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TOXICIDADE E EFEITOS SUBLETAIS DE PRODUTOS QUIMICO, BIOLOGICO E
BOTANICO PARA Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) E
OTIMIZACAO NA TECNICA DE CRIACAO EM CONDICOES DE LABORATORIO

RESUMO - Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), a traca
das cruciferas, € um dos principais insetos-praga de cruciferas no mundo todo, cujos
danos podem comprometer gravemente a producdo dessas hortalicas. O método
mais empregado para o controle dessa traca ainda € a utilizacdo de produtos
quimicos, onde o0s inseticidas sintéticos sdo os mais aplicados, devido a facil
disponibilidade no mercado e rapido efeito sobre as lagartas. Porém, frequentes
aplicacOes de inseticidas para controle da praga, combinado com fatores biolégicos
de P. xylostella, podem contribuir com a selecéo de individuos resistentes. Uma das
alternativas ao controle quimico é a utilizacdo de bioinseticidas no controle de
lepidopteros-praga, como aqueles a base da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner. Outra opcao para programas de Manejo Integrado de Pragas
como ferramenta promissora no controle de pragas € a utilizacdo de substancias de
origem vegetal com propriedades inseticidas, principalmente na agricultura familiar e
em sistemas organicos de cultivo. Sdo produtos considerados de baixo impacto
ambiental, uma vez que séo rapidamente degradados sob a acao de luz, umidade,
chuva e outros fatores abiéticos. E de extrema importancia estudos relacionados a
métodos alternativos para o combate a esta praga que se ajustem ao seu manejo
integrado. Trabalhos que avaliem a eficiéncia dos inseticidas em ovos, uma das
fases de grande vulnerabilidade da praga, sdo importantes também para orientar a
rotacdo de produtos em programas de manejo. Visando fornecer informacdes ao
manejo desse lepiddptero-praga, foi utilizado o inseticida quimico ciantraniliprole
(Benevia®), o biolégico Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Dipel®) e o extrato
hexéanico de Piper cubeba Linnaeus, 1753 (Piperales: Piperaceae). Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi investigar qual o melhor substrato para manutencdo da
criacdo dessa espécie em laboratério, a acdo dos inseticidas em ovos e na
oviposicdo de P. xylostella, bem como o efeito agudo das concentracdes letais e 0s
efeitos subletais de inseticidas quimico, biolégico e extrato da planta P. cubeba,
além das toxicidades residuais, assim como avaliar a fitotoxicidade do extrato em
mudas de couve em casa de vegetacéo e folhas de couve destacadas das plantas
em laboratério. Com esse estudo foi possivel verificar que a concentracdo adequada
do extrato de P. cubeba que mata a praga em couve sem que haja fitotoxicidade em
folnas e mudas é de 1%. Ao avaliar os parametros biolégicos sob influéncia das
concentragdes subletais (CL2s e CLio), verificou-se que os inseticidas causaram
alteracdes no periodo larval e pupal, no peso de pupas e na fecundidade, além de
influenciar o crescimento populacional. Para a acdo dos inseticidas em ovos e na
oviposicéo, o presente estudo mostrou que o extrato de P. cubeba apresenta maior
acdo toxica em ovos e influencia negativamente na oviposi¢cdo de P. xylostella. Em
relagcdo aos substratos, disco de folha de couve e disco de folha de couve sobre
papel filtro umedecido com agua deionizada mostraram ser os melhores substratos
para oviposicéo de P. xylostella, sem perda na qualidade dos insetos. Diante dessas
guestdes, espera-se que os resultados obtidos nesta tese fornecam subsidios para



auxiliar a obtencédo de insetos de qualidade para pesquisas, além de implementar
alternativas visando ao controle da tragca-das-cruciferas.

Palavras-chave: traca-das-cruciferas, inseticidas, extratos vegetais, fitotoxicidade,
criagéo de insetos.
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TOXICITY AND SUBLETHAL EFFECTS OF CHEMICAL, BIOLOGICAL, AND
BOTANICAL PRODUCTS FOR Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) AND OPTIMIZATION IN THE REARING TECHNIQUE UNDER
LABORATORY CONDITIONS

ABSTRACT - Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae),
diamondback moth, is one of the main insect pest of crucifers worldwide, whose
damage can seriously compromise the production of these vegetables. The most
used method for its control is still the use of chemical products, in which synthetic
insecticides are the most applied, due to their easy availability in the market and
quick effect on larvae. However, the continuous insecticide applications for pest
control, combined with P. xylostella biological factors, can contribute to the selection
of resistant individuals. One of the alternatives to avoid or minimize chemical control
is the use of bioinsecticides to control lepidopteran pests, such as those based on the
entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis Berliner. Another suitable option for
Integrated Pest Management programs as a promising tool in pest control is the use
of substances of plant origin with insecticidal properties, mainly in family farming and
in organic farming systems. They are products considered to have a low
environmental impact, as they are quickly degraded under the action of light,
humidity, rain, and other abiotic factors. Therefore, studies related to alternative
methods to suppress this pest that fit the integrated pest management it is extremely
important. Studies that assess the efficiency of insecticides on eggs, one of the pest’'s
life stages with high vulnerability, are also fundamental to guide product rotation in
management programs. To provide information on the management of this
lepidopteran pest, the chemical insecticide cyantraniliprole (Benevia®), the biological
B. thuringiensis subsp. kurstaki (Dipel®) and the hexane extract of Piper cubeba
Linnaeus, 1753 (Piperales: Piperaceae). In this sense, we aimed to investigate a
suitable substrate to maintain the rearing of this species in the laboratory, the action
of insecticides on eggs and oviposition of P. xylostella, as well as the acute effect of
lethal concentrations and the sublethal effects of chemical and biological insecticides
and of P. cubeba plant extract. In addition to residual toxicity, as well as evaluating
the phytotoxicity of the extract on collard green seedlings in a greenhouse and
detached cabbage leaves kept in the laboratory. With this study, it was possible to
verify that the adequate concentration of the extract of P. cubeba, which kills the pest
in collard green without phytotoxicity in the leaves and seedlings of the plant, is 1%.
By evaluating the biological parameters under the influence of sublethal
concentrations (CL2s and CLio), it was found that insecticides caused changes in the
larval and pupal period, pupae weight, and fecundity, in addition to changes in
population growth. As for the action of insecticides on eggs and oviposition, the
present study showed that the extract of P. cubeba presents higher toxic action on
eggs and negatively influences the oviposition of P. xylostella. Regarding substrates,
collard green leaf discs and collard green leaf discs on filter paper moistened with
deionized water (control) showed to be the best substrates for P. xylostella
oviposition, without loss in insect quality. Given these issues, it is expected that the
results obtained in this thesis provide subsidies to help obtain quality insects for
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research, in addition to implementing alternatives aimed at controlling the
diamondback moth.

Keywords: diamondback moth, plant extracts, insecticides, plant extract,
phytotoxicity, insect rearing.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), é a praga mais destrutiva das brassicas em praticamente todas as areas
de cultivo do mundo, com as lagartas causando danos pela desfolha, levando a
perdas de rendimento que podem chegar a 100% (Marchioro e Foerster, 2011;
Santos et al., 2011), com o0s prejuizos causados associados ao consumo da area
foliar, deixando as mesmas com aspecto rendilhado (Vacari, 2009). Para se tentar
minimizar o problema, os horticultores lancam mé&o de medidas de controle que
apresentam certas dificuldades de eficacia devido ao répido ciclo de vida e a alta
variabilidade genética das populacdes da praga, o que invariavelmente promove o
uso indiscriminado de inseticidas quimicos, gerando gastos anuais estimados que
superam U$ 5 bilhdes (Zalucki et al., 2012; Li et al., 2016).

Dentre as chamadas “ferramentas” do Manejo Integrado de Pragas (MIP), os
inseticidas quimicos sintéticos ainda sdo os mais utilizados para o combate a traca-
das-cruciferas, nas diferentes regides do mundo onde ha o cultivo de brassicaceas,
existindo no mercado uma variedade de produtos registrados, sendo normalmente
assumido pelo produtor que esses produtos apresentam resultados rapidos e
praticos (Castelo Branco et al., 2003; Dias et al., 2004). Esses agrotdxicos,
normalmente pertencentes aos grupos dos organofosforados, carbamatos,
ciclodienos e piretroides (Mccaffery, 1998), com o uso intensivo passou a contaminar
0 ambiente por persistirem como residuos toxicos muito além do tempo e da
quantidade desejados (Ndumu, 1999; Valicente, 2015). Por outro lado, normalmente
sdo caros e em alguns casos ineficazes e perigosos se usados de forma intensiva e
incorreta. O emprego continuo desses agroguimicos ocasiona grande pressao de
selecdo para as pragas, induzindo a casos de resisténcia, situacao ja relatada em
diversos locais do mundo (Castelo Branco e Gatehouse, 1997; Cameron e Walker,
1998; Baker e Kovaliski, 1999).

No contexto do controle biolégico, a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner,

1915 (Bacillales: Bacillaceae) (Bt) tem sido o entomopatégeno mais empregado no



manejo de pragas (Bravo et al., 2011). E uma bactéria capaz de produzir cristais
contendo as toxinas Cry ou &-endotoxinas, responsaveis por grande parte da sua
atividade inseticida (Angus, 1956; Glare e O’Callaghan, 2000; Chattopadhyay e
Banerjee, 2018). Além das &-endotoxinas, também apresentam células vegetativas
(VIPs), importantes na viruléncia da bactéria (Bravo, 2007). Misturas de esporos e
cristais, na forma de bioinseticidas, tém sido utilizadas com sucesso no controle de
pragas agricolas, especialmente da ordem Lepidoptera, estando incluida neste
grupo a traca-das-cruciferas (Sanahuja et al., 2011; Arthurs e Dara, 2019;
Fernandez-Chapa et al., 2019).

Plutella xylostella foi o inseto pioneiro em demonstrar resisténcia a toxinas Cry
de B. thuringiensis, de modo especifico ao produto formulado Dipel®, que contém
mais de uma toxina (CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa), toxinas essas que
funcionam como diferentes principios ativos do produto (Tabashnik et al., 1990; Fu et
al., 2008).

Outra opc¢éo viavel e que pode contribuir para a diminuicdo do controle
quimico é a utilizacdo de compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas
e, mesmo que ndo estejam disponiveis para comercializacdo, podem indicar
caminhos para a sintese de novos inseticidas (Villa Lobos, 1996; Duke et al., 2000;
Medeiros et al., 2005). Durante o processo co-evolutivo, algumas espécies de
plantas desenvolveram defesas fisicas e quimicas com o objetivo de se protegerem
de uma grande variedade de insetos e fitopatdgenos, defesas realizadas por meio de
substancias quimicas produzidas pelas plantas, os chamados “metabdlitos
secundarios” (fendis, polifendis, terpenoides e alcaloides) (Kim et al., 2003). As
substancias com atividades inseticidas podem derivar de toda a planta ou partes
dela, podendo ser extraidas de diferentes formas, desde a simples maceracdo de
partes da planta em agua, a extracdo usando solventes organicos, bem como por
vérios tipos de destilacdo (Menezes, 2005). Seus efeitos sobre os insetos sdo o0s
mais variados, com a possiblidade de serem toxicas, repelentes, causarem
esterilidade, modificarem o comportamento e o desenvolvimento ou até mesmo
promoverem reducdo na ingestdao de alimento (Arnason et al., 1990; Bell et al.,
1990).



Desse modo, a comunidade cientifica vem buscando métodos alternativos
para a substituicdo dos agrotéxicos, ja que eles afetam de maneira bastante
negativa 0 meio ambiente e a salude humana pela exposi¢do direta e indireta a
esses compostos (Friedrich et al., 2018). Estudos comprovam que inseticidas a base
de compostos naturais extraidos de plantas podem apresentar eficacia similar ou
superior aos compostos quimicos, sendo possivel obter até 100% da mortalidade no
caso de P. xylostella (Thuler et al., 2007; Dequech et al., 2009). Porém, um dos
efeitos negativos que esses extratos podem proporcionar € a fitotoxicidade (Ismail et
al., 2012), sendo de suma importancia estudos com a finalidade de verificar a
viabilidade de aplicacdo destes produtos (Truzi, 2020).

O género Piper contém aproximadamente 2.000 espécies de plantas com
distribuicdo pantropical (Quijano-Abril et al., 2006), encontrando-se no Brasil cerca
de 290 espécies (Guimaraes et al., 2015), onde varias delas sao consideradas de
importancia econémica por serem utilizadas como especiarias, plantas ornamentais,
medicamentos tradicionais, alucinégenos e também como inseticidas (Almeda et al.,
2015; Han et al.,, 2016). Espécies desse género produzem grande variedade de
“‘metabolitos secundarios”, com cerca de 700 j4 isolados e, apesar da grande
variedade desses compostos produzidos por espécies da familia Piperaceae, sdo as
amidas que representam o maior percentual de compostos identificados com
atividade inseticida, sendo a piperina a primeira a ser isolada, e com potencial
inseticida, inclusive contra lepidopteros (Estrela et al., 2003; Batista-Pereira et al.,
2006).

Apesar das varias técnicas de controle disponiveis para serem incorporadas
ao MIP, o uso de inseticidas permanece como o método mais utilizado para o
controle de insetos-praga, com as doses letais representando informacdes
importantes para se avaliar a eficiéncia dos inseticidas, bem como o
desenvolvimento de populacdes de pragas resistentes aos inseticidas (Han et al.,
2012). Ja, as doses subletais normalmente sdo trabalhadas para se estimar os
efeitos colaterais desses produtos nos insetos (pragas, inimigos naturais e
polinizadores), como alteracdes fisiologicas e comportamentais, sendo a avaliagéo
desses efeitos importante para se compreender 0 que ocorre com 0S insetos

sobreviventes ap0s as aplicacdes dos inseticidas (Robertson e Worner, 1990;



Desneux et al., 2007). Na fase adulta o efeito subletal pode provocar alteracdo na
longevidade, reducdo na capacidade de oviposicdo e da massa corporea do inseto
(Liu et al., 2020).

Devido a preocupacdo crescente com 0s severos danos provocados por P.
xylostella, em cultivos de brassicas, medidas de controle focadas no MIP sé&o
indispensaveis e, nesse sentido, a criacdo e a multiplicacdo de insetos em
laboratério tém grande importancia para estudos dos aspectos bioldgicos da praga e
de seus métodos de controle. Nesse sentido, o estabelecimento de uma metodologia
eficiente e econbmica para a criacdo da praga em laboratério ainda € um dos
grandes desafios para pesquisadores. A producao massal de insetos em biofabricas
possibilita a realizacdo de pesquisas nas diferentes areas da Entomologia,
facilitando acdes em relacédo as diferentes medidas de controle, sendo fundamental
para isso obter-se éxito na adequacdo da metodologia de criacdo (Parra, 2009; De
Bortoli et al., 2018).

Dentro deste contexto, os objetivos do trabalho foram: (1) gerar informacdes
que favorecam a melhoria da eficiéncia da criacdo de P. xylostella em laboratorio,
avaliando-se alguns substratos para a oviposicdo, procurando-se também tornar o
processo menos dependente do hospedeiro natural e de menor custo; (2) avaliar o
efeito de ciantraniliprole (inseticida quimico), de Btk HD-1 (inseticida biologico) e do
extrato de P. cubeba em ovos e na oviposicdo de P. xylostella, em condi¢cbes de
laboratério; (3) determinar o nivel de fitotoxicidade do extrato de P. cubeba para
couve; e (4) determinar as CLs 10 e 25 de modo a permitir estudos sobre os efeitos

subletais desses produtos.

2. Revisao de literatura

2.1. Brassicaceae: aspectos gerais

A familia Brassicaceae (Cruciferae) apresenta elevada importancia

econdmica, com cerca de 340 géneros distribuidos em todo o mundo. Pelo padrao

de distribuicdo das espécies, estudos sugerem que seu centro de origem seja no



Mediterraneo oriental e regides adjacentes, o mesmo local onde ha a maior
concentracdo de espécies (Oziidogru et al., 2015)

As brassicds apresentam grande diversidade de espécies, sendo as mais
comumente cultivadas couve, brécolis, couve-flor, repolho (Brassica oleracea L.),
rabanete (Raphanus sativus L.) e mostarda (Sinapis alba L.), como também algumas
espécies de couve e repolho ornamentais (Al-Shehbaz, 2012; Nikolov et al., 2019;
Samec e Salopek-Sondi, 2019).

No Brasil, o repolho se destaca por ser uma das hortalicas mais produzidas e
consumidas, com seu cultivo abrangendo todo territério nacional, com maior escala
nas regides Sudeste e Sul, sendo que no Estado de S&o Paulo a producéo de 2020
foi superior a 8.500 toneladas (IEA, 2021).

A qualidade e o rendimento das colheitas das brassicaceas podem ser
afetados por insetos-praga que causam injarias e danos nos diferentes estagios de
desenvolvimento das plantas, desde a fase de muda até a colheita. Dentre as varias
pragas que atacam essa cultura, a traga-das-cruciferas, P. xylostella, &€ considerada
praga-chave praticamente em todo o mundo (Talekar e Shelton, 1993; Furlong et al.,
2013).

2.2. Plutella xylostella

2.2.1. Ocorréncia e distribuicao

A traca-das-cruciferas tem como centro de origem a regidao do Mediterraneo,
atualmente com presenca em praticamente todos os locais onde ocorre seus
hospedeiros, sendo considerada uma espécie cosmopolita (Frost, 1949; Talekar e
Shelton, 1993; Cheng et al., 2008).

Em regides de clima com temperaturas mais elevadas, as geracdes dessa
praga sdo continuas, enquanto nas regides com temperaturas mais baixas sua
ocorréncia € sazonal (Zalucki e Furlong, 2011; Castelo Branco e Franca, 2015).
Além disso, também é necessario se considerar o alcance de sua migracao devido a
capacidade migratoria dos adultos, que podem se deslocar a grandes distancias,

enguanto nos estagios imaturos pode ser dispersado em material vegetal, também



infestando outras regides (Chapman et al., 2002; Furlong et al., 2013; Capinera,
2015).

2.2.2. Aspectos morfoldgicos e bioldgicos

Plutella xylostella apresenta ciclo de desenvolvimento relativamente curto e
“‘populagdes” com alta variabilidade genética, particularmente em relagdo a
resisténcia a produtos quimicos e biologicos utilizados no seu combate, 0 que
acarreta grande dificuldade de controle (Budhi et al., 2017).

