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Alternative anti-contaminants as substitute to the formaldehyde in artificial diet for the rearing of Helicoverpa armigera (Hiibner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidae)

Abstract. Helicoverpa armigera (HUbner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous species that has caused damage in several crops in
Brazil and worldwide. This work aimed to evaluate anti-contaminants and their respective concentration as follows: Acetylsalicylic acid (1g and
2g / diet), sorbic acid (1.85g and 3.7g / diet) and benzoic acid (1.85g and 3.7g / diet) as substitute to the formaldehyde in artificiais diets for the
rearing of H. armigera, also having the treatments with formaldehyde and control (no contaminants). Thereby, the effect of the anti-contaminants
in the diet over biological parameters of Helicoverpa armigera was evaluated. The highest concentrations of the tested products can replace
formaldehyde in diets, since they ensure efficiency in the control of microorganisms. However, among the different anticontaminates studied,

benzoic acid in the highest tested concentration (3.7g) was considered the most suitable for the rearing of H. armigera.

Keywords: Life table, biological characteristics, insect development.

Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae)
pertence a familia Noctuidae e subfamilia Heliothinae. Foi constatada,
oficialmente, no Brasil no ano de 2013 causando danos em diversos
cultivos de importancia econémica na regido do cerrado brasileiro
(Czepak et al. 2013). Os danos causados por essa praga reduzem a
produtividade de varias culturas de importancia econémica, devido
a sua alimentagdo, especialmente, nas estruturas reprodutivas das
plantas, podendo estar dispersa em praticamente todas as regides
agricolas do pais (Avila et al. 2013). Para a tomada de decisdo no
controle de H. armigera, informagGes sobre a bioecologia do inseto
podem servir de auxilio no seu manejo para manté-la abaixo do nivel de
dano econdémico (Razmjou & Naseri, 2014). A manutencgdo de criagdo
de inseto em laboratério é imprescindivel para o desenvolvimento
de estudos entomoldgicos, basicos e aplicados, essenciais para a
elaboragdo de estratégias efetivas de controle da praga, permitindo
maior rapidez nas pesquisas, devido ao suprimento continuo de insetos
para a realizagdo dos experimentos (Parra 2015). Para que isso seja
alcangado é necessario a criagdo de insetos através do fornecimento
de dietas artificiais, sendo essa pratica essencial para a maioria das
espécies de insetos.

Uma dieta nutricionalmente completa deve conter todos, ou pelo
menos a maioria, dos elementos necessarios ao desenvolvimento
dos insetos e deve ser adequadamente balanceada (Smith 1996).
As dietas semiliquidas, utilizadas para criacdo de insetos fitdfagos
mastigadores, sdo facilmente contaminadas por micro-organismos
e dessa forma, exigem medidas preventivas através do uso de
anticontaminantes (Parra 2015). Dentre os agentes quimicos mais
utilizados como anticontaminantes em dietas artificiais para a criagdo
de insetos destaca-se o uso de formaldeido (CH,O), amplamente
utilizado no preparo de dietas artificiais para as criagdes de diversas
espécies, tais como Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Hensley &
Hammond 1968), Chloridea virescens (Fabricius, 1977) (Moreti & Parra
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1983), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Kasten et al. 1978),
H. armigera (Silva et al. 2018), Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818
(Greene et al. 1976) e Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Avila et al.
2000).

Todavia, essa substancia apresenta alta toxicidade para o ser
humano, quando manipulada inadequadamente, podendo causar
irritagdo das vias respiratorias, sensibilidade imunoldgica imediata,
mutagénese e até mesmo carcinogénese (Nicron 2017), sendo o risco
do uso do formol maior, quanto utilizado em maiores concentragées
(ANVISA 2017). Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a
eficacia dos anticontaminantes acido acetilsalicilico, acido sérbico
e acido benzdico em substituicdo ao uso do formaldeido na dieta
artificial para a criagdo de H. armigera verificando os efeitos em alguns
parametros bioldgicos.

Adultos de H. armigera (20 machos e 30 fémeas), oriundos
da criagdo estoque do laboratério de Entomologia da Embrapa
Agropecuaria Oeste, foram mantidos em gaiola de tubo PVC (10 cm
de diametro por 22 cm de altura) fechadas na extremidade inferior
com placa gerbox revestida com papel filtro e na extremidade superior
fechada com tecido tipo “tule” servindo como substrato para oviposi¢do
de H. armigera, em condigdes controladas de temperatura a 25 + 1 9C,
umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 12 horas. Posturas foram
retiradas e, posteriormente, as lagartas recém eclodidas (24h), oriundas
dessas posturas, foram acondicionadas (grupos de 10 neonatas) em
tubos de ensaios contendo os diferentes tratamentos (n=8), dietas
artificiais baseadas de Greene et al. (1976) (Tab. 1).

