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Avaliação de diferentes parâmetros para potencializar 
a produção massal in vivo de baculovírus ChinNPV 
na lagarta falsa-medideira da soja (Chrysodeixis 
includens)
Márcio Martinello Sanches1

Cláudia Efigênia Pereira Silva2

Ana Lis Rangel dos Santos3

Norton Polo Benito4

William Sihler5

Marlinda Lobo de Souza6

Resumo – O Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV), gênero 
Alphabaculovirus, família Baculoviridae é patogênico a larvas de C. includens, 
conhecida como lagarta falsa-medideira, a qual é uma importante praga em 
soja e feijão.  O isolado ChinNPV-Buritis proveniente do cerrado brasileiro 
demonstrou potencial para controle biológico desta praga. No entanto, 
existem fatores limitantes para a produção em larga escala de ChinNPV, 
como o rompimento do tegumento da larva e restrições para a criação em 
massa da lagarta falsa-medideira devido à endogamia e, consequentemente, 
decaimento da colônia. Com o objetivo de aumentar a produção in vivo de 
ChinNPV, alguns parâmetros foram avaliados. No primeiro experimento, 
foram comparadas diferentes combinações de instares larvais (terceiro e 
quarto instares), temperatura de incubação das larvas (23°C, 26°C e 29°C) 
e concentrações virais para inoculação (5x106 e 5x107 poliedros -OBs/ml) na 
produção de OBs por larva e peso das larvas.  O experimento foi realizado 
com 30 larvas para cada tratamento, incluindo o controle sem vírus. As 
larvas foram mantidas individualmente em copos plásticos de 30 ml com 
dieta artificial. As avaliações foram efetuadas do 3° ao 7° dia pós inoculação 
(d.p.i.). Em um segundo experimento comparou-se a produção de OBs e 
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5	 Bióloga, mestrado em Biologia Molecular, analista Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
6	 Bióloga, doutora em Microbiologia, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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peso das larvas de terceiro instar incubadas individualmente ou em grupos de 
10 larvas em recipientes plásticos de 300ml, submetidos a duas temperaturas 
de incubação (23°C e 26°C).  Cada tratamento foi efetuado com 30 larvas 
inoculadas com 5 x106OBs/ml, incluindo o controle sem vírus. A avaliação do 
número de OBs por larvas e do peso larval foi realizada aos 6 d.p.i. Não foi 
observada diferença significativa na produção de OBs por larva (P>0,05) para 
o parâmetro de concentração de inóculo viral, bem como entre a incubação
de larvas individualmente ou em grupos no terceiro instar. Ao contrário,
verificou-se maior produção de OBs com larvas de quarto instar incubadas
a 23o ou 26°C. Diferenças no peso das larvas (P<0,05) foram observadas
para algumas interações de instares larvais, temperaturas e concentrações
do vírus. Deste modo, temperaturas de 23°C e 26°C para incubação das
larvas são recomendadas para produção in vivo de ChinNPV, evitando-se o
rompimento precoce do tegumento das larvas observado quando incubadas
na temperatura de 29°C. A incubação de larvas em grupos e a concentração
menor de vírus no inóculo são indicadas para potencializar a produção massal
in vivo de ChinNPV e reduzir os custos da produção.

Termos para indexação: baculovírus, produção in vivo, Chrysodeixis 
includens nucleopolyhedrovirus, controle biológico.

Evaluation of different parameters to enhance in vivo mass production 
of baculovirus ChinNPV in soybean looper (Chrysodeixis includens)