O ciclo de vida desse inseto varia de acordo com as varidveis climaticas,
especialmente temperatura, umidade relativa (UR) e intensidade da precipitacdo
pluviométrica, que podem favorecer ou prejudicar seu desenvolvimento bioldgico
(Harcourt, 1983; Guo e Qin, 2011; Farias et al., 2020), o que, segundo Otuka et al.
(2011), podem prolongar o seu ciclo de vida em até 50 dias, particularmente quando
as larvas sdo expostas a temperaturas mais baixas. Nas regides com médias de
temperatura mais elevadas pode-se ter até 30 geracbes do inseto por ano
(Marchioro e Foerster, 2011; Li et al., 2016; Ngowi et al., 2017).

Os seus ovos sdo pequenos, ovais, com menos de um milimetro em seu
maior diametro, e com coloracdo amarelo brilhante, tornando-se marrom pouco
antes da eclosdo das larvas (Medeiros et al.,, 2003). As lagartas recém-eclodidas
apresentam habito minador, alimentam-se do parénquima entre as duas laminas
foliares. Do segundo instar até ao final do desenvolvimento larval, as lagartas vivem
expostas alimentando-se da epiderme das folhas (Imenes et al., 2002), tendo elas
coloracdo que varia de acordo com o substrato alimentar, sendo normalmente verde
palido no inicio de desenvolvimento, passando a verde mais escuro em idades mais
avancadas. No primeiro e no segundo instares a cabeca das lagartas € de coloracao
preta, sendo nos demais marrom esverdeado. O periodo larval médio é de 10 dias
(Medeiros et al., 2003), variando com as condi¢cbes climaticas e com o substrato
alimentar (De Bortoli et al., 2011; Otuka et al., 2011; De Bortoli et al., 2014; Ramalho,
2018).

A mariposa é de porte pequeno (~9mm) e de coloracdo parda, com as asas

formando ligeira curvatura quando em repouso e apresentando em sua face dorsal



uma mancha alongada de coloracdo prateada e em forma de diamante (Hardy,
1938; Justus e Mitchell, 1999), o que lhe deu o nome popular na lingua inglesa de
“‘diamondback moth”. A oviposicdo € feita preferencialmente na parte abaxial das
folhas, com ovos isolados ou em grupos de trés a cinco, em um total médio de
aproximadamente 350 ovos por fémea (Talekar e Shelton, 1993; Silva e Furlong,
2012; Farias et al., 2020).

2.2.3. Importancia econGmica e controle

A traca-das-cruciferas é a praga mais destrutiva das brassicas em todo o
mundo (Furlong et al., 2013), com as larvas causando danos pela desfolha imposta
as plantas, levando a perdas de rendimento da ordem de 25% em couve-flor
(Subramanian et al., 2010) e de 91% em repolho (Ayalew, 2006). Além disso,
produtos perfurados ou com a presenca de larvas normalmente tém sua qualidade
muito prejudicada, o que muitas vezes é causa de rejeicdo pelo mercado consumidor
(Vail et al., 1989; Capinera, 2015).

Como j& mencionado, o controle da traca-das-cruciferas apresenta
dificuldades devido ao rapido ciclo de vida e a alta variabilidade genética das
populacdes, o0 que invariavelmente promove o uso indiscriminado de inseticidas
guimicos, gerando gasto anual estimado em cerca de US $ 4-5 bilhdes (Furlong et
al., 2013). Muitos estudos indicam taticas alternativas ao controle quimico para o
combate a P. xylostella, sendo elas o uso de variedades resistentes (Boica Junior et
al., 2011), feroménio sexual (Michereff et al., 2000), culturas armadilhas (Charleston
e Kfir, 2000), plantas inseticidas (Torres et al., 2001), uso de extratos naturais de
plantas (Neves e Nogueira, 1996), bem como o controle biolégico, com o emprego
de predadores, parasitoides e microrganismos entomopatogénicos (Dias et al.,
2004).

Além do alto custo monetario com as tentativas de controle, as exposicdes
prolongadas a inseticidas e mal supervisionadas resultaram na selecéo de individuos
resistentes de P. xylostella a um grande namero dos ingredientes ativos empregados
(Zago et al., 2010), bem como a certos bioinseticidas, particularmente a alguns que
tém como base B. thuringiensis (De Bortoli, 2018; APRD, 2021).



Apesar dos danos da praga estimularem o emprego de agrotoxicos, 0 USO
intensivo dessas substancias causa graves prejuizos, como o0 desequilibrio
ecolégico, a presenca de residuos nos alimentos, destruicdo dos inimigos naturais,
problemas toxicolégicos e, principalmente, a resisténcia de insetos aos produtos
quimicos (De Bortoli et al., 2013). Assim, a resisténcia a produtos quimicos e a
alguns agentes de controle biologico tem resultado na busca por novas medidas de
controle e, como alternativa, tém-se os inseticidas botanicos (extratos de plantas).
Esses extratos também se apresentam como boas opc¢des para o desenvolvimento
de novos inseticidas, uma vez que normalmente sdo biodegradaveis e manifestam
baixa toxicidade aos animais nao alvo. Desse modo, pesquisas com substancias de
origem boténica sdo extremamente importantes para a formulacdo de novos
produtos ecologicamente mais seguros para o manejo de insetos-praga (Kim et al.,
2003; Krinski et al., 2014).

2.3. Consideracdes gerais sobre inseticidas botanicos

Algumas espécies de plantas desenvolveram defesas fisicas e quimicas
contra uma grande variedade de insetos herbivoros. As substancias quimicas
produzidas pelas plantas, os chamados “metabdlitos secundarios” (fendis, polifendis,
terpenoides e alcaloides), podem ser extraidas de diferentes formas, desde a
simples maceracdao da planta em agua e a extracdo usando solventes organicos,
bem como por varios tipos de destilacdo (Dubey, 2011). O uso desses compostos do
metabolismo secundario, que séo sintetizados como parte da autodefesa natural das
plantas contra patdgenos e pragas, fazem delas alternativas promissoras e fontes
praticamente inesgotaveis de produtos inseticidas (Miresmailli e Isman, 2014).

O controle de insetos por meio de produtos naturais extraidos de plantas é
realizado ha mais de 3.000 anos, com 0s primeiros casos registrados de inseticidas
botanicos relacionados a 6leos repelentes (Dubey, 2011). Posteriormente, algumas
plantas passaram a ser utilizadas contra insetos-praga na agricultura, sendo que o
primeiro inseticida botanico efetivamente empregado contra insetos fitéfagos foi
produzido no século 17, utilizando-se a nicotina como principio ativo existente em
folhas de tabaco (Pavela, 2016).



Os inseticidas botanicos podem ser divididos em dois grandes grupos, de
acordo com o local de producéo e finalidade (comercial ou n&o). No primeiro grupo
colocam-se os produtos que sdo produzidos na propriedade agricola, sendo
denominados “on farm products”, de manufatura artesanal e de acordo com receitas
tradicionais familiares, normalmente passadas de geracao para geracdo, nao tendo,
portanto, finalidade comercial. No segundo grupo sédo incluidos os produtos que
apresentam finalidade comercial, sendo eles normalmente produzidos por pequenas
companhias, muitas vezes de importancia regional. Pode-se dizer que numerosos
produtos atualmente estdo no mercado, sendo eles, porém, baseados em um
pequeno numero de espécies vegetais, como por exemplo Azadirachta indica Juss.
(Meliaceae) e Chrysanthemum cinerariifolium (Trevir.) Vis. (Asteraceae) (Pavela,
2016).

No mercado mundial, como principal inseticida botanico, tem-se o 6leo de
“‘Neem” que tem como base as sementes de A. indica. Além dessa espécie, as
plantas mais promissoras para serem utilizadas como fontes de inseticidas botanicos
pertencem as familias Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Lamiaceae, Canellaceae
(Jacobson, 1989; Pavela, 2016), destacando-se também Piperaceae (Parmar et
al.,1997; Lucena, 2015).

Os produtos a base de extratos vegetais podem ter acao inseticida aguda ou
cronica e, além disso, nas misturas pode-se observar acao sinérgica,
particularmente pelo fato das substancias isoladamente exibirem diferentes
mecanismos de acao, fato que normalmente concorre para o ndo desenvolvimento
de populacdes de pragas resistentes (Shapiro et al., 1994; Isman, 2006; Miresmailli e
Isman, 2014).

Um dos aspectos positivos do uso de inseticidas botanicos é a seguranca
ambiental, uma vez que podem ser degradados facil e rapidamente por meio de
mecanismos naturais, como a fotodegradacgéo e a volatilizagdo (Fernandez-Perez et
al., 2014; Krinski et al., 2014; Flores-Cespedes et al., 2015; Pavela, 2016). Porém, a
utilizacdo de produtos a base de extratos botanicos podem provocar efeitos
negativos como a fitotoxicidade (Ismail et al.,, 2012), sendo, assim, € de extrema
importancia pesquisas com a finalidade de observar os resultados da aplicacdo

destes extratos (Truzi, 2020).
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2.3.1. A familia Piperaceae

Espécies da familia Piperaceae sdo encontradas nos tropicos de ambos o0s
hemisférios, porém apresentam grande concentracdo na Ameérica Latina e na
Malésia. Embora a familia ndo tenha tantas espécies como outras, ainda assim pode
ser considerada grande, uma vez que conta com cinco géneros e cerca de 3000
espécies descritas (Yuncker, 1958; Tebbs,1993).

Normalmente o porte das Piperaceae varia de arvores ou arbustos a
trepadeiras e ervas terrestres, apresentando em sua composi¢cao volateis e células
oleosas. As folhas sdo extremamente polimérficas, variando em tamanho, disposicao
e forma (Tebbs, 1989 e 1990).

As células foliares de Piperaceae apresentam O6leos essenciais, 0s quais
contém monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanos em proporgées mais ou
menos semelhantes, e com esses compostos fazendo parte da composicdo de
diversos medicamentos e de especiarias de qualidade alimentar, as quais foram
utilizadas por diversas civilizacdes passadas, continuando em uso nos dias atuais
(Tripathi et al., 1996; Parmar et al., 1997).

2.3.2. O género Piper

O género Piper contém aproximadamente 1.000 espécies, sendo varias delas
consideradas de importancia econdémica por serem utilizadas como especiarias,
medicamentos tradicionais e como inseticidas (Simpson e Ogorzaly, 1995;
Chaveerach et al., 2006; Dos Santos et al., 2017).

A pimenta preta, Piper nigrum L. (Piperales: Piperaceae), € uma das espécies
mais famosas por ser condimento muito apreciado, sendo utilizada como tempero
praticamente no mundo todo ha muitos séculos, representando uma cultura
comercial importante para varios paises, entre eles o Brasil (Simpson e Ogorzaly,
1995; Chaveerach et al.,, 2006). Em relacdo a parte medicinal, Piper guineense
Schum e Thonn é popularmente utilizada na Africa como antitussigeno, sendo suas
sementes também empregadas no tratamento de colicas estomacais (lwu, 1993;
Scott et al., 2007).
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No género Piper ja foi encontrado uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, com cerca de 700 ja isolados (Dyer e Palmer, 2004) e, apesar da
grande variedade de compostos secundarios produzidos por espécies de
Piperaceae, sao as amidas que apresentam o maior porcentual de compostos
identificados com atividade inseticida (Parmar et al., 1997; Reigada, 2009).

Algumas dessas amidas apresentam atividade inseticida ja relatada contra
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae), Alabama argillacea
(HUubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) e Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), além de outros lepidépteros (Miranda et al., 2002,
Navickiene et al., 2007; Truzi, 2020). A primeira amida de Piperaceae a ser isolada,
a piperina, apresenta alto potencial inseticida, porém, outras amidas também ja
isoladas apresentam essa caracteristica contra lepidopteros, com relatos de elevada
toxicidade da piperina para P. xylostella (Park et al., 2002; Park, 2012).

A grande variedade de compostos secundarios presentes nas espécies do
género Piper despertou grande interesse quanto as suas bioatividades,
particularmente em relacdo ao potencial repelente e inseticida, incluindo toxicidade
por contato, sinergismo com outros compostos e acdo anti-alimentar, tanto a insetos,
como para nematoides e alguns fungos (Lee et al., 2001; Scott et al., 2007,
Chaubey, 2011).

Os primeiros registros de atividade inseticida de 6leos essenciais do género
Piper foram para o gorgulho Callosobruchus chinensis (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Bruchidae) (Miyakado et al., 1979 e 1980), havendo também estudos sobre a acéo
inseticida em hemipteros e lepiddpteros de importancia agricola, entre eles P.
xylostella, Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae), S.
frugiperda e A. gemmatalis (Agra et al., 2007; Navickiene et al., 2007; De Castro et
al., 2008; Kraikrathok et al., 2013; Dos Santos et al., 2017; Truzi, 2020), além de
outros lepidopteros (Miranda et al., 2002; Navickiene et al., 2007; Truzi, 2020). A
primeira amida de Piperaceae a ser isolada, a piperina, apresenta alto potencial
inseticida, porém, outras amidas também ja isoladas apresentam essa caracteristica
contra lepidépteros, com relatos de elevada toxicidade para P. xylostella (Park et al.,
2002; Park, 2012).
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2.3.3. A espécie Piper cubeba

A pimenta cubeba, Piper cubeba L., € uma trepadeira comumente cultivada
para producao dos frutos e de 6leo essencial. Os frutos sdo colhidos quando ja estédo
totalmente desenvolvidos, porém ainda verdes, sendo normalmente secos ao sol até
ficarem pretos e enrugados (Pradeep, 2021).

E uma planta nativa da Indonésia, sendo amplamente distribuida em regides
tropicais da Asia, Africa Central e Ocidental, América do Sul e Central e ilhas do
Oceano Pacifico (Parmar et al., 1997). Essa espécie caracteriza-se pela presenca de
metabdlitos secundarios como taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides e
compostos fendlicos, o que a destaca para area farmacéutica, por ter acao
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antibacteriana (Pradeep, 2021). Diante das
espécies pertencentes a esse género, P. cubeba tem sido avaliada devido suas
propriedades biologicas, particularmente de suas lignanas com atividades
tripanocida, esquistossomicida, anti-inflamatéria e citotoxicidade contra linhagens de
cancer (Pissurno e Laurentiz, 2017; Lima e Laurentiz, 2018).

Porém, na literatura existem poucos relatos sobre o efeito inseticida de
compostos retirados dessa espécie, seja na forma de metabdlitos secundarios
isolados ou de extratos (Harmatha e Nawrot, 2002; Murthy e Rani, 2009). Pesquisas
realizadas com pragas de grdos-armazenados, elaboradas por Harmatha e Nawrot
(2002), indicaram a atividade inseticida dos metabdlitos de P. cubeba. Esses autores
estudaram a acédo anti-alimentar das lignanas yateina, hinoquinina e cubebina em
Sitophilus granarius (Linnaeus, 1875) (Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium
confusum Jacquelin du Val, 1863 (Coleoptera: Tenebrionidae), constatando alto

potencial anti-alimentar dessas lignanas.

2.4. Controle biolégico com Bacillus thuringiensis

A introducdo de inseticidas quimicos ocorreu no final da década de 1940, com
0 uso excessivo desses produtos tendo como justificativa a acdo rapida e a facil
aplicagcéo. Porém, isso causou muitos efeitos indesejaveis, como a contaminagéo do

meio ambiente e a intoxicagdo do homem e de outros animais. Os problemas
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causados pelo uso excessivo de inseticidas quimicos resultaram na busca por novas
moléculas inseticidas menos perigosas e mais seletivas, além da implementacdo do
Manejo Integrado de Pragas (MIP), com a adocdo de programas de controle
biolégico como novas taticas de combate as pragas agricolas (Furlong et al., 2008;
Grzywacz et al., 2010).

No contexto do controle bioldgico, a bactéria B. thuringiensis (Bt) tem sido o
entomopatdégeno mais utilizado para o combate de pragas agricolas, especialmente
pelo seu alto potencial inseticida e especificidade aos organismos alvos (Lacey et al.,
2015; Fiuza et al.,, 2017). O Bt € uma bactéria em forma de bastonete, Gram-
positiva, esporulante e que sintetiza grandes quantidades de proteinas cristalinas
parasporais (cristais) durante a esporulagéo, sendo as d-endotoxinas (toxinas Cry e
Cyt) as mais importantes para o controle de espécies de Coleoptera, Diptera,
Hemiptera e Lepidoptera (Praca et al., 2007; Rabinovitch et al., 2017). Além das &-
endotoxinas, também apresentam células vegetativas (VIPS), importantes na
viruléncia da bactéria (Zhang et al., 1995; Guo et al., 2008; De Bortoli e Jurat-
Fuentes, 2019).

A acédo inseticida de Bt ocorre a partir da ingestdo das toxinas que sao
dissolvidas no ambiente alcalino do intestino, com a solubilizacdo das protoxinas. As
proteinas toxicas se ligam a receptores no revestimento intestinal, causando lise de
células epiteliais, 0 que ocasiona a paralizacdo da alimentacdo do inseto e, na
sequéncia, a morte do mesmo por septicemia (Bravo et al., 2007; Adang et al., 2014;
De Bortoli e Jurat-Fuentes, 2019) (Figura 1).

Figura 1. Esquema do modo de agao das toxinas Cry de Bacillus thuringiensis, de
acordo com Peralta e Palma (2017). 1) Ingestao do cristal, solubilizacéo e liberacao
da protoxina no intestino; 2) Ativacédo da protoxina a partir da proteolise; 3) Liberacéo
da toxina ativada no intestino; 4) Ligacao da toxina nos receptores das células; e 5)
Formacao do poro, desequilibrio osmotico e lise celular. Imagem de Nunes (2020).
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Apesar do Bt ser uma alternativa aos inseticidas quimicos, varias espécies de
lepidopteros-praga ja selecionaram populacfes resistentes as suas toxinas. O
primeiro relato de resisténcia ao Bt foi na década de 80 e desde entdo varios
estudos tém reportado outras ocorréncias (McGaughey, 1985; Ferré e van Rie,
2002). Diferentes trabalhos discutem o0s possiveis mecanismos de resisténcia
apresentados pelos organismos alvos, com Ferré e van Rie (2002) relatando trés
possiveis causas: (i) processamento proteolitico da protoxinas; (ii) reparo mais
rapido das células do intestino; e (iii) modificagéo do sitio de ligagdo da proteina Cry.
Dentre essas opcoes, a (iii) parece ser a mais aceita.