Os recipientes (tubos de ensaios) contendo as lagartas foram
transferidos para camaras climatizadas com condi¢Ges controladas
(25 £ 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 horas).
O desenvolvimento das lagartas foi acompanhado diariamente,
registrando-se, a duracdo e viabilidade da fase larval, além da
ocorréncia de contaminagao das dietas no interior dos tubos de ensaio.
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Tabela 1. Componentes (g ou mL/dieta) das diferentes dietas utilizadas na avaliacdo do desenvolvimento de H. armigera contendo diferentes anticontaminantes

Dietas
Componentes

1 3 4 5 6 7 8
Feijdo branco (g) 112,5 112,5 112,5 112,5 112,5 112,5 112,5 112,5
Germe de trigo (g) 90,0 90,0 90,0 90,0 90,0 90,0 90,0 90,0
Proteina de soja (g) 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0
Caseina 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0
Levedura 56,3 56,3 56,3 56,3 56,3 56,3 56,3 56,3
Acido ascérbico (g) 5,4 5,4 5,4 5,4 5,4 5,4 5,4 5,4
Solugdo vitaminica' (mL) 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5
Metil-p-hidroxibenzoato (g) 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Tetraciclina 500mg (g) 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Agar (g) 34,5 34,5 34,5 34,5 34,5 34,5 34,5 34,5
Agua destilada (mL) 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800
Formaldeido (37%) (mL) - 4,5 - - - - - -
Acido acetilsalicilico 500mg (g) - 1,00 2,00 - - - -
Acido sérbico (g) - - 1,85 3,70 - -
Acido benzdico (g) - - - - - 1,85 3,70

'Carbonato de calcio: 21,000; Fosfato de calcio: 14,900; Sulfato de cobre X 5H20: 0,039; Fosfato férrico: 1,470; Sulfato de magnésio: 9,000; Sulfato manganoso: 0,020; Sulfato de potassio e aluminio: 0,009; Cloreto de
potassio: 12,000; lodeto de potassio: 0,005; Monofosfato de potassio: 31,000; Cloreto de sédio: 10,500; Fluoreto de sédio: 0,057. Niacinamida: 0,5g; Pantotenato de célcio: 0,5g; Riboflavina: 0,25g; Tiamina: 0,125g;
Piridoxina: 0,125g; Acido félico: 0,5g; Biotina: 0,02 mg; Vitamina B12 - Clanocobalina 1mg, Agua destilada QSP 500ml. Quantidade para 500mL de solugéo 1-Testemunha; 2-Formaldeido; 3-AAS 1,85g; 4- AAS 3,7g; 5-Acido

sorbico 1,85g; 6-Acido sorbico 3,7g, 7-Acido benzéico 1,85; 8-Acido benzdico 3,7g

A contaminagdo foi avaliada visualmente, a partir da contagem do
nimero de tubos contaminados. As pupas obtidas foram pesadas 24
horas apds sua formagdo, com auxilio de balanga analitica de precisdo,
e separadas por sexo. Permanecendo individualizadas em copos
transparentes descartaveis de polietileno (50 mL), para avaliagdo da
duragdo e viabilidade da fase de pupa. Apds a emergéncia dos adultos
de H. armigera, 20 casais foram individualizados em gaiolas de tubo
PVC igualmente descrita acima. A alimentagdo das mariposas foi
feita com mel (10% em solugdo com agua) fornecido através de rolo
dental de algoddo imerso na solugdo, o alimento foi diariamente
substituido. Foram avaliados diariamente o nimero de ovos, através da
substituicdo do tule das gaiolas e as duragdes do periodo de oviposi¢do
e longevidade.

