de fungos e
bactérias e comprometem toda a criagéo.
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