As proteinas toxicas de B. thuringiensis sdo utilizadas em plantas
geneticamente modificadas ou em produtos formulados, sendo estes aplicados
normalmente via pulverizagdo (Sanahuja et al., 2011). Nas formulagbes sao
utilizadas misturas de toxinas Cry, geralmente de duas subespécies, B. thuringiensis
var. kurstaki e B. thuringiensis var. aizawai (Paul et al., 2017; Raymond e Federici,
2017).

O mercado global de bioinseticidas estd em continua expanséo, estimando-se
estar proximo de US $ 7,7 bilhdes, com taxa de crescimento anual de cerca de
14,0%, podendo esse mercado representar 3% do mercado total de inseticidas
(Glare et al., 2012; Ruiu, 2018). Atualmente, existem mais de 40 produtos baseados
em Bt para controle de insetos em varias culturas, o que representa 1% do mercado
global de inseticidas, correspondendo a um volume anual de aproximadamente US $
210 milhdes (Sharma et al., 2021). No Brasil existem 32 produtos registrados no
MAPA que utilizam Bt como agente de controle (Agrofit, 2022).

Além da utilizacdo de bioinseticidas a base de Bt via pulveriza¢cfes, também
existe a alternativa de plantas transgénicas com capacidade de sintese das toxinas
para o controle de insetos-praga (Habib e Andrade, 1998). Variedades de
brassicaceas como de canola, repolho e couve-flor geneticamente modificados
expressando genes de toxinas Bt foram testadas contra traca-das-cruciferas em
ensaios de campo e de casas de vegetacdo. Apesar dos testes terem tido sucesso
guanto ao controle, os estudos foram interrompidos devido a questdes regulatérias e
de liberacao (Furlong et al., 2013). Assim, a forma mais utilizada para o controle de

P. xylostella relacionada ao Bt ainda sdo os bioinseticidas (Zago et al., 2014;
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Legwaila et al., 2015), sendo uma das espécies que apresenta o maior nimero de
bioinseticidas a base de Bt registrados para seu controle (Santos et al., 2019).

N&o obstante a grande quantidade de bioinseticidas registrados, 0 uso
intensivo desses produtos pode também selecionar resisténcia da praga, sendo ja
relatados varios casos de resisténcia, tanto com bioinseticidas como com plantas Bt
(Tabashnik et al., 1990; Vanlaldiki et al., 2013; Zago et al., 2014). Mas, uma das
suas principais vantagens em relacdo aos inseticidas quimicos de amplo espectro, é
a seletividade aos organismos benéficos ndo alvo (inimigos naturais) (Glare et al.,
2012; Lacey et al., 2015; Rao e Jurat Fuentes, 2020).

2.5. Controle quimico com ciantraniliprole

Dentre as chamadas ferramentas do MIP, os inseticidas quimicos sintéticos
ainda sdo os mais utilizados no manejo da traca-das-cruciferas nas diferentes
regides do mundo. Alguns desses produtos frequentemente utilizados para o
controle de P. xylostella sdo ciantraniliprole, indoxacarbe, metomil, clorantraniliprole,
acefato, deltametrina e permetrina (AGROFIT, 2021).

A grande quantidade de aplicacBes, aliado a alta fecundidade, plasticidade
genética e tempo de geracdo bastante rapido da praga levaram a selecdo de
resisténcia em populaces de campo de P. xylostella a mais de 100 produtos, ndo se
conseguindo mais controlar de maneira eficiente as populacdes da praga com suas
aplicacoes (APRD, 2021).

Vérios estudos documentaram diferentes niveis de resisténcia em P. xylostella
a piretroides (Tamilselvan et al., 2020), organofosforados (Ramya et al., 2016) e
diamidas (Kishore et al.,, 2014; Shanmugapriya et al., 2019). A evolugdo da
resisténcia pode ser retardada com algumas ac¢des como: o rodizio de inseticidas
com diferentes mecanismos de ag&o; monitoramento e controle da praga apenas
quando a infestacdo atingir o nivel de controle; utilizagdo de mais de um método de
controle (MIP); e o emprego de inseticidas seletivos para a preservacédo de inimigos
naturais na area (Tamilselvan et al., 2020).

No caso do ciantraniliprole, inseticida considerado seletivo, de recente

by

introducdo no mercado (Selby et al., 2016), que pertence a classe quimica das
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diamidas antranilicas (IRAC - grupo 28), com acdo sistémica, de ingestdo e de
contato, atuando nos moduladores de receptores da rianodina. O modo de acéo
deste inseticida esta ligado ao glutamato, um tipo de neurotransmissor envolvido no
processo de excitacdo e contracdo muscular dos insetos, o qual ocorre através de
canais de calcio intracelulares, os receptores de rianodina. Estes receptores estao
presentes em grande numero na membrana do reticulo sarcoplasmatico das células
musculares, atuando como mediadores da liberacdo de calcio. As diamidas séo
capazes de ativar o0s receptores de rianodina, induzindo uma liberacdo
descontrolada de estoques de ions de calcio nas células musculares, causando
contracao ininterrupta que rapidamente leva o inseto a morte (Selby et al., 2013;
Pozebon e Arnemann, 2021).

A empresa Dupont, com o co-desenvolvimento da Syngenta, criou o produto
comercial Benevia®, que pertence ao grupo quimico ciantraniliprole. Esse inseticida
apresenta alta eficiéncia e amplo espectro de atividade para lepidépteros e outras
pragas, com aplicacdes em baixas concentragfes, sendo praticamente ndo toxico
aos vertebrados e inimigos naturais, quando utilizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante, fazendo do produto um inseticida indicado para
programas de MIP (Selby et al., 2013; Pozebon e Arnemann, 2021).

Pelo calculo do coeficiente de particdo (expresso como logP) € possivel
estimar a capacidade hidrofilica de uma molécula, sendo que quanto menor o valor
de logP mais solivel em agua é o produto, tornando-o mais adequado para
aplicacdes sistémicas, pois assim o produto tera a capacidade de translocacdo no
sistema vascular das plantas, agindo nos insetos que atacam a parte aérea (Liu e
Sparks Jr., 2001).

Até o momento varias espécies de insetos desenvolveram resisténcia a
diferentes grupos de inseticidas devido as pulverizacdes intensas para 0 seu
controle e, apesar das diamidas serem eficientes para controle de P. xylostella, o
grande potencial desta praga em selecionar populacdes resistentes acarretou
problema também com esse novo produto em algumas regiées do mundo, incluindo
o Brasil (Ribeiro et al., 2014), China (Qi et al., 2014) e Japao (Jouraku et al., 2020).
Além disso, também ha relatos de resisténcia cruzada da traga-das-cruciferas com

outros compostos quimicos como a espinosina (Lima Neto et al., 2016).
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Os insetos desenvolvem resisténcia a varios produtos quimicos por meio de
resisténcia do local alvo, resisténcia comportamental, resisténcia a penetracdo e
resisténcia metabodlica. A resisténcia metabdlica esta ligada a transformacéo
bioguimica de uma toxina, em que o composto toéxico € modificado em um
componente menos toxico (Mamidala et al., 2011). Esse modo de resisténcia para as
moléculas de diamidas em insetos ainda ndo esta bem elucidado (Richardson et al.,
2020), sendo, porém, constatada a ocorréncia de uma mutacdo nos receptores de
rianodina em P. xylostella, responsavel pela resisténcia do inseto (Troczka et al.,
2012; Troczka et al., 2017; Jouraku et al., 2020).

2.6. Efeitos subletais em insetos como ferramenta para o MIP

Apesar dos varios novos meétodos de controle disponiveis para serem
incorporados ao MIP, 0 uso de agrotoxicos permanece como 0 método mais utilizado
para o combate a insetos-praga, com esses produtos podendo agir de forma aguda
(efeito letal) ou crbnica (efeito subletal). As doses letais representam informacdes
importantes para se avaliar a eficiéncia dos inseticidas e o desenvolvimento de
populacdes de pragas resistentes, enquanto as doses subletais sdo normalmente
utilizadas para se estimar os efeitos colaterais dos produtos, como alteracdes
fisiologicas e comportamentais em insetos-praga e inimigos naturais, bem como nos
polinizadores. A avaliacdo desses efeitos também € importante para se compreender
O que ocorre com 0sS insetos sobreviventes apds a aplicacdo dos inseticidas
(Desneux et al., 2007; Franca et al., 2017).

Apesar de no campo o0s insetos tenderem a ser expostos a doses
recomendadas dos produtos pelos fabricantes, fatores abidticos como chuva,
temperatura e raios ultravioleta podem diminuir a acdo desses produtos. Desse
modo, 0s insetos estdo sempre expostos a doses subletais em condi¢cdes de campo
(Stark et al., 1995). As doses subletais podem influenciar parametros biolégicos,
fisiologicos, demograficos ou comportamentais dos individuos ou populacbes que
sobrevivem a exposi¢cdo aos produtos aplicados. Reduc¢des nas expectativas de

vida, na alimentacao, na fertilidade, no tempo de desenvolvimento, na fecundidade,
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nos parametros de tabela de vida e na razdo sexual sdo alguns dos parametros
utilizados para se mensurar esses efeitos subletais (Lee, 2000; Franca et al., 2017).

Doses subletais de alguns inseticidas neurotdxicos provocam significativos
impactos na fecundidade e na fertilidade dos insetos, podendo essas agfes estarem
relacionadas a mudancas comportamentais, com especial destaque durante a fase
reprodutiva. Em relacdo a P. xylostella, o inseticida ciantraniliprole diminuiu o
periodo de oviposicdo, fecundidade, fertiidade e emergéncia de adultos
(Shanmugapriya et al., 2018), sendo que a interferéncia na fecundidade também
ocorreu em Helicoverpa assulta Guenée, 1852 (Lepidoptera: Noctuidae) (Dong et al.,
2016).

Alguns 6leos essenciais e seus compostos, quando em doses subletais,
também podem interferir em parametros da biologia dos insetos. Esses produtos
presentes na erva-de-santa-maria, Chenopodium (Dysphania) ambrosioides L.
(Caryophyllales: Amaranthaceae), demonstraram atividade em P. xylostella
diminuindo o consumo foliar pelas lagartas, reduzindo o peso e o desenvolvimento
pupal (Wei et al., 2015). Em S. frugiperda, 6leos essenciais de Piper hispidinervum
(C. DC.) reduziram a sobrevivéncia, provocaram alteracdes no peso e diminuiram a
longevidade dos adultos, além de reduzir a fecundidade e fertilidade da praga (Cruz
et al., 2014).

A avaliagdo dos efeitos subletais dos inseticidas nos insetos é de grande
importancia para os programas de manejo integrado de pragas, pois doses que nao
causam a morte do inseto, mas que interferem negativamente nas caracteristicas
bioldgicas, podem reduzir as populacdes nas geracdes seguintes, concorrendo para
a diminuicdo no potencial de prejuizos dos cultivos subsequentes (Franca et al.,
2017).
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CAPITULO 2 - Diferentes substratos de oviposi¢do visando otimizacdo da
criacdo de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:

Plutellidae) em laboratoério

RESUMO - Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) € um dos insetos-praga mais
estudados no mundo. Com o objetivo de melhorar a eficiéncia de criagdo desse
inseto em laboratorio, avaliou-se diferentes substratos para a oviposicdo. O
bioensaio foi realizado em gaiolas semelhantes aquelas normalmente utilizadas na
criacao de P. xylostella, visando se obter um substrato mais viavel e econémico para
oviposigéo. Foram usados disco de folha de couve sobre papel filtro umedecido com
agua deionizada (testemunha), disco de papel filtro umedecido com agua
deionizada, disco de papel filtro umedecido com extrato de folha de couve, disco de
couve, disco de papel aluminio, disco de papel aluminio sobre papel filtro umedecido
com &gua deionizada e disco de papel aluminio umedecido com extrato de folha de
couve sobre papel filtro umedecido com agua deionizada. Todos os substratos eram
circulares e com 8 cm de diametro, sendo liberados cinco casais de adultos de P.
xylostella por gaiola. Para os tratamentos com discos de folha de couve ou com
extrato de folha de couve foi utilizado Brassica oleracea var. acephala — variedade
‘Manteiga da Geodrgia’, normalmente empregada na criagdo do laboratério. Os ovos
obtidos foram contabilizados 24 horas ap06s liberacdo dos adultos e transferidos para
cartelas quadriculadas com 100 divisGes de 1 cm? cada, dispostas no interior de
placas de Petri assentadas em papel filtro umedecido. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, sendo avaliados o numero total de ovos por fémea, a
viabilidade dos ovos e o periodo embrionario. Disco de couve + papel filtro
umedecido foi o melhor substrato para oviposi¢éo de P. xylostella.

Palavras-chave: couve, criacao de insetos, traca-das-cruciferas, oviposicao.
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CHAPTER 2 - Different oviposition substrates aiming optimization of Plutella
xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) rearing under

laboratory conditions

ABSTRACT - Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) is one of the most studied
insect pests in the world. In order to improve the efficiency of rearing this insect in the
laboratory, different substrates for oviposition were evaluated. The bioassay was
carried out in cages similar to those normally used for rearing P. xylostella, aiming to
obtain a more suitable substrate for oviposition. We used collard green leaf disc on
filter paper moistened with deionized water (control); filter paper disc moistened with
deionized water; filter paper disc moistened with collard green leaf extract; collard
green disc; aluminum sheet disc; aluminum sheet disc on filter paper moistened with
deionized water; and aluminum sheet disc moistened with collard green leaf extract
on filter paper moistened with deionized water. All substrates have had 8 cm in
diameter. In each cage, five couples of P. xylostella adults were released. For
treatments with collard green leaf discs or collard green leaf extract, the cultivar
Brassica oleracea var. acephala — variety 'Manteiga da Georgia’, normally used in
the rearing. The eggs obtained were counted 24 hours after the release of the insects
and adhered to a checkered card with 100 divisions placed inside a Petri dish seated
on moistened filter paper. The experimental design was completely randomized,
being evaluated the total number of eggs per female, egg viability and the embryonic
period. Collard green disc + moistened filter paper is the best substrate for P.
xylostella oviposition.

Keywords: collard green, insects rearing, diamondback moth, oviposition.
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1. Introducéo

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae),
€ uma espécie cosmopolita que pode ser encontrada nas diversas regiées do mundo
produtoras de brassicaceas, em condi¢cdes climaticas bastante variaveis (Dias et al.,
2004; Mau e Kessing, 2007; Cheng et al., 2008). Este inseto apresenta um ciclo de
vida curto, produzindo de 5 a 10 gerac¢des por ano, podendo provocar significativos
danos aos cultivos, especialmente de brassicas, em funcdo da desfolha e da
necessidade de controle, chegando a causar perdas de 20% em repolho e de até
95% em couve (Dias et al., 2004; Czepak et al., 2005; Vacari et al., 2008). Em certas
situacdes, com os cultivos sujeitos a populacdes elevadas da praga, pode-se ter até
perda total da producao (Medeiros et al., 2003).

No Brasil, P. xylostella é praga-chave nas principais areas produtoras de
brassicaceas, com a diversidade e a abundancia de plantas hospedeiras sendo a
principal raz8o para os altos niveis populacionais e de dano (Telekar e Shelton,
1993).

Na tentativa de minimizar os prejuizos, a grande maioria dos produtores tém
dado preferéncia ao controle quimico, que muitas vezes € realizado em numero
excessivo de aplicacbes (Chen et al., 2008; Wang et al., 2010). Nesse contexto,
essa pratica tem se mostrado ineficiente e, muitas vezes, tem dificultado o manejo
da praga, além de concorrer para a selecdo de individuos resistentes, como citado
por Chen et al. (1996), Dias et al. (2004) e Wang et al. (2010).

Devido a preocupacdo crescente com 0s severos danos provocados por P.
xylostella, medidas de controle focadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) sao
indispensaveis e, nesse sentido, a criacdo e a multiplicacdo de insetos em
laboratorio tém grande importancia para estudos da biologia da praga e de seus
métodos de controle, com o estabelecimento de uma metodologia eficiente e
econbmica para a sua criacdo e manutencdo em laboratorio sendo, ainda, um dos
grandes desafios para os pesquisadores dessa area (Oliveira et al., 2010).

A produgcdo massal de insetos em biofabricas possibilita a realizacdo de
pesquisas nas diferentes areas da Entomologia, facilitando acdes em relacdo ao

controle quimico, controle biologico, resisténcia de plantas, producdo de feromdonios,
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entre outras (Montezano, 2014), concorrendo para a melhoria do MIP. Para que isso
ocorra com sucesso, a adequacdo de metodologia de criacdo é fundamental, uma
vez que influi diretamente na quantidade, qualidade e eficiéncia biolégica dos
individuos produzidos (Sorensen et al., 2012).

Para que se tenha uma biofabrica eficiente, alguns fatores devem ser
considerados no processo de producao dos insetos, podendo-se citar: o tamanho da
populacao inicial (fundadora); o tipo de alimento utilizado, particularmente sua
qualidade; os recipientes de criacao; a assepsia e as condicbes ambientais em que o
processo de criacdo acontece, particularmente quanto a temperatura, umidade e
fotoperiodo; e o controle de qualidade dos individuos produzidos (Cohen, 2015).

Nos sistemas de criagdo em laboratério, os insetos estdo expostos a
condicdes ambientais que, num primeiro momento normalmente devem se
assemelhar aquelas de seu ambiente natural, visando garantir 0os requisitos
necessarios para o seu desenvolvimento e a continuidade de suas geracfes (Cohen,
2018). A sobrevivéncia da fase imatura dos insetos (larvas e ninfas), em especial de
lepidopteros que possuem pouca mobilidade, normalmente é influenciada pela
escolha do substrato (planta hospedeira) onde os ovos sao depositados (Renwick e
Chew, 1994). Assim, a escolha da planta e do local para oviposicédo € condicionada
a qualidade hospedeira (fisica e quimica), com a busca para o melhor
desenvolvimento da progenie (Leal e Zucoloto, 2008).

As caracteristicas biologicas de P. xylostella podem variar significativamente
de acordo com a planta em que as larvas se alimentam (Viana et al., 2008; De
Bortoli et al., 2013), com o substrato também interferindo no comportamento de
oviposicdo do inseto (De Bortoli et al.,, 2011) e até mesmo no desenvolvimento
embrionario. Dessa maneira, o ciclo de desenvolvimento de P. xylostella pode
influenciar diretamente na obtencdo de populacdes desses insetos, especialmente
em laboratoério, o que pode facilitar ou dificultar a busca por novas estratégias de
controle (Scriber e Slansky Jr., 1981), devendo ser salientado que uma espécie que
se reproduz em mais de um hospedeiro, como € o caso de P. xylostella,
normalmente apresenta melhor desenvolvimento no hospedeiro em que se encontra

mais adaptada (Noriyuki, 2015).
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Deste modo, o objetivo deste trabalho foi gerar informacdes que favorecam a
melhoria da eficiéncia da criacdo de P. xylostella em laboratorio, avaliando-se alguns
substratos para a oviposi¢do, bem como tornar o processo menos dependente do

hospedeiro original (folhas de couve) e de menor custo.