Apds a segunda postura de H. armigera obtida, 50 ovos de cada
casal, foram separados e acondicionados em recipientes pldsticos tipo
gerbox, para avaliagdo da duragdo diariamente e viabilidade da fase de
ovo. Durante a fase reprodutiva foram determinados os periodos de
pré-oviposi¢do, oviposi¢do, pds-oviposicdo, e o niumero didrio e total
de ovos colocados pelas fémeas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
(DIC), constituido, por oito tratamentos (dietas) e 10 repeticGes,
sendo cada repeticdo representada por 10 lagartas de H. armigera
mantidas na dieta e, sequencialmente, 1 casal de adultos de H.
armigera representando a repeticdo. Os dados originais foram
submetidos ao teste de homocedasticidade e a anélise de varidncia.
Quando foi constatado efeito significativo de tratamento, as médias
foram comparadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
Para comparagdo da adequacdo das diferentes dietas na criagdo de H.
armigera, foi utilizado a tabela de vida e de fertilidade, considerando-se
as repeticoes das fases imaturas que atingiram a fase adulta baseando-
se em Silveira Neto et al. (1979). Os resultados obtidos na tabela de
vida foram também submetidos a andlise de varidncia e os parametros
comparados estatisticamente pelo teste de Skott-Knott (p< 0,05).

A porcentagem de contaminagdo nos tubos de dieta artificial
de criagdo de lagartas de H. armigera foi menor nos tratamentos
com formaldeido (4,5 mL) e para as maiores concentrages de acido
sérbico (3,7 g) e de acido benzdico (3,7 g), seguidos pelo tratamento
contendo a maior dose de Acido acetilsalicilico (2g) (Fig. 1). No entanto
nesse caso, ndo ocorre lavagem dos ovos, ou seja, a desinfecgdo com
sulfato de cobre como e comumente recomendado pela literatura
para metodologia de criagdo de D. saccharalis, o que, possivelmente,
contribuiu para a maior contaminagdo observada na dieta de
criagdo de H. armigera nos tratamentos onde haviam menor doses/

concentragdes dos produtos testados. Os anticontaminantes avaliados
neste estudo tém sido comumente referidos na literatura para uso em
dietas artificiais de criagdo de insetos (Parra & Zucchi 1997; Alverson &
Conhen 2002; Parra 2015).
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Figura 1. Contaminagdo de dieta artificial com diferentes anticontaminantes
para criagdo de H. armigera em laboratério. AAS: Acido acetilsalicilico

O periodo embrionario de H. armigera foi maior nos tratamentos
com acido sérbico em ambas as concentracGes estudadas, enquanto
nos demais tratamentos o periodo embrionario foi semelhante aquele
observado na testemunha (Tab. 2). Segundo Dunkel & Read (1991)
algumas familias da ordem Lepidoptera podem ser afetadas pelo acido
sorbico, constatando efeitos negativos, principalmente para a duragédo
do para a fase de ovo, semelhante aos resultados deste estudo.
A viabilidade da fase de ovo ndo foi influenciada pelos diferentes
tratamentos aplicados na dieta artificial (Tab. 2). Aviabilidade dessa fase
nao foi influenciada pelo uso de anticontamminantes. Em contrapartida
Sikorowski & Thompson (1984) ao estudar bactérias contaminantes
em dieta artificial para criacdo de C. virescens, observaram efeitos
prejudiciais dos anticontaminantes testados na eclosdo dos ovos.

A duragdo da fase larval foi semelhante entre os diferentes
tratamentos aplicados na dieta, enquanto que a viabilidade dessa
fase de desenvolvimento foi significativamente maior nos tratamentos
com as maiores concentragGes de acido sérbico e acido benzdico (Tab.
2), enquanto nos demais tratamentos a viabilidade da fase larval foi
menor, diferindo da testemunha, que foi o tratamento que mais
afetou a viabilidade de lagartas, evidenciando que a contaminagdo
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Tabela 2. Duragdo (dias) e viabilidade (%) das fases de ovo, lagarta e pupa de H. armigera em dieta artificial com diferentes anticontaminantes.

PSRN Duragdo (dias) Viabilidade (%)
Ovo Lagarta Pupa Ovo Lagarta Pupa

Testemunha 5,15+0,2 b’ 22,09+0,9 a 14,61+0,8 a 38,8a 38,0c 72,17 a
Formaldeido 5,30+0,2 b 21,09+0,4 a 16,61+0,8 a 32,0a 68,0 b 92,55 a
Acido acetilsalicilico (1g) 4,95+0,4 b 22,11+0,8 a 16,19+1,0 a 35,2 a 60,0 b 82,07 a
Acido acetilsalicilico (2g) 5,10+0,0 b 21,82+0,9 a 15,1340,6 a 38,3 a 61,0b 65,45 a
Acido sérbico (1,85g) 5,75+0,2 a 21,95+0,8 a 15,31+0,4 a 26,9 a 62,0b 80,07 a
Acido sérbico (3,7g) 5,55+0,2 a 20,23+0,2 a 16,33+0,2 a 52,1a 82,0a 81,41 a
Acido benzdico (1,85g) 5,15+0,2 b 22,46%1,5a 15,29+0,8 a 41,9a 59,0 b 84,30 a
Acido benzdico (3,7g) 5,00£0,0 b 20,43+0,5 a 16,74+0,4 a 44,1 a 74,0 a 88,04 a