Abstract – The Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV), 
genus Alphabaculovirus, family Baculoviridae is pathogenic to C. includens 
larvae, known as soybean looper, which is an important soybean and bean 
pest. The ChinNPV-Buritis isolated from the Brazilian savanna has shown 
great potential for the biocontrol of this pest. However, there are limiting 
factors for the large-scale in vivo production of ChinNPV, such as disruption 
of larval integument and restraints on soybean looper mass rearing due to 
endogamy and, therefore, colony depletion. In this study, some parameters 
were tested in order to improve the in vivo production of ChinNPV. In the 
first assay, it was compared different combinations of larval instars (3rd and 
4th instars), larval incubation temperatures (23°C, 26°C and 29°C) and viral 
inoculum concentrations (5x106 e 5x107 occlusion bodies-OBs/ml) in the OBs 
production and larval weight. The experiment was performed with 30 larvae/
treatment including the control without virus. Larvae were kept individually in 
30ml plastic cups with artificial diet. The evaluations were performed at 3 to 7 
d.p.i. In the second assay it was compared the production of OBs and larval
weight for 3rd instar larvae kept individually or in groups of 10 individuals in
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300ml plastic containers, under two different incubation temperatures (23°C 
and 26°C). Each treatment was performed with 30 larvae inoculated with 
5x106 OBs/ml including the control without the virus. The evaluation of OBs 
production and larval weight occurred at 6 d.p.i. No significant differences in 
OBs production (p>0,05) were observed for inoculum concentration parameter, 
as well as among larvae kept in groups or individually. However, the greatest 
OBs production occurred in fourth instar larvae incubated at 23°C or 26°C. 
Differences in larval weight (p<0,05) were observed for some interactions of 
larval instars, temperatures and inoculum concentrations.  Thus, temperatures 
of 23°C and 26°C for larval incubation are recommended for in vivo production 
of ChinNPV to avoid the disruption of the larval integument observed when 
larvae were incubated at 29°C. The incubation of larvae in groups and lower 
concentration of virus as inoculum are indicated to potentialize the mass 
production and to reduce the production costs. 

Index terms: baculovirus, in vivo production, Chrysodeixis includens 
nucleopolyhedrovirus, biological control.

Introdução
Conhecida como lagarta-falsa-medideira, a Chrysodeixis includens 

(Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) pertence à subfamília Plusiinae e 
sua distribuição é restrita a Região Neotropical, desde o norte dos Estados 
Unidos até o sul da América do Sul. São consideradas como hospedeiras 
deste inseto 174 plantas, pertencentes a 39 famílias botânicas (Specht et 
al., 2015). Há registros de ataques em culturas de importância econômica, 
destacando-se soja, feijoeiro, algodoeiro, fumo, girassol e diversas hortaliças 
causando prejuízos consideráveis (Benassi et al., 2012; Specht et al., 2015). 
Em soja, os danos ocorrem devido ao consumo foliar, sendo que os relatos 
apontam consumo de 64 a 200cm2 de folha por lagarta dependendo do cultivar 
e da condição ambiental e fenológica (Moscardi et al., 2012). Na cultura do 
maracujá-azedo foram relatados surtos da praga causando até 80% de folhas 
danificadas (Benassi et al., 2012).   

Na cultura da soja, os mais importantes desfolhadores no Brasil são C. 
includens e Anticarsia gemmatalis (Hübner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae). 
No entanto, outras espécies como Helicoverpa armigera (Hübner, 1805) 
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(Lepidoptera: Noctuidae) e o complexo Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae) 
S. cosmioides (Walker, 1858), S. eridania (Cramer, 1782) e S. frugiperda (J.
E. Smith, 1797) têm sido também reportadas, embora com prevalência muito
menor e em áreas restritas (Conte et al., 2014). C. includens era considerada
uma praga secundária da soja, controlada por seus inimigos naturais, ou
seja, parasitoides e fungos entomopatogênicos. No entanto, a utilização
de áreas extensivas de cultivo em sucessão e o intenso uso de fungicidas
para controle da ferrugem-asiática ocasionaram o aumento na população da
lagarta nos últimos anos (Sosa-Gomez, 2017).

Diante desse cenário, houve aumento na demanda por produtos 
biológicos que possam ser incluídos no Manejo Integrado de Pragas (MIP) 
em cultivos de soja. Os biopesticidas a base de baculovírus são importantes 
agentes de controle de lepidópteros e específicos aos seus hospedeiros. No 
Brasil, vem sendo empregado com sucesso para controle de A. gemmatalis 
na cultura da soja desde o início da década de 80. Este foi considerado o 
maior programa de controle biológico do mundo com vírus, com aplicação 
de biopesticida viral atingindo 2.000.000 ha de área tratada/ano na safra 
2003/2004 (Moscardi et al., 2011).  Além desse, outros programas de 
biopesticidas virais têm sido desenvolvidos com sucesso para controle de 
pragas como S. frugiperda em milho (Valicente et al., 2010) e do mandarová 
da mandioca (Erinnyis ello) Linneaus, 1758 (Lepidoptera: Sphingidae) (Costa 
et al., 2005).  