2. Material e métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da FCAV/UNESP,
em sala climatizada a 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase diaria de

12 horas.

2.1. Insetos e plantas

Os insetos utilizados nos bioensaios foram de populacdo de P. xylostella
mantida no LBCI, sendo que os insetos (lagartas) que a originaram foram coletados
em maio de 2008 em plantas de repolho de uma area de cultivo convencional no
municipio de Alegre, Espirito Santo, Brasil. No laboratério, a criacdo esta sendo
mantida em Brassica oleracea var. acephala, variedade ‘Manteiga Hibrida HS-20’,
tanto como alimento para as larvas, quanto como substrato para oviposicéo.

Para manutencéo da criacdo de P. xylostella, pupas foram obtidas daquela
criacdo, com os adultos emergidos liberados em gaiolas cilindricas de plastico
transparente (15 cm x 13 cm) contendo um disco de folha de couve colocado sobre
um disco de papel filtro do mesmo tamanho (8 cm de diametro), levemente
umedecido. Este papel, com o disco foliar, foi disposto sobre um copo plastico
transparente com a abertura voltada para baixo, ficando a folha de couve elevada no
interior da gaiola, onde ocorreu a oviposi¢cao. No apice do recipiente (gaiola) foi feita
uma abertura circular de 2,3 cm, utilizada para fixacdo de um pedago de espuma
embebida em solucdo aquosa de mel a 10% (alimentacdo dos adultos), sendo ela
presa nessa abertura como uma pequena “trouxa” feita com tecido tipo “voile”. Em
cada gaiola foi feita também uma abertura lateral quadrada (10 cm x 10 cm), coberta

com tecido tipo “voile”, utilizada para o manuseio interno. Os discos de folha de
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couve contendo os ovos foram retirados diariamente e transferidos para placas de
Petri (10 cm de diametro) forradas com papel filtro mantido umedecido, onde
permaneceram até a eclosdo das lagartas. Na sequéncia as larvas foram
transferidas para caixas plasticas retangulares (30 cm x 15 cm x 10 cm) contendo
folnas de couve, as quais eram repostas de acordo com a necessidade, com as
larvas ai permanecendo até a formacdo das pupas, sendo elas coletadas com o
auxilio de pincel ou pinga e transferidas para tubos de ensaio de fundo chato (8 cm x
2 cm), os quais foram vedados com filme pléstico (PVC) contendo pequenos orificios
feitos com o auxilio de um estilete, objetivando melhorar a aeracao interna (Thuler,
2009) (Figura 1).

12cm

~—\ \ 1
!

8 cm de diametro

L 20

4 Solugéo de
\ mel 10%
4
Ovos 8 ‘

G

> £

== ine D
9 cm de didmetro K_/ |
13 cm de diametro

Figura 1. Esquema da metodologia para criacdo de Plutella xylostella. Imagem de
Nunes (2020).
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Como feito para a manutencéo da populacao de P. xylostella no LBCI, para a
alimentacdo das lagartas e como substrato de oviposi¢ao foi utilizada a cultivar
‘Manteiga Hibrida HS-20’. As plantas foram cultivadas em area experimental da
FCAV/Unesp e em casas-de-vegetacdo, sendo oriundas de mudas produzidas em

casa-de-vegetacdo com substrato para hortalicas Plantmax® hortalicas HT. No
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plantio de campo, de acordo com Filgueira (2008), foram seguidas as
recomendacdes agronOmicas para a cultura, realizando-se o0s tratos culturais
convencionais e irrigagao por gotejamento.

Para plantas mantidas em casas-de-vegetacdo seguiu-se 0 seguinte
procedimento: mudas com 20 dias de germinadas foram transplantadas em vasos
plasticos pretos com capacidade para 5 L, sendo eles preenchidos com substrato
padrao composto por 195 L de terra de barranco peneirada (latossolo vermelho), 65
L de areia de rio grossa peneirada, 65 L de esterco de curral (bovino) curtido e
peneirado, 30 L de casca de arroz e 5 L de Plantmax® hortalicas HT. Ao longo do
ciclo vegetativo, as plantas receberam adubacdes complementares de NPK, sendo
mantidas isentas de pragas, doencas e plantas invasoras normalmente por catacao
e capinas manuais. A irrigacao na casa-de-vegetacao foi feita por asperséao.

A cada 30 dias novas mudas foram transplantadas para vasos objetivando
manter a disponibilidade de folhas viaveis para a criacdo. As folhas utilizadas para
manutencdo da criagdo do inseto no laboratério foram retiradas das plantas pelo
periodo de 50 a 110 dias apds o transplantio.

Para os bioensaios de oviposicdo foi utilizada a variedade ‘Manteiga da
Geodrgia’ de couve, considerada por Thuler et al. (2007) padrdo de suscetibilidade,

produzida da mesma maneira que a descrita para a var. ‘Manteiga Hibrida HS-20’.

2.2. Avaliagcdo dos substratos para oviposicao

Os substratos para oviposicdo analisados compuseram 0S seguintes
tratamentos: 1) Disco de folha de couve sobre papel filtro umedecido com &agua
deionizada (testemunha); 2) Disco de papel filtro umedecido com agua deionizada,;
3) Disco de papel filtro umedecido com extrato de folha de couve; 4) Disco de folha
de couve; 5) Disco de papel aluminio; 6) Disco de papel aluminio sobre papel filtro;
7) Disco de papel aluminio sobre papel filtro umedecido com extrato de folha de
couve.

Para a obtencdo dos extratos utilizados nos tratamentos 3 e 7 foi preparada
uma mistura contendo 40 mL de &agua destilada e 13 g de folha de couve da

variedade ‘Manteiga da Gedrgia’ macerada em cadinho, com posterior coagem com
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tecido de algoddo de malha fina, sendo os respectivos substratos de oviposi¢cao
tratados por imerséo e secos a temperatura ambiente.

Para a montagem dos bioensaios, pupas de P. xylostella foram coletadas e
colocadas em tubos de ensaio de fundo chato (2 cm de diametro x 8 cm de altura),
fechados com filme plastico transparente PVC contendo pequenos orificios para
melhoria da aeracado interna. Apos a emergéncia, os adultos foram coletados com
auxilio de um sugador, sexados e separados cinco casais para cada repeticdo
(gaiola de oviposicéo), variando-se somente o substrato de oviposi¢cao. Esses discos
foram substituidos diariamente, durante trés dias consecutivos, conduzindo-se
quatro repeticdes por tratamento. Cada substrato de oviposi¢do foi examinado em
microscopio estereoscOpico, anotando-se o0 numero de ovos depositados,
determinando-se o numero meédio diario e o total de ovos por fémea. Das posturas
nos diferentes substratos foram retirados aleatoriamente 100 ovos e colocados em
cartelas quadriculadas com 100 divisdes de 1 cm? e acondicionadas em placas de
Petri (15 cm de diametro) forradas com papel filtro levemente umedecido com agua
deionizada. Através de observacles diarias desses ovos foram determinados o
periodo de incubacéo e a viabilidade dos mesmaos.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, com
7 tratamentos e 5 repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett para verificagdo de normalidade e homocedasticidade,
requisitos exigidos pela analise de variancia (ANOVA). Os resultados de fecundidade
das fémeas foram transformados em raiz de x + 0,5 para atender aos requisitos da
analise de variancia ANOVA, e as médias comparadas pelo teste de Student
Newman Keuls. Os resultados relativos a fertilidade dos ovos atenderam aos
requisitos da andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste
de Student Newman Keuls (P = 0,05), enquanto aqueles do periodo de incubacéo,
como ndo atenderam aos requisitos da ANOVA, foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis (PROC NPARIWAY). Toda analise foi realizada utilizando-se o
programa SAS Institute (2002).
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3. Resultados e discussao

Os resultados relativos ao numero de ovos colocados por fémea nos
diferentes substratos encontram-se na Tabela 1, podendo-se verificar que a
oviposicéo foi influenciada pelos mesmos. Bons indices de posturas foram obtidos
com os discos de folha de couve, com a maior oviposi¢cdo ocorrendo quando eles
foram assentados em papel filtro umedecido com &gua deionizada (265,1
ovos/fémea), substrato rotineiramente ja utilizado na criagdo de laboratorio. Os
menores indices de ovos por fémea foram obtidos em discos de papel filtro
umedecido com agua destilada (8,6 ovos/fémea) e em discos de papel aluminio (8,2
ovos/fémea). Com discos de couve isoladamente, obteve-se um valor intermediario
de ovos por fémea (126,6).

Em relacéo as caracteristicas da fase de ovo, a viabilidade variou de 50,3%,
em disco de papel aluminio sobre papel filtro umedecido com extrato de folha de
couve, a 96,0%, em disco de papel filtro também com extrato de folha de couve. Ja,
o periodo de incubacao apresentou um intervalo de variacdo bastante estreito (2,7 a
3,0 dias), com ambos os parametros bioldgicos ndo apresentando diferencas
significativas entre os diferentes substratos utilizados (Tabela 2).

Um dos grandes desafios na pesquisa cientifica que envolve producdo de
insetos em ambientes controlados é estabelecer e ajustar uma metodologia de
criacdo massal em laboratério, principalmente devido a enorme diversidade e
particularidades das espécies (Cohen, 2015). Muitas vezes o substrato de
oviposicdo € um dos fatores que dificulta a producdo em larga escala de insetos em
laboratério, sendo que para P. xylostella o material utilizado para coleta de ovos é
comumente folha de brassicaceas, particularmente as de couve. Visando melhorar a
eficiéncia da criacdo de P. xylostella no laboratorio foram utilizados diferentes
substratos para a oviposi¢cdo, com as fémeas colocando seus ovos nos diferentes
substratos de oviposicdo testados, muito embora tenha sido observado maior
namero em alguns deles, especialmente nos discos de folhas de couve,
principalmente quando assentados em papel filtro umedecido com agua deionizada,
evidenciando assim que o desempenho reprodutivo das fémeas é bastante afetado

pelo local de oviposicéo (Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de ovos por fémea de Plutella xylostella nos diferentes

substratos de oviposicao.

Substratos Ovos/fémeal

Disco de folha de couve sobre papel filtro umedecido

com agua deionizada (Testemunha) 265,1 £ 30,50 a
Disco de papel filtro umedecido com agua deionizada 86+299e
Disco de Papel filtro umedecido com extrato de folha de

couve 59,4 + 18,89 cd
Disco de folha de couve 126,6 + 17,07 b
Disco de papel aluminio 8,2+185¢e

Disco de papel aluminio sobre papel filtro 34,0 £ 15,54 ed

Disco de papel aluminio sobre papel filtro umedecido

com extrato de folha de couve 89,8 + 9,75 bc

IMédias + erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna nao diferem (P > 0,05).

As caracteristicas qualitativas da planta hospedeira sdo as principais
determinantes da fecundidade de insetos herbivoros, podendo afetar as estratégias
reprodutivas, influindo no tamanho dos ovos, na qualidade nutricional do vitelo, na
escolha de locais para oviposicdo e na possibilidade de reabsorcdo de embrifes.
Dessa forma, a qualidade nutricional da planta hospedeira para o crescimento larval
e desenvolvimento geral do herbivoro € a chave determinante de boa fecundidade e
fertilidade de adultos (Awmack e Leather, 2002).

Ao pousar em uma planta, o inseto adulto tem a percepcdo de suas
caracteristicas fisicas e quimicas que sdo de grande importancia para a efetivacao
ou ndo da oviposicdo. Nesse sentido, a oviposicdo de P. xylostella ocorre
condicionada a caracteristicas fisicas das plantas, bem como a estimulos olfativos e
gustativos por elas emitidos (Ang et al., 2016). Esses estimulos normalmente séo
“guiados” por quimioreceptores de contato existentes nos ovipositores, nos tarsos e
no aparelho bucal (Feng et al., 2017), o que justificaria a melhor performance de
oviposicéo verificada neste trabalho nos substratos contendo discos de folha de

couve.
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De acordo com Richards e Schmidt (1996), os fatores que mais influenciam o
aceite de um substrato para oviposicdo em condi¢des de laboratorio séo: a aceitacédo
pelas fémeas, a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos embribes e das
larvas/ninfas, como parametros relativos ao inseto, além do custo e da possibilidade
de incorporacao desse substrato num programa de criacdo em larga escala.

Assim, como a oviposicdo dos lepiddpteros é geralmente mediada por
mecanismos sensoriais, mecano e quimio-receptores, ela pode ser inibida ou
estimulada dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas do substrato utilizado
para a deposicao dos ovos (Mordue e Blackwell, 1993). Em relacédo a estrutura fisica
dos diferentes materiais testados, a couve tem uma superficie que difere
substancialmente quanto a textura do papel filtro que se trata de um material poroso
e absorvente (Gardner, 1937), e do papel aluminio, com caracteriticas plana, lisa,
refletiva e impermeavel, o que pode corroborar a hipétese de que a preferéncia por
couve reflete um comportamento geral de P. xylostella que pefereria colocar seus
ovos em superficies menos uniformes, mais “asperas”, “estriadas” ou “enrugadas”,
com presenca de tricomas e cera epicuticular. Outro ponto a ser destacado € que,
além do efeito contra patdégenos, a presenca de cera nas folhas de couve exerce
papel de protecdo contra absorcdo de produtos quimicos, perda de agua por
transpiracdo, como também efeitos da radiacdo solar (Ferreira et al., 2005; Lichston
e Godoy, 2006).

Esses fatores relatados possivelmente estdo envolvidos na escolha das
fémeas pelo local de deposicao dos ovos, como citado por (Gupta e Thorsteinson,
1960), mostrando que a estrutura fisica da superficie da planta pode afetar bastante
a oviposicao, além de estimular a herbivoria pelas lagartas, assim como na atracédo
ou repeléncia de predadores e/ou parasitoides (Reddy et al., 2004; Ibrahim et al.,
2005; Silva e Furlong, 2012). Nesse sentido, de acordo com observacfes de Justus
et al. (2000), a estrutura fisica da superficie das folhas de canola, Brassica napus L.,
afeta diretamente a oviposicdo de P. xylostella, com a praga preferindo folhas que
nNao contém cera em sua constituicdo.

Mordue e Blackwell (1993) mencionam que a selecdo do substrato para
oviposicdo em lepiddpteros € condicionada por estimulos sensitivos quimicos, sendo

0s principais quimioreceptores normalmente localizados nos tarsos e a proboscide
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dos insetos, e que a reducdo no numero de ovos colocados por P. xylostella nas
superficies dos substratos constituidos por disco de papel aluminio e de papel filtro
pode ter ocorrido devido ao contato obrigatério com essas superficies por ocasiao da
oviposigcdo em condigcdo de confinamento, sendo esses substratos desprovidos
daqueles estimulos.

O maior nimero de ovos encontrado em folhas de couve pode ser explicado
pelo fato das folhas de brassicas apresentarem também compostos quimicos
volateis que atraem os adultos de P. xylostella (Robin et al., 2017; Wu et al., 2021),
com a presenca de umidade no papel filtro abaixo das folhas podendo ter favorecido
a emissdo desses volateis atrativos ao processo de oviposicdo. Uma das
caracteristicas no comportamento de oviposicdo de P. xylostella é realizar
preferencialmente as posturas na regido abaxial e proximo a nervura central das
folhas, com ovos isolados ou agrupados de trés a cinco (Talekar e Shelton, 1993;
Silva e Furlong, 2012; Farias et al., 2020). Deve ser também salientado que para os
insetos especialistas de brassicas, como P. xylostella, metabdlitos secundarios como
glucosinolatos entre outros, sdo descritos como incitantes a alimentacdo e
estimulantes de oviposicdo (Spencer et al., 1999). Nesse sentido, Ratzka et al.
(2002) relatam a capacidade das larvas de P. xylostella de se adaptarem
especificamente a espécies do género Brassica, transpondo, inclusive, suas defesas
quimicas e utilizando compostos como a enzima glucosinolato-sulfatase como fonte
de atratividade. Ainda, sabe-se que essas mariposas usam alguns glucosinolatos e
seus produtos de degradacdo como fonte de identificacdo do hospedeiro e como
estimulantes da oviposicdo (Ratzka et al., 2002; Sarfraz et al., 2006; Miller et al.,
2010).

Outra caracteristica das folhas de couve que também é relatada estar
envolvida na possivel atracdo para oviposicao é a cor (Badenes-Perez et al., 2004),
gue é bem diferente dos demais substratos avaliados neste trabalho. Ainda, em
relacdo a possibilidade de as folhas de couve serem mais atrativas para a oviposi¢cao
do que os demais substratos estar condicionada a presenca de compostos
secundarios (como a sinigrina), Carvalho et al. (2010) testaram o efeito desse
composto em aplicacdes topicas realizadas em folhas de couve e de brocolis,

verificando que na couve tratada do 0,2 mg mL™ de sinigrina P. xylostella apresentou
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maior potencial reprodutivo. Porém, Thuler et al. (2007) relataram a ndo presenca de
sinigrina na variedade de couve utilizada no presente trabalho. Também, Bodnaryk
(1997) cita que cultivares de brassicas com baixo teor de glucosinolatos, como a
sinigrina e a sinalbina, ndo promoveram alteracfes na suscetibilidade a P. xylostella
e Phyllotreta cruciferae (Goeze, 1777) (Coleoptera: Chrysomelidae), pragas
especificas desse grupo de plantas.

Em relacdo a viabilidade de ovos e ao periodo de incubacdo ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os diferentes substratos de oviposicéo
testados, indicando que as diferencas fisicas, quimicas e morfoldgicas existentes
nao afetaram esses parametros biolégicos de P. xylostella (Tabela 2), influindo

apenas na quantidade de ovos que as fémeas neles depositaram.

Tabela 2. Viabilidade e periodo de incubac¢édo dos ovos de Plutella xylostella nos

diferentes substratos de oviposicao.

o o Periodo de
Substratos de oviposicao Viabilidade (%)* . _
incubacéo (dias)*!