"Médiast EP seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Skott-Knott (p<0,05).

da dieta pode prejudicar o desenvolvimento dos insetos. Segundo
Eduardo et al. (2018) a melhor sanidade de uma dieta pode ser um
fator de fagoestimulagdo, que proporciona uma maior qualidade e
ingestdo de alimento, promovendo a produgao de insetos com melhor
qualidade. Sikorowski & Thompson (1984) estudaram o efeito de
microorgaanismos contaminantes em dietas artificial para criagdo de
H. virescens e observaram uma diminuigdo significativa do acido urico
detectada no sangue desse inseto, indicando aumento da excregao de
4gua nas fezes. Verificou também um aumento significativo inexplicado
de colesterol no sangue das larvas quando contaminadas.

A duragdo e a viabilidade da fase de pupas nao foram afetadas
pelo uso dos anticontaminantes na dieta bem como ndo apresentaram
diferengas do tratamento testemunha (Tab. 2), evidenciando que os
anticontaminantes aplicados na dieta artificial ndao interferem no
desenvolvimento e na sobrevivéncia deste estagio de desenvolvimento
de H. armigera. Os pesos de pupas machos e de fémeas, ndo foram
influenciados pelos diferentes tratamentos aplicados na dieta artificial
(Tab. 3), bem como a longevidade de machos e de fémeas de adultos de
H. armigera que foram semelhantes em todos os tratamentos do ensaio
(Tab. 3). Com relagdo as caracteristicas bioldgicas avaliadas durantes a
fase reprodutiva de H. armigera, tais como periodo de pré-oviposigao,
de oviposicdo e de pds-oviposigdo, bem como a fecundidade diaria e
total de ovos colocados por fémea ndo foram influenciados pelo uso
dos anticontaminantes na dieta, sendo todos semelhantes quando
comparados ao tratamento testemunha (Tab. 4).

Ataxaliquida de reproducdo (Ro) de fémeas de H. armigera foi maior
para os insetos alimentados com dietas contendo formaldeido, seguido
pelos tratamentos com ambas as concentragdes de acido benzdico e
com a maior concentragdo de acido sérbico, os quais superaram todos
os demais tratamentos, em especial a testemunha que apresentou
a menor taxa liquida de reprodugdo (Tab. 5). Ja a taxa intrinseca de
crescimento (Rm) e a razdo finita de aumento (A) foram maiores no

tratamento com formaldeido e naquele com a maior concentragdo
de acido benzdico, enquanto o menor valor desses dois parametros
foi verificado na testemunha, que apresentou novamente o menor
valor, sendo significativamente inferior a todos os demais tratamentos
do ensaio (Tab. 5). O intervalo de tempo entre as geragdes (T) de H.
armigera foi inferior com acido benzdico em ambas as concentragdes
testadas, ndo diferindo daquele observado com a menor concentragdo
de 4cido sdrbico e com a testemunha, enquanto os demais tratamentos
apresentaram valores de T superiores (Tab. 5). Quanto o tempo gasto
para a populagdo de H. armigera duplicar em nimero (TD), verificou-
se que os menores valores foram observados nos tratamentos com
formaldeido, com dacido benzdico, nas duas concentragdes testadas e
com a menor de acido sérbico ao passo que o maior TD foi observado
no tratamento testemunha (Tab. 5).

O tratamento testemunha, talvez devido a baixa sobrevivéncia
observada durante a fase larval em decorréncia da contaminagdo, foi
aquele mais prejudicado nas caracteristicas da tabela de vida, seguido
por aqueles tratamentos com 4cido acetilsalicilico. Os tratamentos
contendo acido benzdico e sdrbico destacaram-se por apresentarem
maior crescimento dos individuos dentro desses respectivos grupos. As
maiores doses dos produtos testados podem substituir o formaldeido na
dieta por assegurarem maior eficacia no controle de microorganismos.
Todavia, dentre os diferentes anticontaminates estudados considera-se
o acido benzdico na maior concentragdo testada (3,7g) como o mais
adequado para criagdo de H. armigera.
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Tabela 3. Peso de pupas (macho e fémea) e longevidade de adultos (macho e fémea) oriundos de lagartas de H. armigera criadas em dieta artificial com diferentes

anticontaminantes.