Os vírus da família Baculoviridae fazem parte de um grupo diverso de 
vírus encontrados em insetos (King et al., 2012).  Possuem como principais 
características o envelopamento de seu capsídeo e um DNA circular, de dupla 
fita, contendo entre 80-200Kb. O nome baculovírus é derivado do formato em 
bastão de seu capsídeo (do latim baculum) que mede 40–50 nm de diâmetro 
e 200–400 nm de comprimento. Durante o ciclo de vida do vírus, alguns dos 
nucleocapsídeos são incluídos em massas proteicas dentro do núcleo celular 
do hospedeiro, formando os corpos de oclusão (OBs), também chamados de 
poliedros (O’ Reilly et al., 1992).

Baculovírus que infectam C. includens foram descritos ocorrendo 
naturalmente no Brasil (Alexandre et al., 2010; Souza et al., 2016; Craveiro et 
al., 2016). Esses isolados de baculovírus pertencem à espécie denominada 
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de Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV). Um isolado 
de ChinNPV coletado na região de Buritis-MG em 2014 vem se mostrando 
promissor para o desenvolvimento de um biopesticida contra a lagarta falsa-
medideira. Epizootias naturais em áreas de soja promoveram mortalidade em 
torno de 30% das larvas (Souza et al., 2016). O isolado foi caracterizado e 
apresentou satisfatória patogenicidade e potencial de produção em células in 
vitro (Sanches et al., 2019).  No entanto, devido a restrições ainda existentes 
em relação à produção de baculovírus em cultivo celular, tais como a perda 
da estabilidade genética e custo de produção (Reid et al., 2014), faz-se 
necessário a utilização do sistema in vivo, com inoculação massal de lagartas 
para multiplicação do vírus. 

Embora a produção comercial de baculovírus seja feita atualmente a 
partir da multiplicação do vírus no inseto hospedeiro, existem dificuldades para 
escalonamento nesse sistema (Moscardi et al., 2011). Comparado com outros 
sistemas de produção massal, como por exemplo do baculovírus Anticarsia 
utilizado para controle de A. gemmatalis, o ChinNPV apresenta limitações 
como de causar o rompimento do tegumento da larva e de apresentar menor 
patogenicidade, além de problemas na criação laboratorial em grande escala 
das larvas de C. includens (Sosa-Gómez, 2017).

Estudos sobre a produção de OBs de baculovírus específicos a 
outras espécies de lagartas como A. gemmatalis, Agrotis ipsilon, Chrysodeixis 
chalcites, H. armigera e S. frugiperda (Moscardi et al., 1997; Valicente et al., 
2010; Rios-Velasco et al., 2012; Ruiz et al., 2015; Arrizubieta et al., 2016; 
Bernal et al., 2017; Behle, 2018) têm mostrado a influência de parâmetros 
como a temperatura de incubação das larvas, concentração de inóculo viral, 
instar larval submetido à inoculação viral e o número de larvas agrupadas na 
quantidade final de poliedros obtidos. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de comparar estes parâmetros 
na produção de OBs para o isolado ChinNPV-Buritis para posterior utilização 
em sistema de produção massal do vírus em larvas de C. includens. 
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Material e Métodos

1. Insetos e vírus
Para todos os experimentos foram utilizadas larvas de C. includens

obtidas a partir de criação no Laboratório de Entomologia da Quarentena 
Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, conforme 
metodologia descrita por Sanches et al. (2019). O vírus utilizado foi o ChinNPV 
isolado Buritis (Código na Coleção de Vírus de Invertebrados BRM27775). 
Os poliedros (OBs) semi-purificados foram obtidos de acordo com Maruniak 

(1986). 