Disco de folha de couve sobre papel filtro

umedecido com agua deionizada

(Testemunha) 82,3+11,78 a 2,7+0,33a
Disco de papel filtro umedecido com agua

deionizada 88,2+7,25a 3,0+0,00 a
Disco de papel filtro umedecido com extrato

de folha de couve 96,0+ 4,00 a 2,7+0,33a
Disco de folha de couve 89,7 £ 6,06 a 3,0+£0,00 a
Disco de papel aluminio 75,6 £+ 3,43 a 2,7+0,33a

Disco de papel aluminio sobre papel filtro 88,2+ 11,76 a 2,7+0,33a
Disco de papel aluminio sobre papel filtro

umedecido com extrato de folha de couve 50,3+ 16,05 a 3,0+0,00 a

IMédias + erro padrédo seguidas de mesma letra na coluna nao diferem (P > 0,05).
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4. Conclusao

Disco de folha de couve sobre papel filtro umedecido com &gua deionizada
(testemunha) mostrou ser o melhor substrato para oviposicao de P. xylostella, sem

perda na qualidade dos insetos.
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CAPITULO 3 - Extrato de Piper cubeba (Piperales: Piperaceae): toxicidade
residual em Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e

fitotoxicidade em couve

RESUMO - A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae),
€ considerada a principal praga da couve, repolho e outras brassicas, destacando-se
pela alta taxa de alimentacdo durante o periodo larval, o que causa grandes
prejuizos aos cultivos, chegando a atingir até 100% de perdas na producédo. Pouco
se sabe sobre o efeito do extrato de Piper cubeba (Piperales: Piperaceae) em P.
xylostella e, sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
toxica ao inseto e sua possivel acdo fitotoxica em folhas e mudas de couve, nas
concentracdes de 7%, 5%, 3%, 1%, 0,5%, 0,14% e 0,26%, pulverizados com diluic&o
em Dimetilsulfoxido (DMSO 0,5%). Nos tratamentos controles, as folhas foram
pulverizadas com agua deionizada + DMSO 0,5% e apenas com agua deionizada,
com as folhas de couve acondicionadas em caixas plasticas contendo papel filtro
levemente umedecido com 4gua destilada. O experimento foi conduzido em blocos
casualizados com 9 tratamentos x 4 repeticdes, com as mudas mantidas em casa de
vegetacdo. Para os bioensaios de fitotoxicidade utilizou-se escala de notas adotada
por Scroonhoven e Pastor-Corrales (1987). Nos bioensaios de toxicidade, discos de
folhas tratadas com o extrato de P. cubeba foram distribuidas em placas de Petri
com 10 lagartas de primeiro instar. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com os dados comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. A fitotoxicidade
de P. cubeba em folhas e mudas de couve foi maior nas maiores concentracdes do
extrato de 3,0; 5,0 e 7,0%. A aplicacdo do extrato nas folhas resultou em 90 a 100%
de mortalidade larval em P. xylostella nas concentragbes de 1,0 a 7,0%. A
concentracdo do extrato de P. cubeba que causa significativa mortalidade de larvas
sem que haja fitotoxicidade em folhas e plantas é de 1%.

Palavras-chave: brassicas, extrato botanico, planta inseticida, traca-das-cruciferas.
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CHAPTER 3 — Piper cubeba (Piperales: Piperaceae) extract: residual toxicity on
Plutella  xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) and

phytotoxicity on collarg green

ABSTRACT - The diamondback moth, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), is considered the main pest of collard green, cabbage and other
brassics. It stands out for the high feeding rate during the larval period, which
causes great damage to the crop reaching up to 100% of production losses. No
reports were found in the literature on the effect of the Piper cubeba extract
(Piperales: Piperaceae) to control of P. xylostella. In this way, the present research
aimed to evaluate the toxicity of the extract in the insect-pest under laboratory
conditions, as well as its possible phytotoxic action on leaves and plants of collard
green. The insecticidal and phytotoxicity effects of the P. cubeba extracts were
evaluated on the concentrations of 7%, 5%, 3%, 1%, 0,5%, 0,14%, and 0,26%, on
leaves and plants of collard green, sprayed with the extract diluted in
Dimethylsulfoxide (DMSO 0.5%). In the control treatments the leaves were sprayed
with deionized water + 0.5% DMSO and only deionized water. The collard green
leaves were packed in plastic boxes containing filter paper slightly moistened with
distilled water. The bioassays were conducted in a randomized block with 9
treatments x 4 replicates, and the collard green plants were conditioned in a
greenhouse with controlled conditions. The Scroonhoven and Pastor-Corrales (1987)
scale was used for the phytotoxicity bioassays. The extract toxicity bioassay with
treated leaf discs were placed in Petri dishes and used 10 third instar larvae per
plate. The experimental design was completely randomized, with the data of the
ingestion toxicity compared by the Kruskal-Wallis test. The phytotoxicity of P.
cubeba in plants was higher at higher concentrations (3.0, 5.0, and 7.0%). The leaf
treatment with the extract resulted in 90 to 100% larval mortality with the
concentrations of 7% to 1%. The concentration of P. cubeba extract that causes
significant larval mortality without phytotoxicity in leaves and plants is 1%.

Keywords: brassics, botanical extract, insecticidal plant, diamondback moth.
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1. Introducéo

Faz parte das chamadas hortalicas plantas que apresentam como
caracteristicas: textura ndo lenhosa e tenra; ciclo biolégico curto; necessidade de
cuidados com os tratos culturais, quando equiparado com as grandes culturas; e o
plantio realizado em regides e areas menores. As hortalicas possuem diversas
propriedades importantes, entre elas o auxilio no processo digestivo, favorecendo o
funcionamento de diversos 6rgdos do corpo humano e de outros animais, e a
presenca de substancias essenciais a nutrigdo como vitaminas, sais minerais e
fibras (Filgueira, 2008).

As espécies de Brassicaceae compdem a familia mais numerosa dentre as
olericolas cultivadas no Brasil, abrangendo cerca de 350 géneros e
aproximadamente 3.200 espécies, destacando-se o repolho, a couve manteiga, a
couve-flor e o brécolis (Filgueira, 2008; Bevilacqua, 2011; Martins, 2011). A couve-
manteiga, Brassica oleracea var. acephala cv. Manteiga, € de mdultipla utilizacdo na
culinaria, fazendo parte de saladas, refogados, gratinados, e até mesmo suco,
possuindo propriedades medicinais, o que auxilia em tratamentos de véarias doencas
e/ou disfungbes organicas, como por exemplo a anemia (Trani et al., 2014), e na
prevencdo de alguns tipos de cancer (Samec e Salopek-Sondi, 2019). Isso torna o
consumo dessas plantas bastante significativo no Brasil e, em consequéncia, uma
importante fonte de renda para os produtores (Novo et al., 2010).

Durante o cultivo das brassicaceas, alguns fatores podem causar perdas
significativas, sendo que um dos principais é o ataque de insetos-praga que afetam
negativamente, tanto a quantidade do produto colhido, como a sua qualidade
(Khattab, 2007; Carvalho et al., 2008). Dentre os prejuizos estdo a reducdo na area
foliar, muitas das vezes a parte a ser comercializada e consumida, assim como a
possivel presenca dos insetos nos seus diferentes estagios de desenvolvimento, o
gue torna o produto impréprio para o consumidor (Souza-Silva et al., 2008). Desse
modo, o ataque nas folhas causa perdas quantitativas e depreciacdo comercial do
produto (perdas qualitativas), levando a prejuizos que podem chegar até a 90% da

producéo (Castelo Branco et al., 2001).
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O “microlepidoptero” Plutella xylostella (Linnaeus, 1758), da familia
Plutellidae, € um dos principais insetos-praga de Brassicaceae (Cruciferae) no Brasil,
atacando repolho, couve, brécolis, canola, entre outros, e em todo o mundo (Talekar
e Shelton, 1993; Sarfraz et al., 2006). A primeira citagdo da ocorréncia de P.
xylostella no Brasil foi na Bahia, enquanto na América do Norte foi no Estado de
lllinois, EUA, em 1854. O nivel de infestacdo dessa praga varia de ano para ano,
bem como de um local para outro, dependendo principalmente de fatores
ambientais, existéncia de hospedeiros, presenca de inimigos naturais e diapausa,
além da ocorréncia de suas migracdes (Medeiros et al., 2003; Mau e Kessing, 2007).

Varios inseticidas sdo usados de forma intensiva em todo o ciclo da cultura, e
esse uso, invariavelmente excessivo, além de causar problemas a saude do
agricultor, consumidor e ao meio ambiente, exerce pressdao seletiva
favorecendo o surgimento de populacdes de pragas resistentes a esses compostos
quimicos (Castelo Branco, 1999). O excesso de inseticidas quimicos resulta na
crescente necessidade por alimentos mais saudaveis, porém a exigéncia por
produtos isentos de residuos de agrotdxicos provoca a necessidade do
desenvolvimento de produtos mais seletivos, menos agressivos ao meio ambiente e
ao homem. Neste contexto, o interesse por produtos de origem botanica para
utilizacao no controle de insetos tem aumentado (Kim et al., 2003; Menezes, 2005).

O potencial inseticida de certas espécies de plantas depende da presenca de
substancias bioativas, normalmente do metabolismo secundério, eficazes no
controle de determinadas espécies de insetos, com esses produtos apresentando-se
muitas vezes como biodegradaveis e apresentando baixa toxicidade a mamiferos, as
vezes até mesmo serem atdxicos a esse grupo de animais. Com isso, estudos com
produtos botanicos se apresentam como de extrema importancia para o
desenvolvimento de compostos ambientalmente mais seguros para o controle de
insetos-praga (Kim et al., 2003).

Diante desta realidade, a utilizacdo de substancias de origem vegetal com
propriedades inseticidas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) se apresenta como
uma “ferramenta” bastante promissora (Vendramim, 1997), uma vez que além de
controlar a praga apresentam menor risco de desenvolvimento de resisténcia pelos

insetos, seletividade, tornando-os menos prejudiciais aos inimigos naturais,
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normalmente baixa fitotoxicidade, de facil disponibilidade e baixo custo, quando
preparados utilizando-se plantas presentes ou até mesmo cultivadas nas
propriedades rurais (Santos et al., 1998).

Estudos com espécies botanicas que apresentam propriedades inseticidas
sao realizados com o intuito de se encontrar novas moléculas que tenham um efeito
de controle nos insetos-praga, possibilitando assim, a sintese de novos produtos,
sendo que a descoberta e producdo de novos agrotoxicos derivados de compostos
botanicos sdo também importantes social, cultural e ecologicamente (Vendramim,
2000).

Diversas espécies plantas possuem atividade inseticida relatada, porém
muitas ainda precisam ser estudadas para posteriormente serem utilizadas nos
cultivos agricolas (Menezes, 2005). Diversos trabalhos ja demonstraram a atividade
inseticida de derivados de plantas, muitos deles com boa eficiéncia e, dentre essas
plantas, destacam-se algumas espécies da familia Piperaceae, com o género Piper
tendo relevancia pelo fato de suas espécies apresentarem “metabdlitos secundarios”
em suas constituicbes, sendo eles com elevada bioatividade, inclusive com
propriedades inseticida, como certas amidas, lignanas, flavonoides, alcaloides,
arilpropanoides e ésteres graxos (Trindade e Silva, 2008; Castro et al., 2010).

Associado a bioatividade desses produtos de origem botanica, Karlsson
(2005) cita a capacidade deles poderem causar algum tipo de dano, temporario ou
permanente, a uma planta, o que € genericamente tratado por fitotoxicidade. No
caso do emprego de extratos botanicos visando ao controle de pragas, normalmente
as folhas sdo as mais afetadas, podendo apresentar sintomas de descoloracao
(amarelecimento) e seca, necrose, “encarquilhamento” e redu¢do de tamanho, com
efeitos diretos na capacidade fotossintética e, consequentemente, na producéo.
Devido a crescente preocupacdo com a sustentabilidade dos sistemas de producéo,
vem ocorrendo incentivo as pesquisas relacionadas a novas técnicas de manejo da
praga, principalmente com a utilizacdo de produtos naturais menos agressivos, Como
0s extratos botanicos com acéo inseticida (Gongalves-Gervario, 2003).

Como pouco se sabe sobre o efeito do extrato de Piper cubeba L.
(Piperales: Piperaceae) em P. xylostella, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sua

toxicidade para essa praga, em condi¢cbes de laboratério, bem como sua possivel
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acao fitotoxica em folhas e mudas de couve, em condi¢cbes de laboratério e de

casa-de-vegetacao.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI) e em estufas do Departamento de Ciéncias da Producéo Agricola da
FCAV/UNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo. Os bioensaios foram mantidos em sala
climatizada com temperatura de 25 + 1°C, fotoperiodo de 12h de luz/12h de escuro

e umidade relativa de 70 + 10%.

2.1. Obtencéao do extrato

O extrato hexanico de P. cubeba foi cedido pelo Professor Dr. Marcio L. A. e
Silva do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da UNIFRAN, Franca, SP. O
material vegetal, sementes ja secas de P. cubeba, foi importado da india, da cidade
de Nova Dehli, sendo que o processo de obtencdo do extrato ocorreu conforme
relatado por Truzi (2020), podendo assim ser resumido: (1) 1005 g de sementes de
P. cubeba foram secas em estufa com circulacdo de ar a 100 °C por 4 horas,
durante dois dias; (2) posteriormente as sementes foram maceradas com 2 litros de
etanol em um moinho de facas, resultando no extrato etandlico bruto; (3) na
sequéncia o extrato passou pelo processo de extracdo exaustiva, com agitacdo e
posterior filtragem, sendo esse processo realizado por 3 vezes para obtencdo de um
extrato mais claro; (4) a proxima etapa foi a particdo do extrato em um funil de
separacdo, com adicdo de 500 mL de solucdo hidrometandlica, na proporcédo 9:1
(MeOH:Agua) e, em seguida, 150 mL de hexano por 6 vezes; (5) a solucéo foi entéo
agitada e mantida em repouso para separacdo da fragdo hexanica e

hidrometandlica.

2.2. Criacao de Plutella xylostella

Para a conducéo dos bioensaios foi utilizada uma populacao resistente a

toxinas de B. thuringiensis HD-1, populagédo essa denominada Bt e originaria de uma
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outra suscetivel e selecionada a cada geracdo com a linhagem B. thuringiensis var.
kurstaki HD-1 (CrylAc, CrylAa, CrylAb, Cry2A, Cry2B) (Masson et al.,, 1990;
Tabashnik et al., 1994) (Lepidoptera-especificos) por De Bortoli (2018), estando na
1552 geracédo em setembro de 2019.

A metodologia utilizada para realizacéo da criacao dos insetos foi descrita por
Thuler (2009), adaptada por De Bortoli et al. (2017). O substrato para alimentacéo e
oviposicéo de P. xylostella foi folhas de couve (Brassica oleracea var. acephala, cv.
Manteiga), cultivada em area experimental da FCAV-UNESP (campo e casa de
vegetacao).

Adultos recém-emergidos foram transferidos para gaiolas plasticas cilindricas
transparentes (13,0 cm de diametro x 15,0 cm de altura), com duas aberturas, uma
lateral retangular de 10,0 cm x 5,0 cm, coberta por tecido tipo “voile” cujo objetivo é
melhor aeracao interna, e outra também retangular de 10, 0 cm x 2,0 cm, fechada
com filme plastico PVC, para permitir o0 manuseio interno. Na parte superior do
recipiente foi feita uma abertura circular de 2,3 cm de diametro, utilizada para a
fixacdo de um pedaco de espuma plastica, envolta por tecido tipo “voile”, embebida
em solugdo aquosa de mel a 10% para alimentag&o dos adultos.

No interior das gaiolas foram colocados discos de folha de couve de 8 cm de
diametro, como substrato para a oviposicdo, assentados sobre discos de papel filtro
de 9 cm de diametro umedecidos com agua destilada; como suporte para os discos
foi utilizado um copo plastico transparente em posicao invertida. Os discos (couve e
papel) foram trocados diariamente, sendo os de couve contendo as posturas
acondicionados em placas de Petri de 9,0 cm de didametro, até a eclosdo das
lagartas. ApO6s a eclosdo, os discos com as lagartas foram transferidos para
recipientes plasticos retangulares (27,0 cm de comprimento x 17,0 cm de largura x
8,0 cm de altura) contendo folhas de couve, o substrato alimentar das lagartas. A
troca das folhas do recipiente foi feita diariamente até que os insetos atingissem a
fase pupal.

As pupas foram coletadas com o auxilio de pinca e transferidas para tubos de
ensaio de fundo chato (8,5 cm x 2,0 cm) vedados com filme plastico de PVC
contendo pequenos orificios para melhor aeracdo interna, sendo acondicionadas

aproximadamente 30 pupas por tubo.
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2.3. Bioensaio de fitotoxicidade

2.3.1. Em folhas destacadas de mudas de couve

O bioensaio de fitotoxicidade (analise visual) foi realizado com folhas de
couve (Brassica oleracea var. acephala cv. Manteiga) retiradas de mudas
provenientes do Setor de Horticultura da FCAV-Unesp, Jaboticabal, SP, mantidas
em vasos e em casa-de-vegetagao.

As folhas utilizadas nos bioensaios foram destacadas das mudas apos 30 dias
do transplantio com o auxilio de uma tesoura esterilizada, prevenindo possiveis
contaminagdes, e levadas ao laboratério onde foram lavadas e tratadas por 10
minutos com solucdo de hipoclorito a 10%, sendo entdo lavadas novamente com
agua corrente e secas com papel toalha. Uma das vantagens da técnica da folha
destacada é o aproveitamento de espaco, baixo risco de contaminacao,
possibilitando a manipulacdo do ambiente, permitindo assim, obter resultados
similares ao do campo (Twizeyimana et al., 2007). Portanto, o uso desta técnica para
testes rapidos em laboratorio para observar o efeito de herbicidas € uma opcao
simples e pratica.