- Peso de pupas (g) Longevidade (dias)
Macho Fémea Macho Fémea

Testemunha 0,397+0,03 &' 0,378+0,02 a 6,240,5 a 8,5+0,9 a
Formaldeido 0,416+0,01 a 0,399+0,01 a 9,7+2,4 a 9,7+0,2 a
Acido acetilsalicilico (1g) 0,403+0,01 a 0,367+0,03 a 9,0£1,3 a 8,8+1,3a
Acido acetilsalicilico (2g) 0,401+0,03 a 0,388+0,02 a 9,1+0,8 a 7,1+0,9 a
Acido sérbico (1,85g) 0,409+0,03 a 0,414+0,00 a 7,2+2,3a 9,2+t1,4a
Acido sérbico (3,7g) 0,420+0,02 a 0,404+0,01 a 6,0+1,9 a 7,9+2,5a
Acido benzdico (1,85g) 0,401+0,01 a 0,389+0,05 a 9,6%2,0 a 8,4+0,8 a
Acido benzdico (3,7g) 0,407+0,02 a 0,402+0,02 a 8,1+1,5a 9,1+2,43a

"Médiast EP seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Skott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 4. Duracgdo (dias) dos periodos de pré-oviposi¢do, oviposi¢do e pos-oviposigdo; e fecundidade diaria e total de H. armigera criadas em dieta artificial com

diferentes anticontaminantes.

Fecundidade

Anticontaminantes Pré-oviposi¢do Oviposicao Pés-oviposicdo
Didria Total

Testemunha 2,410,2 a 4,9+0,4 a 2,0+£1,0a 78,28+28,3 a 456,60+217,0 a
Formaldeido 2,1+0,3 a 5,7+0,8 a 1,7+0,3 a 113,51+9,8 a 603,80+85,9 a
Acido acetilsalicilico (1g) 2,3%0,5 a 4,4+0,6 a 2,4+0,5 a 60,67+19,6 a 220,10+87,8 a
Acido acetilsalicilico (2g) 3,4+0,4 a 3,9+0,3 a 1,3+0,6 a 122,10+64,2 a 456,70+137,0 a
Acido sérbico (1,85g) 2,6+0,3 a 5,8t1,4a 1,1+0,3 a 80,15+31,9 a 486,80+210,9a
Acido sérbico (3,7g) 3,1+0,2 a 4,1+0,5 a 1,9+0,3 a 78,18+29,0 a 349,30+131,6 a
Acido benzéico (1,85g) 2,610,7 a 4,8+0,5a 1,240,4 a 122,57+54,9 a 540,17+22,8 a
Acido benzdico (3,7g) 3,8+0,8 a 4,4+ 09 a 2,6%0,4 a 93,84+26,5 a 380,70+188,7 a

"Médiast EP seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Skott-Knott (p< 0,05)

Tabela 5. Taxa liquida de reprodugdo (Ro), capacidade inata de aumentar em nimero (Rm), razdo finita de aumento (A), tempo entre cada geragdo (T) e tempo de
duplicagdo da populagdo) (TD), de H. armigera quando criada em dieta artificial com diferentes anticontaminantes.

Anticontaminantes R, R A T TD

Testemunha 27,31e 0,087 e 1,090d 34,51b 7,56 a
Formaldeido 183,22 a 0,140 a 1,150 a 36,08 a 4,79 e
Acido acetilsalicilico (1g) 78,05 d 0,118d 1,280 ¢ 35,80 a 5,70 b
Acido acetilsalicilico (2g) 86,82 d 0,120d 1,290 ¢ 35,82 a 5,52c
Acido sérbico (1,85g) 126,26 ¢ 0,135b 1,440 b 34,30 b 493 e
Acido sérbico (3,7g) 137,77 b 0,131c 1,410 b 35,90 a 5,05d
Acido benzéico (1,85g) 145,62 b 0,136 b 1,450 b 35,19b 4,89e
Acido benzdico (3,7g) 145,06 b 0,139 a 1,490 a 34,86 b 4,85e
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