2. Produção de OBs: influência da temperatura, estágios
larvais, concentração viral  em  larvas  individualizadas  e  dia  de  
coleta  pós-inoculação

Visando encontrar os melhores parâmetros para a produção de OBs 
em larvas de C. includens, inicialmente foram comparadas três temperaturas 
de incubação de larvas (23°C, 26°C e 29°C) após a inoculação viral. Foram 
também testadas duas concentrações virais (5x106 OBs/ml e 5x107 OBs/
ml) para a inoculação e finalmente dois diferentes estágios larvais para
a inoculação (3° e 4° instares). Os efeitos do vírus nas lagartas foram
observados e comparados àqueles de lagartas não-inoculadas.

No total foram utilizadas 540 lagartas divididas em 12 tratamentos com 
baculovírus (2 concentrações de inóculo x 2 estágios larvais x 3 temperaturas) 
e seis tratamentos controle (2 estágios larvais x 3 temperaturas) com 30 
repetições cada. Cada repetição consistiu de uma lagarta individualizada por 
copo de 30 ml. 

As avaliações foram efetuadas dos 3 aos 7 dias após a inoculação 
(d.p.i.), para verificação dos melhores dias para coleta das larvas. Para a 
contagem de poliedros e aferição do peso, formaram-se grupos com 6 
indivíduos. O peso foi aferido através de balança analítica BioPrecisa 
FA2104N. Após isso, as larvas foram congeladas a -20° C e posteriormente 
efetuou-se a contagem de poliedros através de câmara de Neubauer em 
microscópio ótico (400x) com contraste de fase Olympus CK2.
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3. Produção de OBs: influência da temperatura em larvas
incubadas em grupos ou individualmente

Com base nos resultados do ensaio anterior, um segundo ensaio 

foi executado. Foram fixados alguns parâmetros (dose do inóculo e idade 

das larvas), bem como a data de coleta dos dados (d.p.i.), para verificação 

da influência da temperatura e do agrupamento de larvas na produção de 

poliedros. 

O ensaio foi realizado comparando a incubação de larvas de terceiro 

instar individualmente (uma larva por copo de 30 ml) ou em grupos de 10 larvas 

em recipientes plásticos de 300ml e duas temperaturas de incubação das 

larvas (23°C e 26°C). Cada tratamento foi efetuado com 30 larvas inoculadas 

com 5x106 OBs/ml e 30 larvas no controle sem vírus. No total foram utilizadas 

240 larvas divididas em 4 tratamentos com baculovírus (2 densidades de 

larvas x 2 temperaturas) e em 4 tratamentos controle (2 densidades de larvas 

x 2 temperaturas). A avaliação do número de OBs por larva e do peso das 

larvas foi realizada como descrito no ensaio anterior aos 6 d.p.i. 

4. Análise estatística
Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente

casualizado. No primeiro experimento, para analisar se houve diferença no 

peso por larva (variável resposta), foi utilizada uma ANOVA fatorial. Enquanto 

que, para a variável resposta contagem de OBs por larva, foi utilizado um 

modelo linear generalizado (GLM) com distribuição de erro Poisson corrigido 

para quasi-Poisson. Enquanto que para os dados obtidos no segundo 

experimento foi utilizado teste de ANOVA bidirecional para os valores de 

massa e contagem de OBs por larva. 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa R 

(R Development..., 2012). Inicialmente os dados foram submetidos ao Teste 
de normalidade dos resíduos Shapiro-Wilk e Teste de homocedasticidade de 
Levene. Foram utilizados os pacotes ‘car’ (Fox; Weisberg, 2019) e ‘mass’ 
(Venables; Ripley, 2002). Os dados foram submetidos a análises de regressão 



12 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento  362

para indicar interações entre os fatores usando modelo ‘stepwise’ para incluir 
apenas interações significativas (P<0,05). Os valores das médias foram 
separados estatisticamente através de teste Tukey HSD (P<0,05) através do 
pacote ‘multcomp’. 