Na sequéncia foram pulverizadas até ponto de escorrimento, com um
pulverizador manual com capacidade para 200 mL, com solucdes do extrato de P.
cubeba nas seguintes concentracdes: 7%, 5%, 3%, 1%, 0,5%, 0,26% e 0,14%,
com diluicio em Dimetilsulféxido (DMSO) a 0,5%, e deixadas para secar por uma
hora aproximadamente sobre papel toalha (temperatura ambiente). Nos tratamentos
controle, as folhas foram pulverizadas apenas com agua deionizada + DMSO 0,5% e
com &gua deionizada. Deste modo, foram avaliados 9 tratamentos e 4 folhas
(repeticbes) por tratamento. ApGs secagem, as folhas foram acondicionadas em
caixas plasticas (30 cm de comprimento x 15 cm de largura x 7,5 cm de altura)
contendo papel filtro levemente umedecido com agua destilada visando preservar o
vigor da folha, com a avaliacédo visual de fitotoxicidade realizada 24h, 48h, 72h,
96h e 128h apoOs as pulverizacbes, utilizando-se a escala de notas (adaptada)
proposta pelo Comité de Métodos de Conselho Europeu de Pesquisa sobre
Plantas Daninhas (EWRC, 1964) , onde : 1 — Nulo; 2 — Muito leve; 3 — Leve; 4 —
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Baixa; 5 — Média; 6 — Quase forte; 7 — Forte; 8 — Muito forte e 9 — Total/Destruicao

completa.

Figura 2. Sintomas de fitotoxidade do extrato de Piper cubeba em folhas de
couve, de acordo com as notas da escala proposta pelo Comité de Métodos de
Conselho Europeu de Pesquisa sobre Plantas Daninhas (EWRC, 1964), onde: A: 1
Nulo; B: 2 Muito leve; C: 3 Leve; D: 4 Baixa; 5 Média; 6 Quase forte; 7 Forte; E: 8
Muito forte.

2.3.2. Em mudas de couve em vaso

O ensaio com mudas de couve (Brassica Oleracea var. acephala cv.
Manteiga), com o transplantio sendo efetuado aos 15 dias de idade e, depois de 30
dias, as plantas foram transplantadas aos vasos. Foram marcadas duas folhas por
planta e pulverizadas até o escorrimento com pulverizador manual (200mL), com as
solugbes dos diferentes tratamentos. Os experimentos foram conduzidos em blocos
casualizados com 9 tratamentos X 4 repeticbes, sendo a fitotoxicidade visual do
extrato de P. cubeba avaliada 24h, 48h, 72h, 96h e 128h ap6s as pulverizacdes,
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adotando-se escala de notas citada por Scroonhoven e Pastor-Corrales (1987),
onde: 1 - corresponde as plantas sem sintomas perceptiveis; 3 - atribuida as
plantas com poucas folhas murchas, representando ndo mais que 10% da
folhagem, e com pequenas lesBes no hipocdétilo; 5 - atribuida as plantas com
aproximadamente 25% das folhas com sintomas de murcha e clorose; 7- cerca de
50% das folhas exibindo sintomas de murcha, clorose e necroses limitadas; 9 -
plantas com sintomas de necrose com desfolhagéo precoce, clorose e murcha em

75% das folhas ou mais, plantas severamente atrofiadas e mortas.
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Figura 1. Sintomas de fitotoxidade do extrato de Piper cubeba em plantas de
couve, com as notas seguindo a escala citada por Scroonhoven e Pastor-Corrales
(1987). A. Nota 1 - Planta sem sintomas perceptiveis; B. Nota 3 - Planta com
poucas folhas murchas, representando ndo mais que 10% da folhagem, e com
pequenas lesbes no hipocotilo; C. Nota 5 - Planta com aproximadamente 25% das
folhas com sintomas de murcha e clorose; D. Nota 7- Planta com cerca de 50% das
folhas exibindo sintomas de murcha, clorose e necrose; E. Nota 9 - Plantas com
sintomas de necrose, com desfolha precoce, clorose e murcha em 75% das
folhas ou mais.

2.4. Toxicidade via ingestéo

Para o teste via ingestao (toxicidade oral), discos foliares de couve (Brassica

oleracea var. acephala cv. Manteiga) de 9 cm de diametro foram pulverizados
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individualmente com as solucdes do extrato de P. cubeba, nas concentracdes de
7%, 5%, 3%, 1%, 0,5%, 0,26% e 0,14%, com diluicdo em agua deionizada com
Dimetilsulfoxido (DMSO 0,5%). Nos tratamentos controles, as folhas foram
pulverizadas apenas com &gua deionizada + Dimetilsulfoxido (DMSO 0,5%) e agua
deionizada. Cada disco foliar foi pulverizado com as solucdes até o escorrimento e
deixados secar em temperatura ambiente. Os discos de couve foram entdo
colocados individualmente em placas de Petri (9,5 cm de didametro x 2,0 cm de
altura), sobre papel filtro umedecido com agua deionizada. Em cada placa foram
colocadas 10 lagartas de terceiro instar de P. xylostella. Quando houve necessidade
foi feita a reposicdo dos discos nas placas. O experimento foi conduzido em blocos
inteiramente casualizados com 9 tratamentos x 10 repeti¢cdes, utilizando-se 100
lagartas por tratamento. As primeiras duas avaliagcbes da mortalidade foram
realizadas 12 horas e 24 horas ap0s o inicio do bioensaio, e as demais a cada 24
horas até a morte de todos os insetos. As lagartas foram registradas como mortas

guando n&do se moviam ao serem tocadas com um pincel de cerdas macias.

2.5. Andlise estatistica

Os dados de toxicidade e fitotoxicidade do extrato de P. cubeba em folhas de
couve foram submetidos aos testes Bartlett e Kolmogorov para constatacédo de
normalidade e homogeneidade da variancia, visando verificar se atendiam aos
requisitos da analise de variancia (ANOVA). Como 0s pressupostos ndo foram
atendidos, as médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05)
(PROC NPAR1WAY). Para a conducdo de todas as analises foi utilizado o
software SAS (SAS Institute, 2015).
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3. Resultados

3.1. Fitotoxicidade do extrato hexanico de Piper cubeba

As Figuras 1 e 2 ilustram os sintomas de fitotoxicidade das diferentes
concentracbes de extrato de P. cubeba, respectivamente em folhas destacadas e
mudas de couve em vasos.

Nos testes para analisar a fitotoxicidade, tanto as folhas de couve
destacadas mantidas em recipientes plasticos, quanto as mudas em vasos,
demonstraram alguns sintomas resultantes da aplicacdo do extrato. Nas plantas em
vaso, 0s tratamentos com as maiores concentragbes (7,0%, 5,0% e 3,0%)
apresentaram sintomas de fitotoxicidade nota 3 no dia seguinte a aplicacdo. Além
disso, a severidade dos sintomas nesses tratamentos aumentou com o decorrer dos
dias alcancando a nota 9 no 5° dia de avaliacdo. A partir da concentracdo 1,0% e no
tratamento com agua deionizada + DMSO 0,5%, as plantas ndo apresentaram
nenhum sintoma perceptivel de fitotoxicidade, apresentando nota 1 durante todo o
periodo de avaliacdo, ndo diferindo da testemunha (Tabela 1). Portanto, foi
estabelecido que a concentracdo maxima do extrato a ser utilizada em couve é de
1,0%.
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Tabela 1. Notas atribuidas as mudas de couve expostas aos diferentes
extratos de Piper cubeba e aos controles, de acordo com escala de
Scroonhoven e Pastor-Corrales (1987).

Tratamentos 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia

1- extrato 7,0% 3 5 9 9 9
2- extrato 5,0% 3 5 9 9 9
3- extrato 3,0% 3 5 7 7 9
4- extrato 1,0% 1 1 1 1 1
5- extrato 0,5% 1 1 1 1 1
6- extrato 0,26% 1 1 1 1 1
7- extrato 0,14% 1 1 1 1 1
8- 4gua + dmso 1 1 1 1 1
9- 4gua 1 1 1 1 1

No ensaio com folhas de couve destacadas e dispostas em recipientes
plasticos, nas maiores concentracdes do extrato as folhas apresentaram textura
Umida a partir do segundo dia de avaliacdo. As concentracdes de 7,0%, 5,0% e
3,0% apresentaram sintomas de fitotoxicidade no 2° dia ap6s a aplicacdo do extrato,
tornando-se mais severos nos dias subsequentes. A maior concentracdo (7,0%)
provocou sintomas de fitotoxicidade variando de quase forte a muito forte e durante
todo o periodo de avaliacao (Tabela 2). O tratamento apenas com DMSO 0,5% nao

apresentou sintomas de fitotoxicidade, sendo semelhante a testemunha.
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Tabela 2. Notas atribuidas as folhas destacadas de couve expostas aos diferentes
extratos de Piper cubeba e aos controles, de acordo com a escala adaptada pelo
Comité de Métodos de Conselho Europeu de Pesquisas sobre Plantas Daninhas
(EWRC, 1964).

Tratamentos 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia

1- extrato 7,0% 1,0 £ 0,00 at 6,3+0,96 a 6,3+0,96 a 8,0+0,00 a 8,0+0,00 a
2- extrato 5,0% 1,0+0,00 a 6,5+1,00 a 6,5+1,00 a 8,0+0,00 a 8,0+0,00 a
3- extrato 3,0% 1,0+ 0,00 a 25+1,29b 25+129b 40+£1,41b 40+£1,41b
4- extrato 1,0% 1,0+ 0,00 a 1,0+£0,00 b 1,0+£0,00 b 1,5+0,58c 1,5+0,58¢c
5- extrato 0,5% 1,0+ 0,00 a 1,3+0,50b 1,3+050b 2,3+1,26bc 2,3+1,26 bc
6- extrato 0,26% 1,0+ 0,00 a 1,0+0,00 b 1,0+ 0,00 b 355+129bc 3,5+1,29bc
7- extrato 0,14% 1,0+ 0,00 a 1,0+0,00 b 1,0+ 0,00 b 3,3x150bc 3,3+1,50bc

1IMédias = erro padrao seguidas de mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P
> 0,05).

3.2. Toxicidade de extrato via ingestao

No bioensaio de toxicidade do extrato de P. cubeba via ingestdo, a
concentracdo 7,0% causou a mortalidade de 90,0% das lagartas de P. xylostella
apos 24 horas de exposicdo e com mortalidade total apds 48 horas. As
concentracfes de 5,0%, 3,0% e 1,0% também resultaram em elevada mortalidade
de lagartas (> 90,0%) durante o periodo de avaliacdo. Todos os tratamentos
descritos anteriormente apresentaram maior toxicidade em relagdo ao tratamento
com 0,5% do extrato que causou mortalidade de 64,0%. A reducdo na concentracao
também resultou em menor mortalidade de lagartas, sendo de 26,0% e 12,0% nas
concentracfes de 0,26% e 0,14%, respectivamente. O tratamento com DMSO 0,5%
apresentou 20,0% de mortalidade, enquanto na testemunha com agua deionizada foi
de 10,0% (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade acumulada (%) de lagartas de Plutella xylostella
alimentadas com couve tratada com diferentes concentracdes do extrato de Piper
cubeba e nos controles.

Mortalidade acumulada (%)

Tratamentos
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas

7 00% 90,0 + 100,0 £ 100,0 £ 100,0 + 100,0 £ 100,0 £ 100,0 £

, (0}
8,16 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
£ 00% 67,0 £ 89,0 + 93,0 + 93,0+ 93,0+ 93,0 + 93,0+

, (1}
12,52 b 13,70 b 10,59 a 10,59 a 10,59 a 10,59 a 10,59 a
3,000 81,0 + 100,0 + 100,0 + 100,0 + 100,0 + 100,0 + 100,0 +

, (0}
22,34 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
1.00% 24,0+ 86,0 + 90,0 + 90,0 £ 90,0 £ 90,0 + 90,0 £

y 0
15,78 ¢ 17,76 b 12,47 a 12,47 a 12,47 a 12,47 a 12,47 a
0.500¢ 13,0+ 18,0 + 26,0 + 47,0 + 57,0+ 63,0 + 64,0 +

, (1]
14,18d 13,98 ¢ 17,76 b 14,29 b 21,11b 20,58 b 21,19b
1,0+ 20+ 50+ 17,0+ 22,0+ 26,0 + 26,0 £

0,26%
3,16 d 4,22d 7,07c 9,49 c 9,19c 9,66 C 9,66 C
0,0+ 3,0+ 7,0+ 10,0 £ 10,0 £ 12,0+ 12,0+

0,14%
0,00d 4,83d 8,23 ¢c 10,54 ¢ 10,54 c 10,33d 10,33d
; 4,0 + 7,0+ 8,0+ 15,0 £ 16,0 £ 20,0 + 20,0 +

Agua + DMSO

5,16 d 8,23 d 9,19 ¢ 12,69 ¢ 12,65¢ 14,14 cd 14,14 cd
A 1,0+ 3,0+ 7,0+ 9,0+ 10,0 £ 10,0 £ 10,0 £

ua
9 3,16d 6,75d 13,37 c 12,86 ¢ 12,47d 12,47d 12,47d

1IMédias + erro padrao seguidas de mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis
(P >0,05).

4. Discussao

Quando plantas apresentam substéncias inseticidas deve-se inicialmente
fazer testes a fim de se conhecer o poder fitotoxico dos seus metabolitos, sejam
oriundos de seus extratos ou de 6leos essenciais presentes em sua composicao, por
exemplo. Em seguida, deve ser feita a avaliacdo de seus efeitos na praga alvo. No
presente estudo, o extrato de P. cubeba apresentou potencial fitotoxico na espécie
de planta hospedeira da praga avaliada (couve).

A fitotoxicidade pode ser definida como um impacto negativo no crescimento
ou na aptiddo da planta, relacionado as disfuncdes celulares que afetam o seu
sistema fotossintético, por exemplo (Werrie et al.,, 2020). Diversos produtos
fitoquimicos influenciam varios processos fisiologicos de crescimento e Nno processo

de divisdo celular da planta, como, por exemplo, no alongamento do sistema
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radicular. Neste estudo foi avaliado o efeito visual em folhas de couve, os quais
foram bem significativos em concentracdes de 3 a 7% do extrato de P. cubeba
(Figura 2), o que inviabiliza o uso do extrato nessas concentracdes. Apesar do
registro das concentracdes que causam essa atividade nas plantas, a familia
Piperaceae € composta por mais de 600 substancias quimicas (Stohr et al., 2001),
dificultando assim, o reconhecimento de quais seriam responsaveis pelas acdes
fitotbxica e inseticida. Segundo Carneiro (2003), os efeitos de fitotoxicidade
dependem da espécie botanica utilizada onde o extrato serd aplicado, sua fase
desenvolvimento e idade, como também a concentracdo a ser usada.

A folha é a parte da planta mais vulneravel ao ataque de herbivoros, como
também é o 6rgdo vegetal com maior atividade metabdlica, portanto, € esperado que
elas apresentem maior diversidade de aleloquimicos com diferentes niveis de
bioatividade (Jacobi e Ferreira, 1991; Borella e Pastorini, 2010). Nas folhas
destacadas de couve, o extrato de P. cubeba funcionou como uma espécie de cera
impermeabilizante, tornando a superficie foliar uma area de pouca perda de agua,
reduzindo a transpiragdo. Diferentemente, as folhas nas mudas mantidas em vasos
permaneceram secas durante todo o periodo de avaliacdo, devendo, em funcédo
deste fato, ter ocorrido a pequena diferenca entre as notas verificadas nos
diferentes dias analisados, com as folhas destacadas a partir do tratamento 3 néo
apresentando sintomas visiveis de fitotoxicidade. Nas mudas isso s6 comecou a
acontecer no tratamento 4, sendo esses efeitos semelhantes aos registrados por
Truzi (2020) trabalhando com o extrato etandélico de P. cubeba em folhas de milho e
soja.

Barréto et al. (2005) avaliaram a aplicacdo de caldas com diferentes
diluicbes do extrato fresco de Agave sisalana Perinne (Agavaceae) em plantas de
algodoeiro colorido e observaram que as caldas nas proporcées de 19%, 38% e
57% provocaram efeitos de fitotoxicidade de nulo a muito leves. De acordo com
estes mesmos autores, a intensidade dos sintomas de fitotoxicidade aumentou com
as maiores proporcdes do extrato na calda de aplicagdo, mostrando tendéncia
semelhante aos resultados dessa pesquisa, onde com a elevacdo das

concentracbes ocorreu aumento no grau de severidade na fitotoxicidade.
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Os sintomas de fitotoxicidade que as folhas destacadas de couve e as folhas
das mudas em vasos apresentaram foram deformacbes nas suas estruturas e
alteracdo na coloracao, respectivamente. Extratos de algumas espécies de Piper
sdo usados como herbicidas devido sua agéo fitotoxica (Hong et al., 2002; Pucklai e
Kato-Noguchi, 2011). Porém, nessa pesquisa, observou-se que baixa concentracao
do extrato de P. cubeba ndo apresenta fitotoxicidade em couve.

Segundo Grafa et al. (2012), a-, B-pineno; p-quimeno, eugenol, limoneno e
linalol tém efeitos fitotoxicos na germinacdo e no crescimento de varias espécies de
plantas, sendo tais elementos encontrados em espécies de Piperaceae (Jamarillo-
Colorado et al., 2019). Deve também ser destacado que o efeito alelopatico de
extratos de plantas pode ocorrer quando entram em contato com outras partes da
planta, como as raizes (Colpas et al., 2003), sendo que 0s sintomas observados
ocorreram nas folhas de couve, a parte da planta que teve contato direto com o
extrato, ndo sendo avaliado possivel acdo alelopatico nas raizes.

Constatou-se nessa pesquisa um grande potencial téxico do extrato de P.
cubeba em lagartas de P. xylostella, existindo na literatura relatos de que plantas do
género Piper possuem acao inseticida em insetos-praga. Nesse sentido, a espécie
P. cubeba, na forma de extrato hexanico ou 6leo essencial, pode ser empregada
para combate de pragas de grdos armazenados e outros insetos, especialmente da
ordem Lepidoptera, conforme citado por Risco et al. (2012), Chaubey (2013) e Truzi
et al. (2019).

Torrecillas e Vendramim (2001) relatam que extratos de plantas podem
provocar mortalidade significativa em insetos, como com o0 extrato aquoso de
Trichilia pallida (Meliaceae) a 1% que causou mortalidade de 100% em lagartas de
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) antes de
completarem 10 dias de idade. Ao avaliarem o potencial inseticida do extrato
cetbnico de folhas de P. aduncum nas concentracdes de 8% e 4% em ninfas do
percevejo marrom Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae),
Piton et al. (2014) obtiveram mortalidades de 72% e 52%, além de reducé&o na taxa
reprodutiva do inseto e na sobrevivéncia dos adultos.