Resultados e Discussão

1. Produção de OBs: influência do dia de coleta pós-inoculação
As respostas de produção de OBs/larva e de peso/larva variaram de

acordo com o dia de coleta pós-inolução (d.p.i.) (Tabelas 1 e 2). A produção 
de OBs no 5° d.p.i. foi 17,79 vezes maior do que no 3° d.p.i. (aRR 17,79; 
P=0,0003). Também foi maior no 6° d.p.i.  (aRR 42,97; P= 9,49e-6) e no 7° 
d.p.i. (aRR 12,94; P=0,001) em comparação ao 3° d.p.i.  A maior produção
de OBs nestes dias está correlacionada com o maior desenvolvimento das
larvas e, consequentemente, maior peso das larvas conforme verificado em
estudo preliminar com análise de regressão (dados não apresentados).

Um dos fatores críticos na produção de vírus que rompem o 
tegumento da larva é o tempo de coleta do material. O rompimento da 
larva pode acarretar perda na produtividade do vírus e contaminação com 
outros microrganismos. Ruiz et al. (2015) estabeleceram o sétimo dia após 
inoculação como o ideal para coleta de larvas de S. frugiperda visando à 
produção de Spodoptera frupigerda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) 
em razão da menor incidência de contaminantes e facilidade na coleta dos 
OBs, comparado à coleta em dias posteriores.
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Tabela 1. Modelos Lineares Generalizados completos para avaliar o efeito 
da temperatura, concentração de inóculo, instar larval e dia de coleta pós-
inoculação (d.p.i.) sobre a produção de poliedros (OBs) por larva. A distribuição 
de erro é de Quasi-Poisson. 

Tabela 2. Análise de Variância para avaliar o efeito da temperatura, 
concentração de inóculo, instar larval e dia de coleta pós-inoculação (d.p.i.) 
sobre o peso por larva ao nível de confiança de 95%..

Variável            Variável          g.l.        Deviance         Residual       Residual       p(>chi)
Resposta        Explicativa g.l. Deviance
OBs/larva Modelo nulo 59 1,1964e+10

Temperatura 2 895161347 57 1,1069e+10 0,06429

Instar 1 1074420650 56 9,9949e+09 0,01027

Concentração 1 4429413 55 9,9904e+09 0,86910

d.p.i. 4 6399004548 52 3,5959e+09 <0,01

Temperatura x 2 507008324 53 9,4834e+09 0,21652

Instar

Temperatura x 2 150139653 51 9,3333e+09 0,64663

Concentração

Instar x 1 114849991 50 9,2184e+09 0,40137

Concentração

Temperatura x 2 203950388 48 9,0145e+09 0,53511

Instar x

Concentração

Variável Variável SQ          g.l.            QM            Fcal          P_Valor
Resposta Explicativa
Peso por lava d.p.i. 0,088 3 0,029 16,666 1,12e-17

Instar 0,029 1 0,029 16,341 1,78e-4

Temperatura 0,062 2 0,031 17,692 1,45e-6

Concentração 0,010 2 0,005 2,756 7,3e-2

0,008 2 0,004 2,152 1,26e-1

0,021 2 0,011 6,064 4,33e-3

0,027 4 0,007 3,775 9,15e-3

Instar x temperatura 

Instar x concentraçao 

Temperatura x 

concentração

0,023 4 0,006 3,290 1,78e-2 Instar x temperatura

x concentração
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2. Produção de OBs: influência da temperatura, instar larval e
concentração do inóculo em larvas incubadas individualmente

Não houve diferença significativa entre as concentrações de inóculo 
(5x106 e 5x107 OBs/ml) (P>0,05) (Tabela 1, figura 1), apesar de haver uma 
tendência de maior produção com 5x107 OBs/ml. A idade da larva influenciou 
significativamente a produção de OBs (P<0,05) (Tabela 1), enquanto que se 
observou a influência dos parâmetros de temperatura, idade da larva e de 
suas interações com a concentração de inóculo para a variável resposta de 
peso das larvas (P<0,05) (Tabela 2). Portanto, a análise da produção de OBs 
e do peso das larvas foi realizada separadamente para cada um dos instares 
avaliados. Observou-se maior produção de OBs com larvas de 4° instar 
incubadas a 23°C em relação às larvas de 3°instar (aRR 0,36; P=0,0493) 
(figura 2).