A eficiéncia de produtos de origem botéanica, como dos extratos de Piper

utilizados como inseticidas, tem sido associada com a concentracdo de piperina
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(Scott et al., 2005), sendo que Murata et al. (2000) constataram que o extrato de
sementes de P. tuberculatum causou toxicidade aguda na lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis Hiuibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) nas doses entre 40 e 140 mg por
inseto, com taxas de mortalidade de até 82%. Também, estudando o efeito de
extrato acetonico das folhas de Piper hispidum em Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) (Coleoptera: Scolytidae), Santos et al. (2010) observaram mortalidade de até
100%. De acordo com Badgujar et al. (2017), o eugenol, composto também
encontrado em Piper spp. causa toxicidade por contato em P. xylostella. O extrato
hidroalcoodlico de Lippia sidoides (Verbenaceae), que também contém eugenol e
outros compostos inseticidas efetivos contra P. xylostella, apresentou a¢éo inseticida
em lagartas dessa praga nas concentracdes de 2,5%, 1,7% e 2,0%, causando
mortalidade semelhante entre as concentragfes testadas, variando entre 96 e 100%
(Truzi et al., 2016; Monteiro et al., 2021).

Ainda, os Oleos essenciais de Piper podem apresentar substancias com
potencial antialimentar (Andrés et al., 2017; Jamarillo-Colorado et al., 2019), o que
pode ter acontecido com o extrato de P. cubeba e ter levado a morte das lagartas
por inanicao.

Os inseticidas a base de plantas devem apresentar eficiéncia de controle
maior que 80% para a utilizacdo no Manejo Integrado de Pragas (MIP) (MAPA,
2015), portanto, o extrato hexénico de P. cubeba poderia ser utilizado para controle
de P. xylostella. Nesse sentido, o presente trabalho pode mostrar que o extrato
hexanico de P. cubeba apresenta-se como uma alternativa promissora para o
controle de P. xylostella. Entretanto, estudos com suas substancias ativas isoladas
devem ser realizados para avaliagdo de onde vem atividade inseticida, visando com
isso a possibilidade de sintese de novas moléculas para elaboracdo de inseticidas

em escala comercial a ser utilizado no manejo integrado de P. xylostella.

5. Conclusdes

O extrato de P. cubeba apresenta fitotoxicidade em couve nas concentracdes
de 3,0; 5,0 e 7,0%;
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O extrato de P. cubeba nas concentracbes utilizadas apresenta acao
inseticida para lagartas de P. xylostella;

A concentracdo adequada do extrato de P. cubeba que produz bons indices
de mortalidade em lagartas de P. xylostella, sem causar fitotoxicidade em folhas e

mudas, é de 1%.
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CAPITULO 4 - Acdo de inseticidas quimico, bioldgico e extrato de Piper
cubeba em ovos e na oviposicdo de Plutella xylostella, em

condicOes de laboratdrio

RESUMO - Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) € um inseto-praga de
brassicdceas, com as medidas para seu combate podendo gerar elevados custos
anuais. O método mais utilizado para seu controle tem sido o quimico, muito embora
0 emprego excessivo, além de selecionar resisténcia em suas populagfes, provoca
efeitos negativos ao ambiente e a saide humana. A utilizacdo de bioinseticidas e de
extratos de plantas com propriedades inseticidas representam alternativas ao
controle quimico, sendo 0Ss mesmos sustentaveis ambientalmente. Embora
pesquisas tenham descrito a acdo do Bacillus thuringiensis var. kurstaki nas fases
larvais de P. xylostella, pouco se sabe sobre seu efeito em ovos deste e de outros
lepidopteros. Este estudo teve como objetivo avaliar e compreender a acdo do
inseticida biolégico B. thuringiensis var. kurstaki, do quimico ciantraniliprole e do
extrato de Piper cubeba L. na oviposicdo e em ovos de uma populagcdo de P.
xylostella. Os ovos recém colocados (0 h), com 24 e 48 horas de idade foram
avaliados por 4 dias ap0s ao tratamento com as soluc¢des dos respectivos produtos,
determinando-se 0 numero de lagartas eclodidas e o periodo de desenvolvimento
embrionéario. Nos testes de oviposicdo, discos de folhas de couve tratados com as
solucbes em teste foram dispostos em gaiolas plasticas contendo um casal de P.
xylostella, sendo esses discos diariamente trocados para a contagem do numero de
ovos neles depositados. Ovos com 24 e 48 h de idade tratados com extrato de P.
cubeba e ovos recém colocados tratados com ciantraniliprole apresentaram as
menores taxas de eclosdo de larvas. Os discos de couve tratados com extrato de P.
cubeba diminuiram a longevidade dos adultos, assim como a oviposicdo de P.
xylostella. O tratamento com ciantraniliprole reduziu a longevidade das fémeas, o
namero e a viabilidade dos ovos em relacdo aos discos tratados com B. thuringiensis
e agua destilada (controle). Este estudo mostrou que o extrato de P. cubeba
apresenta maior acao toxica em ovos e influencia negativamente na oviposicao de
P. xylostella.

Palavras-chave: acdo embrionicida, Bacillus thuringiensis, ciantraniliprole, extrato
botanico, traca-das-cruciferas.
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CHAPTER 4 - Action of chemical and biological insecticides and Piper cubeba
extract on eggs and oviposition of Plutella xylostella under

laboratory conditions

ABSTRACT - Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) is the main insect pest
of Brassicaceae, and measures to combat it can generate high annual costs. The
most used method for its control has been the chemical one, although excessive use,
in addition to selecting resistance in their populations, causes negative effects to the
environment and human health. The use of bioinsecticides and plant extracts with
insecticidal properties represent alternatives to chemical control, which are
environmentally sustainable. Although research has described the action of Bacillus
thuringiensis var. kurstaki in the larval stages of P. xylostella, little is known about its
effect on eggs of this and other lepidopterans. This study aimed to evaluate and
understand the action of the biological insecticide B. thuringiensis var. kurstaki, the
chemical cyantraniliprole and the extract of Piper cubeba L. on oviposition and eggs
of a population of P. xylostella. Freshly laid eggs (0 h) aging 24 and 48 hours were
evaluated during 4 days after treatment with the solutions of the respective products,
determining the number of hatched larvae and the embryo development period. In
the oviposition tests, collard green leaf discs treated with the test solutions were
placed in plastic cages containing a pair of P. xylostella, and these discs were
changed daily to count the number of eggs deposited. Eggs aged 24 and 48 h
treated with P. cubeba extract and freshly laid eggs treated with cyantraniliprole had
the lowest larval hatching rates. Collard green leaf discs treated with P. cubeba
extract decreased adult longevity, as well as P. xylostella oviposition. The treatment
with cyantraniliprole reduced female longevity, egg number and viability compared to
discs treated with B. thuringiensis and distilled water (control). This study showed
that P. cubeba extract has greater toxic action on eggs and negatively influences P.
xylostella oviposition.

Keywords: embryonic action, Bacillus thuringiensis, cyantraniliprole, botanical
extract, diamondback moth.
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1. Introducéo

Na olericultura, de um modo geral, tem grande destaque a producéo de
brassiciceas, devido ao seu elevado volume de producdo e retorno financeiro ao
horticultor, principalmente, para os produtores familiares, destacando-se sua ampla
utilizacdo em funcéo de suas propriedades nutricionais e medicinais. Esse grupo de
plantas se destaca, entre outras hortalicas cultivadas, particularmente folhosas, pelo
seu alto valor em carboidratos, proteinas, iodo, fibras, calcio, ferro e vitaminas A e C
(Trani et al., 2015).

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae),
€ um microlepidoptero amplamente distribuido nas areas de cultivo de brassicaceas,
no Brasil e no mundo, causando enormes perdas em funcdo das desfolhas
generalizadas que as lagartas podem causar (Furlong et al.,, 2013). Associado a
isso, estima-se que 0s custos anuais para o controle desta praga estejam em torno
de U$ 2,3 bilhdes, avolumando-se significativamente quando a eles sdo somados 0s
danos causados, podendo entdo ultrapassar U$ 5 bilhdes anuais na economia
mundial (Zalucki et al., 2012; Li et al., 2016).

Dentre os fatores que contribuem para o sucesso de P. xylostella como
inseto-praga destacam-se a alta capacidade reprodutiva e o ciclo de vida curto
(média de 12 dias) (Liu et al., 2002; Machekano et al., 2017; CABI, 2019). Esse
inseto sobrevive em um amplo gradiente de temperatura, alimentando-se de
diversas espécies de brassicaceas (Talekar e Shelton, 1993; Zhao et al., 2002;
Shelton e Nault, 2004; Vickers et al., 2004), com a literatura pertinente relatando
também a sua alta capacidade de selecao para resisténcia a inseticidas quimicos
(Whalon et al., 2016).

O controle quimico € o método mais empregado em todo o mundo para o
manejo de P. xylostella (Grzywacz et al., 2009; De Bortoli et al., 2013). Muito embora
este metodo possa ser eficaz no controle da praga, existem varios problemas
decorrentes do seu uso, principalmente aqueles relacionados a saude humana
(Benedetti et al., 2013; Sabarwal et al., 2018), ao meio ambiente (Carriger et al.,
2006; Bruhl e Zaller, 2019) e a selecdo de populacdes resistentes (Steinbach et al.,

2017; Troczka et al., 2017). Dentre as estratégias de manejo utilizadas para evitar ou
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retardar o aparecimento de populacdes resistentes, podem ser citadas a aplicacéao
adequada de inseticidas, quando o nivel de controle for atingido; a utilizacdo de
produtos de diferentes grupos quimicos e modos de a¢éo; a aplicagcédo de inseticidas
seletivos aos inimigos naturais; e o emprego de mais de uma estratégia de controle
(Desneux et al., 2007; Gentz et al., 2010; Fathipour e Sedaratian, 2013).

Como alternativa ao controle quimico, os bioinseticidas a base da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner podem ser empregados nos
sistemas de producao (Gong et al., 2010; Nian et al., 2015). De acordo com Mohan e
Gujar (2002), B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) (HD-1) € o componente principal de
um dos bioinseticidas mais eficazes no controle de P. xylostella, o Dipel®. Essa
bactéria produz as proteinas inseticidas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa, utilizadas
como ingredientes ativos de produtos comerciais (HoOfte et al., 1988; Abbott
Laboratories, 1992; Fu et al., 2008).

As toxinas produzidas por essas bactérias sdo mais efetivas aos lepidopteros-
praga (Roh et al., 2007), tendo rapida degradacdo no ambiente, o que diminui 0s
riscos do impacto ambiental negativo (Brewer e Goodell, 2012). Entretanto, casos de
resisténcia de P. xylostella as toxinas de Bt também ja estdo devidamente relatados
na literatura (Kirsch e Schmutterer, 1988; Tabashnik et al., 1990; Baragamaarachchi
et al., 2019). A utilizacdo de Bt em ovos de insetos pode ocasionar a mortalidade,
sendo que este fato ainda nao foi estudado com a profundidade necessaria, com a
estratégia de se aplicar Bt visando atingir os ovos, além de larvas, pode ser bastante
Gtil para se obter um controle efetivo para populacdes de P. xylostella.

Outra opcao a ser considerada como alternativa para o Manejo Integrado de
Pragas (MIP) é a utilizacdo de substancias bioativas de origem vegetal com
propriedades inseticidas (Isman, 2006), que podem auxiliar no controle de pragas
(Pereira, 2019). Extratos de plantas sdo facilmente degradados por fatores abidticos,
sendo assim menos agressivos ao meio ambiente (Saito e Luchini, 1998)

O uso desses compostos, representando uma medida de controle para muitas
pragas, ja € adotado em diversos paises, ressaltando-se a vantagem do baixo risco
ao meio ambiente e a saude humana (Saito e Luchini, 1998; Isman, 2020).
Entretanto, a despeito de se ter diversas substancias de origem vegetal com

propriedades inseticidas, poucos sao os produtos disponiveis no mercado (Morais e
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Marinho-Prado, 2016). Desse modo, estudos sdo necessarios para se identificar
substancias extraidas de plantas com potencial de uso no controle de insetos-praga,
bem como para o desenvolvimento de produtos que sejam eficazes, juntamente com
outros métodos de controle, para serem incorporados aos programas de MIP.

Atualmente, muitas espécies de plantas sdo conhecidas por apresentarem
compostos quimicos com potencial de inibir a oviposicao, a alimentacéo, prejudicar o
crescimento larval e causar a mortalidade de insetos-praga (Gallo et al., 2002;
Menezes, 2005; Isman, 2006; Krinski et al., 2014). Dentre essas espécies, plantas
da familia Piperaceae vém sendo estudadas devido a presenca de moléculas
bioativas que possuem potencial inseticida (Park et al., 2002 e 2003). Informacgdes
da literatura mostram que compostos extraidos de Piper cubeba Lf. (Piperales:
Piperaceae) possuem atividade contra insetos, como mosquitos, moscas (Miyakado
et al., 1989), besouros (Chaubey, 2013) e lagartas (Truzi, 2020), ndo existindo,
entretanto, relatos sobre o seu efeito na oviposicdo e em ovos de P. xylostella.
Dessa maneira, 0os extratos oriundos de plantas da familia Piperaceae podem ser
utilizados para o controle de pragas, assim como suas substancias ativas também
podem ser empregadas na sintese de novos principios ativos de inseticidas (Saito,
2004).

Devido as perdas significativas provocadas por P. xylostella nos cultivos e os
diversos problemas ocasionados pelo uso intensivo de inseticidas quimicos, a busca
por outros métodos de controle para serem usados em programas de MIP é de
fundamental importancia. Assim, trabalhos que analisem a eficiéncia dos inseticidas
em ovos, fase bastante vulneravel das pragas, bem como na oviposicdo, sdo de
grande importancia também para orientar o uso e a rotacao de produtos no MIP.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
ciantraniliprole (inseticida quimico), Btk HD-1 (inseticida biol6gico) e extrato de P.
cubeba em ovos e na oviposicdo de P. xylostella, em condi¢cdes de laboratorio,
visando melhorar a compreenséo sobre suas a¢des no desenvolvimento embrionario

e capacidade de oviposicdo dessa praga.
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2. Material e métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI) do Departamento de Ciéncias da Producdo Agricola da
FCAV/UNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo. Os insetos e o0s experimentos foram
mantidos em sala climatizada com temperatura de 25 + 1 °C, fotoperiodo de 12 h de
luz e 12 h de escuro e umidade relativa de 70 = 10%. Os insetos utilizados foram da
populacdo denominada Bt mantida no LBCI, resistente a P. xylostella, originaria de
individuos coletados em 2008 em repolho, de uma area de cultivo convencional na
cidade de Alegre, Espirito Santo, Brasil, e selecionada para resisténcia com a
linhagem Btk HD-1, em condi¢cdes de laboratério. Esse isolado contém o0s genes
crylAa, crylAb e crylAc) (Viana, 2007), tendo sido o mesmo obtido no Banco de
Germoplasma de Bacillus entomopatogénicos pertencente a colecdo do Laboratorio
de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da FCAV/Unesp.

2.1. Criagéo de Plutella xylostella

Adultos de P. xylostella, oriundos da criacao estoque do LBCI, foram liberados
em gaiolas plasticas transparentes (15,0 cm de diametro x 14,5 cm de altura)
contendo discos de folhas de couve (substrato para oviposi¢cdo) com 8,0 cm de
diametro, assentados sobre discos de papel filtro do mesmo diametro e levemente
umedecidos. Esses discos foram dispostos sobre copos plasticos transparentes com
a abertura voltada para baixo, ficando o substrato para oviposi¢cdo elevado no
interior da gaiola. Na parte superior da gaiola foi feito uma abertura circular de 2,5
cm de didmetro, para a fixacdo de uma espuma plastica embebida em solucéo
aguosa de mel a 10 % (fonte de alimento dos adultos). Em cada gaiola foi feita uma
abertura lateral quadrada (10,0 cm x 10,0 cm), coberta com tecido tipo “voile”, com a
finalidade de melhorar a aeracado interna. Os discos de folhas de couve com as
posturas foram retirados diariamente e transferidos para placas de Petri (12,0 cm de
didametro), onde ficaram até a eclosédo das lagartas. Na sequéncia, as lagartas eram
transferidas para caixas plasticas retangulares (30,0 cm de comprimento x 15,0 cm

de largura x 7,5 cm de altura) contendo folhas de couve. Essas caixas foram
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vistoriadas diariamente, fazendo-se a higienizacdo e reposicdo do alimento até as
lagartas atingirem a fase pupal. As pupas foram coletadas com o auxilio de uma
pinga e acondicionadas em tubos de ensaio de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0
cm de didmetro), vedados com filme plastico (PVC) com pequenos orificios feitos
com a utilizacdo de um estilete, visando melhorar a aeracao interna do recipiente.
ApOs a emergéncia, os adultos foram acondicionados nas gaiolas descritas
anteriormente, recomecando o ciclo biolégico do inseto, sendo essa metodologia
baseada na de Barros (1998), adaptada por De Bortoli et al. (2012).

2.2. Acao dos produtos aplicados nos ovos

Folhas de couve contendo ovos recém colocados (0 h), com 24 e com 48
horas pos-postura foram imersas por 5 segundos nas solu¢cées do extrato hexanico
de P. cubeba (9,5 mL/L), preparado na Universidade de Franca (UNIFRAN), Franca,
Séao Paulo, Brasil, conforme descrito por Truzi (2020). Para os demais tratamentos
foram preparadas solucdes de Btk (0,6 g/L) (Dipel®), de ciantraniliprole (0,125 mL/L)
(Benevia®) (segundo Agrofit, 2021) e agua destilada (controle). Os ovos tratados
foram transferidos para cartelas de cartolina (4 cm x 1,5 cm), totalizando 30 ovos por
repeticdo, sendo conduzidas 5 repeticdes por tratamento. As cartelas com 0s ovos
tratados foram acondicionadas em placas de Petri (9,5 cm de diametro x 2,0 cm de
altura) contendo discos de papel filtro umedecidos em seu interior e vedadas com
filme plastico (PVC), com o objetivo de se evitar o ressecamento dos mesmos. Na
sequéncia dos tratamentos, durante 4 dias, foram realizadas observacfes com o
auxilio de microscopio estereoscopico, determinando-se a viabilidade dos ovos
(numeros de lagartas eclodidas). As lagartas eclodidas foram retiradas do recipiente
com o auxilio de um pincel de cerdas macias, evitando-se danificar os ovos

remanescentes.