Figura 1. Produção média de OBs/larva em relação à concentração do inóculo. Larvas 
de 3° e 4° instares de C. includens inoculadas com ChinNPV-Buritis. Barra de erros 
indica o erro padrão. Não foi observada diferença entre os tratamentos (P>0,05).
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Figura 2. Produção média de OBs/larva em relação à temperatura e instar larval. . 
Larvas de 3° e 4° instares de C. includens inoculadas com ChinNPV-Buritis. Barra 
de erros indica o erro padrão. Letras diferentes indicam diferenças significativas (P < 
0.05).

O peso das larvas foi significativamente maior em algumas interações 
de idade, temperatura e concentração de inóculo, notadamente no 4° instar 
(Tabela 2, figura 3). De forma geral, não se observou efeito significativo da 
infecção viral no peso das larvas, quando comparado ao controle negativo, 
sem infecção.  Para efeito de comparação, realizou-se o cálculo do valor 
médio de OBs/mg. Os valores obtidos ficaram entre 9,07x105 e 1,45x107 OBs/
mg. Valores similares foram obtidos para larvas de S. frugiperda infectadas 
com SfMNPV. O peso por larva foi de 0,033 e 0,154g, enquanto que a 
produção de OBs por larva foi de 1,06x108 e 1,09x109 para larvas de 3° e 4° 
instares respectivamente (Rios-Velasco et al., 2012). Em outro estudo com 
essas larvas, mas usando um isolado de SfMNPV diferente obteve-se valores 
próximos de peso das larvas e produtividade de OBs. Neste caso não houve 
diferença significativa entre concentrações de inóculo de 5x106 e 1x107 OBs/
ml (Ruiz et al., 2015). Em larvas de H. armigera infectadas com Helicoverpa 
armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV) os valores ficaram em torno de 2 
a 5x107 OBs/mg (Arrizubieta et al., 2016).
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Figura 3.  Peso médio (g) por larva de C. includens, de acordo com temperatura, 
concentração do inóculo viral e instar larval. Larvas de 3° e 4° instares de C. includens 
inoculadas com ChinNPV-Buritis e controle sem inoculação. Barra de erros indica 
o erro padrão. Colunas com letras diferentes indicam diferenças significativas (P <
0.05).

Foi possível observar uma menor tendência de mortalidade das 
larvas incubadas a 23°C quando comparadas à outras temperaturas (dados 
não apresentados). Da mesma forma, na temperatura de 26°C ocorreu 
menor mortalidade em relação às larvas incubadas a 29°C. Além disso, a 
29°C ocorreram formação de pupas em uma parte das larvas de 4°instar 
submetidas à inoculação de vírus. A temperatura de 29°C foi descartada para 
produção massal pela grande quantidade de larvas apresentando rompimento 
do tegumento e/ou formação de pupas.

Pode-se inferir pela observação do peso das larvas de 4°instar que 
houve uma redução da taxa de metabolismo energético das larvas incubadas 
a 23°C e possivelmente esse aumento de peso pode ter contribuído para a 
grande produção de OBs observada nesta interação. Foi demonstrado em 
estudo com H. armigera para produção do vírus HearNPV uma correlação 
positiva entre aumento de peso e maior produção de OBs (Arrizubieta et al., 
2016). Apesar de que no estudo mencionado os autores também tivessem 
usado larvas de 5° instar, não houve diferença significativa entre temperaturas 
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de incubação (23°C, 26°C e 30°C) e de instares para a produção de OBs.
Cabe ressaltar que embora não tenha ocorrido mortalidade das 

larvas incubadas a 23°C, elas apresentavam sintomas típicos da doença 
causada por baculovírus, especialmente a redução da movimentação e 
palidez na coloração do tegumento. Possivelmente, se houvesse incubação 
por períodos acima de 7 dias após a inoculação, as larvas haveriam morrido 
com o sintoma típico de rompimento do tegumento causado pelo ChinNPV 
como foi comprovado em outros experimentos de laboratório realizados pelo 
nosso grupo nesta temperatura (dados não apresentados).  

Um dos parâmetros que mais influenciam o custo de produção de 
baculovírus é a quantidade de vírus utilizada na inoculação. Desta forma, a 
concentração viral mais baixa de 5x106 OBs/ml foi considerada a ideal para 
a produção e padronizada para os ensaios subsequentes. Da mesma forma, 
em estudo com H. armigera infectadas com HearNPV, as doses menores de 
inóculo (5,5x106 OBs/ml) apresentaram peso de larvas e produção de OBs 
similares aos tratamentos com doses de inóculos maiores (Arrizubieta et al., 
2016). 

Outro fator que pode influenciar decisivamente nos custos de 
produção é a incubação das larvas em grupos. Este tipo de inoculação em 
grupos, diminui consideravelmente a mão-de-obra e espaço físico comparado 
ao que a individualização das larvas requer.

3. Influência da temperatura na produção de OBs em larvas 
individualizadas ou agrupadas

Similarmente ao experimento 1, verificou-se que a infecção viral 
não influenciou no peso das larvas quando comparado ao controle negativo 
(F=0,0001; df=1,56; P=0,9930). A incubação das larvas em grupos não teve 
efeito significativo no peso (F=0,96; df = 1, 56; P = 0,3308) e na produção de 
OBs das larvas (F=1,33; df = 1, 36; P = 0,2554), embora uma tendência de 
redução nos valores tenha sido observada quando comparada à incubação 
individual (Figura 4). Em relação ao parâmetro de temperatura de incubação 
não houve diferença na produção de OBs/larva entre 23°C e 26°C (F=1,41; 
df = 1,36; P = 0,2413). No entanto, o peso das larvas incubadas à 26°C foi 
significativamente maior (F=4,50; df = 1, 56; P = 0,0382).
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Figura 4. Peso médio (g) e produção média de OBs por larva incubadas em condições 
individualizadas ou em agrupamentos com 10 larvas. Larvas de 3° instar de C. 
includens inoculadas com ChinNPV-Buritis e controle sem inoculação. Barra de erros 
indica o erro padrão. Não foi observada diferença entre os tratamentos (P>0,05).

A ausência de comportamento canibal é uma vantagem para a 
criação de larvas em grupos. Em estudo com larvas de H. armigera, as 
quais apresentam comportamento canibal, verificou-se que a criação em 
grupos afetou negativamente a quantidade de OBs por larva (Arrizubieta et 
al., 2016). O mesmo comportamento canibal é observado em larvas de S. 
frugiperda, sendo necessária sua individualização ou multiplicação do vírus 
em hospedeiro alternativo, como por exemplo em S. eridania (Valicente et al., 
2010). 

Mesmo para larvas consideradas não-canibais como A. gemmatalis, 
a inoculação de vírus AgMNPV em maiores doses, assim como maior 
densidade de larvas (25 larvas comparado a 20 ou 15 larvas por copo de 
300ml) provocou um comportamento de canibalismo, embora isto não tenha 
afetado a produção total de OBs por copo (Moscardi et al., 1997). No trabalho 
mencionado também não houve diferença significativa entre a menor e maior 
dose de inóculo (1x106 e 1x107 OBs/ml), embora a utilização de larvas de A. 
gemmatalis com tamanho de 2cm resultou em produção significativamente 
maior por inseto (em torno de 2x109 OBs/larva). Em trabalho com grupos 
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com densidade de 30 larvas de A. ipsilon para a produção de Agrotis ipsilon 
multiple nucleopolyhedrovirus (AgipMNPV) foram obtidos valores médios de 
3,7x108 OBs/larva e 1,4x109 OBs/g (Behle, 2018). No trabalho mencionado 
avaliou-se também a patogenicidade do material produzido, e concluiu-se 
que o melhor custo/benefício ocorreu com larvas de 4° e 5° instares e com 
concentrações de inóculo entre 1x106 e 1x107 OBs/ml.

No nosso estudo não foi verificada a ocorrência de canibalismo 
nos grupos com densidade de 10 larvas de C. includens de terceiro instar. 
Estudos com larvas de uma espécie do mesmo gênero, Chrysodeixis chalcites 
visando à produção massal de Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 
(ChchNPV) mostraram a viabilidade de produção em grupos de até 200 
larvas de 4°, 5° ou 6° instar, embora a maior produção ocorreu em larvas de 
6° instar (Bernal et al., 2018).

As condições para produção de baculovírus visando seu uso como 
biopesticida buscam a obtenção de um maior número de partículas virais 
(OBs) por inseto, preservando suas características biológicas. Vários fatores 
podem afetar a produção de OBs. Para cada combinação de vírus-hospedeiro 
é necessário a otimização dos fatores para maximizar a produção in vivo. 
Para o isolado ChinNPV-Buritis os valores de produção e produtividade 
estão dentro da faixa normalmente alcançadas nos diferentes sistemas de 
produção de baculovirus in vivo. Luiz et al. (2018) trabalharam com outro 
isolado de ChinNPV para a produção massal em C. includens em faixas de 
temperatura (22°C, 25°C e 28°C) e concentrações de inóculo (4,3x106 e 107 
OBs/ml) próximos ao utilizado em nosso trabalho e também não observaram 
diferenças significativas na produção de OBs em relação à concentração de 
inóculo. No entanto, a produção foi significativamente maior a 25°C (produção 
média de 9,5x109 OBs/larva). No referido trabalho, porém eles utilizaram 
larvas com idade um pouco mais avançada (15 e 16 dias) em comparação ao 
nosso trabalho (idade média de 8 a 10 dias).  
	 Durante seu processo evolutivo, as populações naturais virais 
tendem a convergir para um equilíbrio entre genótipos que matam rapidamente 
a larva e genótipos que produzem mais OBs, consequentemente favorecendo 
a transmissão horizontal. Foi demonstrado em estudo com nove genótipos 
que compõem uma população natural de SfMNPV uma alta correlação 



20 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento  362

entre rápida velocidade de morte e menor produção de OBs, provavelmente 
devido ao menor tamanho das larvas que morrem rapidamente (Simon et 
al., 2008). Geralmente os isolados mais produtivos tendem a ser aqueles 
com menor virulência (Barrera et al., 2011; Cabodevilla et al., 2011; Murillo 
et al., 2006). No entanto, em trabalho comparativo entre diferentes isolados 
naturais de Spodoptera exigua multiple nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) não 
houve diferença significativa na produção de OBs entre os isolados, mesmo 
em alguns mais virulentos (Luna-Espino et al., 2018). A coexistência de 
genótipos distintos e misturas genotípicas com transmissibilidade semelhante 
foi sugerida em trabalho abrangendo a análise da variabilidade genotípica e 
fenotípica de isolados de SeMNPV, obtidos em solos de casa de vegetação 
(Murillo et al., 2006).

Outro fator que pode influenciar a produção de OBs é o armazenamento 
após a morte da larva. Em estudo com SfMNPV verificou-se um rendimento 
40% superior de OBs obtidos de larvas de S. frugiperda mantidas a 15°C, por 
9 dias após a morte, em relação às larvas mantidas a 5°C ou -20°C (Ramirez-
Arias et al., 2019). Estudos com ChinNPV e C. includens serão necessários 
para verificar as condições ideais post-mortem para a produção de OBs.  
Além disso, a presença de outros patógenos, incluindo a co-infecção com 
outros vírus como os iflavirus poderia acarretar problemas nas propriedades 
inseticidas dos OBs produzidos (Carballo et al., 2017), sendo imprescindível 
o controle de qualidade, com análise da pureza e bioensaios periódicos do 
material produzido.

Conclusão
	 A utilização de larvas de quarto instar e as temperaturas de 23°C e 
26°C para incubação de larvas C. includens são recomendadas para produção 
in vivo de ChinNPV.  A incubação de larvas em grupos e a concentração menor 
de vírus no inóculo (5x106 OBs/ml) são indicadas para reduzir os custos da 
produção. 
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