2.3. Efeitos dos produtos na oviposicéao

Discos de folhas de couve com 5,0 cm de diametro foram imersos, por 5

segundos, nas solucdes do extrato de P. cubeba (9,5 mL/L), de Btk (0,6 g/L)
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(Dipel®), de ciantraniliprole (0,125 mL/L) (Benevia®) e em agua destilada (controle).
Os testes foram realizados em gaiolas semelhantes aquelas da criacdo de P.
xylostella. Foi utilizado um casal recém-emergido por gaiola (repeticdo), sendo
conduzidas 5 repeticbes por tratamento. Os discos contendo posturas foram
substituidos diariamente, com a avaliacdo do numero e da viabilidade dos ovos a
cada 24 horas, até a morte das fémeas. As longevidades dos machos e das fémeas
também foram registradas. As posturas obtidas em discos de couve com o0s
tratamentos citados, durante 4 dias, foram separadas em placas de Petri (9 cm de
diametro) forradas com papel filtro levemente umedecido com &agua destilada.
Assim, foram sendo observados até a eclosdo das larvas, determinando-se o

periodo de incubacao desses ovos.

2.4. Andlise estatistica

No bioensaio sobre o efeito dos produtos em ovos, o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 (tratamentos +
controle) x 3 (idade dos ovos), empregando-se 5 repeticdes com 30 ovos cada. No
bioensaio de oviposicdo, o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 5 repeticbes (um casal por repeticdo). Todos os parametros foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo a comparacdo entre as médias
dos tratamentos nos testes do efeito dos produtos em ovos realizada pelo teste de
Tukey (P < 0,05), visto que os dados atenderam aos requisitos da ANOVA. Para o
bioensaio de oviposicéo (viabilidade e periodo de incubacéo) foi utilizado o teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05), pois os dados nao atenderam aos
requisitos da ANOVA. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
SAS (SAS Institute, 2015).

3. Resultados
Para os dados de viabilidade dos ovos de P. xylostella foi verificada a

interagcdo entre os tratamentos e a idade dos ovos (Fi1, 48 = 15,10; P < 0,0001). As

menores viabilidades para ovos de O h foram observadas no tratamento com
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ciantraniliprole (33,3 %), enquanto para ovos de 24 e 48 h o extrato de P. cubeba
promoveu 0S menores valores para esse parametro biologico (23,3 e 2,66 %,
respectivamente). Os ovos tratados com agua destilada (controle), como esperado,
apresentaram as maiores viabilidades nas trés idades do desenvolvimento
embrionario. Os ovos tratados com Btk apresentaram viabilidades semelhantes em
todas as idades de desenvolvimento do embrido, aproximadamente 67%, enquanto
0S ovos que foram tratados com ciantraniliprole apresentaram menor viabilidade
(33,3%) quando receberam a aplicacdo em idade mais precoce (ovos recém
colocados, Oh). Em relacdo aos ovos tratados com o extrato de P. cubeba, a
viabilidade foi ainda menor (2,7%) quando aplicado em ovos com 48 horas poés

oviposicéo (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito dos inseticidas quimico, biolégico e extrato de Piper cubeba na
viabilidade de ovos (%) de Plutella xylostella, em diferentes idades do

desenvolvimento embrionario.

Idade dos ovos

Tratamentos

Postura recente Com 24h Com 48h
Controle 76,7 £5,77 aB?! 74,7+ 7,72 aB 98,7 + 0,80 aA
Bacillus thuringiensis 64,0 + 6,85 aA 69,3 + 2,67 aA 66,7 + 2,35 bA
Ciantraniliprole 33,3+7,82bB 63,3 £ 5,27 aA 53,3 £ 8,23 bA
Piper cubeba 66,7 £ 6,05 aA 23,3+ 6,24 bB 2,7+1,25cC

IMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

O extrato de P. cubeba, quando aplicado no substrato de oviposicao,
ocasionou a morte dos adultos em aproximadamente 24 horas (machos - F3, 16 =
6,13; P = 0,0056; fémeas - F3,16 = 17,57; P = < 0,0001), portanto ndo foram obtidos
ovos nesse tratamento. Em relacdo aos demais produtos, valores menores para
oviposicdo (F2, 12 = 6,20; P = 0,0142) e viabilidade dos ovos (x? = 8,9049; G.L. = 2; P
= 0,0117) foram verificados no tratamento com ciantraniliprole, sendo 67 ovos/fémea
e 56,9%, respectivamente. Nas gaiolas com o substrato tratado com ciantraniliprole,
as fémeas tiveram longevidade média de 4 dias, diferindo dos tratamentos controle

(8 dias) e Btk (10 dias). No substrato com Btk (10,0 dias) ndo ocorreu diferenca em
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relacdo ao tratamento controle (8,0 dias), resultando em maior longevidade de
fémeas quando comparado aos demais tratamentos, assim como maior nimero de

posturas, com mais de 180 ovos/fémea (Tabela 2).

Tabela 2. Longevidade de machos e de fémeas (dias) e fecundidade (ovos/fémea)
de Plutella xylostella, exposta ao substrato de oviposicdo tratado com inseticidas

quimico, bioldgico e extrato de Piper cubeba.

Longevidade de Longevidade de Fecundidade
Tratamentos
machos fémeas (ovos/fémea)
Controle 8,6 +1,78 at 80+141a 146,0 + 22,49 a
Bacillus thuringiensis 9,4+1,86a 10,0+ 1,00 a 183,0 £ 24,70 a
Ciantraniliprole 6,0+£1,30a 40+0,84b 67,0+£24,14b
Piper cubeba 1,4+£0,40b 1,0£0,00c -

IMédias + erro padrao seguidas de mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (P >
0,05).

A viabilidade dos ovos de P. xylostella foi superior a 96,0% nos tratamentos
controle e B. thuringiensis, sendo nos ovos expostos a ciantraniliprole menor
(56,9%) em relacdo a esses tratamentos. Em relacdo ao periodo de incubacédo, ndo
houve efeito dos tratamentos, com a eclosédo das larvas ocorrendo apos 3 dias, em
média (x> =11,2781; G.L. = 2; P = 0,4694) (Tabela 3).

Tabela 3. Periodo de incubacdo (dias) e viabilidade de ovos (%) de Plutella

xylostella, expostas ao substrato de oviposicdo tratado com inseticidas quimico e

bioldgico.

Tratamentos Periodo de incubacao Viabilidade de ovos
Controle 3,59+0,24 a 97,2+ 1,75a!
Bacillus thuringiensis 3,33+0,11 a 96,4+1,08a
Ciantraniliprole 3,30£0,15a 56,9+11,94b

IMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna néao diferem pelo teste de Kruskal-Wallis
(P > 0,05).



86

4. Discussao

Ao se comparar a oviposicdo e a acdo dos diferentes produtos em P.
xylostella foram observadas diferencas, com o maior nimero de posturas e
longevidade superior dos adultos nos substratos de oviposicdo (disco foliar de
couve) tratados com Btk, o que pode ter ocorrido devido a caracteristica de
resisténcia da populagcédo utilizada no estudo. Os resultados dessa pesquisa
mostram que o extrato de P. cubeba pode ser eficaz no controle da praga, pois
apresenta acao ovicida, influenciando também negativamente na oviposicédo de P.
xylostella. A rotacdo de produtos com diferentes toxinas € importante para 0 manejo
da resisténcia e isso pode ser reforcado quando outros produtos, tais como 0s
naturais, estejam também associados ao manejo (Tabashnik et al., 1990; Grzywacz
et al., 2010; Amoabeng et al., 2014).

A acao ovicida pode ocorrer de forma fisica e/ou quimica, sendo diretamente
proporcional a concentracdo da solucdo, na maior parte dos casos. A acao fisica
normalmente se da pelo contato com a superficie do ovo, impedindo as trocas
gasosas entre o embrido e o ambiente externo, enquanto a quimica ocorre quando
os produtos exibem diferentes padrbes de toxicidade, resultando em mortalidade do
embrido (Krinski et al., 2018).

Nos parametros bioldgicos avaliados, o tratamento com Btk ndo diferiu do
controle, mostrando que produtos a base dessa bactéria na concentracao de 0,6 g/L
nao possuem acdo ovicida e ndo influenciam na longevidade dos adultos e na
oviposicdo de P. xylostella (populagéo resistente a Btk HD-1). Diferentemente desse
estudo, Legwaila et al. (2015) observaram eficacia de Bt no controle de P. xylostella
(avaliando ovos), porém em concentracfes maiores, de 2,0 a 10,0 g/L. Além disso,
para infectar o hospedeiro a bactéria necessita ser ingerida, uma vez que as toxinas
atuam no intestino médio do inseto (Zhang et al., 2016), com a bactéria ndo podendo
matar o embrido de P. xylostella, mas, devido ao comportamento da lagarta durante
0 processo de eclosdo, quando rompe cérion do ovo por mastigacéo, podera haver a
ingestdo do produto. Logo, € possivel comecar uma aplicacéo de produtos a base de
Bt quando ha a detec¢do de ovos na area de cultivo, pois assim serd possivel

ocorrer a ingestdo das toxinas inseticidas pela lagarta ndo resistente durante a
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eclosdo, consequentemente ndo havendo danos iniciais a cultura (Hong et al.,
2018).

O inseticida ciantraniliprole, pertencente ao grupo quimico das diamidas
antranilicas (classe rianoide), que compreende um dos grupos de inseticidas mais
recentes presentes no mercado, atua por ingestdo e contato, e tem sido utilizado
com frequéncia para o controle da fase larval de P. xylostella, ocorrendo, no entanto,
relatos de resisténcia ao produto (Troczka et al., 2017; Qin et al., 2018).

A grande maioria dos inseticidas quimicos podem afetar os insetos
polinizadores, bem como os inimigos naturais que atuam como agentes de controle
bioldgico natural (Magalhdes et al., 2014; Rundlof et al., 2015). Porém, a utilizacédo
de produtos seletivos, como ciantraniliprole, € importante, uma vez que esses
produtos sdo menos prejudiciais aos agentes polinizadores.

Os ovos, nas trés idades trabalhadas, tratados com ciantraniliprole tiveram
menor viabilidade em relacdo aos ovos tratados com B. thuringiensis e o controle,
com destaque para aqueles de posturas recentes (0O h de idade), com menor
porcentagem de eclosdo de larvas. Saliente-se também que este inseticida possui
um periodo residual longo (Ebbinghaus-Kintscher et al., 2006), diferindo de produtos
a base de Bt (Silva e Sabino, 2017). Nesse estudo, a aplicacdo de ciantraniliprole
em folhas de couve né&o influiu no periodo de incubacdo, mas afetou
significativamente os adultos, a oviposicéo e a viabilidade de ovos. Essas diferencas
podem ser induzidas pela concentracbes dos produtos e idade dos ovos, com
agueles mais jovens possuindo maior potencial de reter as substancias toxicas,
proteinas na superficie, como também permitir a entrada de toxinas pelo coérion
(Legwalila et al., 2015).

Outros grupos de inseticidas quimicos apresentaram acdo ovicida em P.
xylostela, como descrevem Mahmoudvand et al. (2011) e Sun et al. (2017), sendo
gue esses produtos podem ter acdo ovicida ao penetrar pelas estruturas
especializadas presente nos ovos, como as micropilas, ou aeropilas. A agdo também
pode se dar pelo poder residual, afetando as larvas durante o processo de eclosao
(Campbell et al., 2016), com muitas lagartas recém-eclodidas morrendo préximas
aos 0vos, como ocorreu neste estudo, sugerindo contato e ingestdo durante o

processo da eclosdo. A longevidade dos adultos também diminuiu devido ao contato
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com ciantraniliprole no disco foliar, consequentemente a taxa de oviposicdo e
viabilidade dos ovos também foram mais baixas que nos tratamentos com B.
thuringiensis e controle.

Efeitos subletais semelhantes com ciantraniliprole em Agrotis ipsilon
(Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae) foi verificado, com a diminuicdo em 4 dias
na longevidade das fémeas e a reducdo no numero médio de ovos por fémea em
mais de 60%, com o inseto submetido a CL4o (Xu et al., 2016). Efeitos subletais
desse inseticida também foram constatados em fémeas de P. xylostella, onde a CL2s
reduziu o numero total de ovos em cerca de 200, além de afetar em 23,0% a taxa de
eclosdo (Han et al., 2012).

Os resultados do presente estudo demonstraram que o extrato de P. cubeba
ocasionou alta mortalidade embrionaria de P. xylostella, sendo a porcentagem de
lagartas eclodidas quando submetidas a esse produto significativamente menor em
comparacao aos outros tratamentos. Nesse sentido, a ac¢do ovicida de extratos e
Oleos essenciais de plantas em P. xylostella também foi observada por Matharu e
Mehta (2017) e Sangha et al. (2017), bem como em outros trabalhos que também
demonstraram a acao ovicida em outros insetos-praga, como o de Boff e Almeida
(1996) com extratos metandlicos e acetdnicos de Piper nigrum L. (pimenta-do-reino)
em ovos de Sitotroga cerealella (Oliver, 1789).

Também, Cavalcante et al. (2006) verificaram que extratos de folhas de
Prosopis juliflora (Sw.) DC. (Fabaceae) e Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit
(Fabaceae) possuem acao toxica para ovos de Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae), o mesmo ocorrendo com Ribeiro et al. (2016) com extratos
de folhas e ramos de Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), Eucalyptus tereticornis
Sm. (Myrtaceae) e Ateleia glazioveana Baill. (Fabaceae) com ovos de Ascia monuste
orseis (Linnaeus, 1764) (Lepidoptera: Pieridae). Santiago et al. (2008) também
relatam a reducao na viabilidade dos ovos e na oviposicdo de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) sob a acdo do extrato de folhas de
Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), com Guedes et al. (2020) mencionando
danos ao embrido de S. frugiperda quando os ovos foram expostos ao 6leo de P.

marginatum.
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Segundo Tagliari et al. (2010), o efeito das plantas inseticidas na
sobrevivéncia dos insetos € mais eficiente na fase larval, pois é nessa fase que o
inseto ingere as substancias quimicas presentes no alimento tratado com o extrato.
Isso corrobora o resultado observado nessa pesquisa quando o extrato de P. cubeba
foi aplicado em ovos com 48 h apds a oviposicao, tempo em que a lagarta ja esta
formada no ovo, diminuindo consideravelmente a viabilidade.

No presente estudo também foi observado que a longevidade dos adultos
diminuiu drasticamente em relagdo ao controle e praticamente nao apresentou
postura, sugerindo que o extrato de P. cubeba pode ter apresentado atividade de
repeléncia, em sendo assim, seria eficaz no controle dos adultos de P. xylostella.

Em relacéo a toxicidade, as piperamidas das Piperaceae sao conhecidas por
atuarem como neurotoxinas em insetos (McFerren et al., 2002; Scott et al., 2008) e
por isso podem ter concorrido para a mortalidade de adultos. O “p6-vegetal” oriundo
da pimenta-do-reino (P. nigrum) também demostrou efeito inseticida em adultos de
Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae), promovendo
100% de mortalidade no quinto dia pds aplicagcdo, conforme citacdo de Girdo Filho et
al. (2014), semelhante ao que ocorreu no presente trabalho.

Os compostos volateis emitidos pelo extrato podem, além da repeléncia, ter
causado a mortalidade dos adultos de P. xylostella, como citam Hematpoor et al.
(2017) com adultos em pragas de graos armazenados. O extrato botanico de
pimenta-do-reino também demonstrou ser altamente toxico para o bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae), ao
caruncho-do-arroz, Sitophilus oryzae (L., 1763) (Coleoptera: Curculionidae), e ao
caruncho-do-feijdo, Acanthoscelides obtectus (Say, 1831) (Coleoptera: Bruchidae)
(Su, 1977; Scott e McKibben, 1978), apresentando também atividade inseticida em
lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), com
mortalidade de 90,0%, e acdo de repeléncia, como relatado, tanto para lagartas de
S. frugiperda como de Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae), por Truzi (2020).

As larvas recém-eclodidas de P. xylostella, quando expostas ao 6leo de Piper
marginatum Jacq. mostraram-se sensiveis, apresentando mortalidade acima de 80%

na maior concentracdo testada (4 ppm) (Bandeira, 2009). De acordo Peres et al.
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(2017), ocorreram reducdes na viabilidade larval, no periodo pupal, na fecundidade e
no desenvolvimento embrionario de P. xylostella quando o inseto foi exposto ao
extrato de Alibertia intermedia (Mart.) (Rubiaceae).

Por serem menos invasivos ao ambiente e com substancias menos
persistentes, os produtos do metabolismo secundario das plantas podem ser
alternativas viaveis para a substituicdo dos produtos quimicos sintéticos no manejo
integrado de pragas (Moraes e Marinho-Prado, 2016). Deve aqui também ser
salientado que na literatura pertinente ndo existe relatos de casos de resisténcia de
insetos-praga a extratos de plantas, com as diversas substancias extraidas dos
vegetais atuando normalmente de forma sinérgica e possuindo um amplo espectro
de acdo, o que dificulta a selecédo da resisténcia (Lee, 2002). De modo geral,
extratos de plantas sdo mais seguros para insetos benéficos (inimigos naturais e
polinizadores) se comparados a inseticidas quimicos, mesmo existindo relatos de
efeitos negativos nas populacdes de alguns desses insetos (Copping e Menn, 2000;
Duke et al., 2000; Truzi, 2020).

O produto mais eficiente em relacdo a mortalidade de adultos de P. xylostella,
dentre os avaliados foi o extrato de P. cubeba, mostrando efeito positivo quando
aplicado no substrato de postura, conseguindo reduzir a oviposicao e interferindo na
viabilidade dos ovos, além de também promover diminuicdo no numero de
individuos que completam o ciclo de desenvolvimento, consequentemente
concorrendo para a reducdo dos danos causados pela praga. A inclusdo desse
método de controle no MIP pode diminuir o numero de aplicacdes de inseticidas
sintéticos de amplo espectro (Zera e Harshman, 2001; Santos et al., 2012), sendo,
no entanto, necessario ainda muitos estudos sobre o efeito desses inseticidas

botanicos em parasitoides, predadores e polinizadores.
5. Concluséo
O extrato de P. cubeba e o inseticida ciantraniliprole tém acdo em ovos e na

oviposigcéo de P. xylostella, como também em adultos, sendo que a utilizacdo desses

produtos pode ser interessante em programas de MIP em brassicaceas.
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CAPITULO 5 - Efeitos de concentracdes subletais de inseticidas quimico,
biol6gico e extrato de Piper cubeba em Plutella xylostella

mantida em laboratdério

RESUMO - Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), a traca-das-cruciferas, é
considerada a principal praga das brassicas, sendo que aplicacdes de inseticidas
sintéticos e bioldgicos é a acdo mais adotada pelos produtores. O emprego de
extratos botanicos de Piper spp. tem se destacado no controle de insetos-praga,
mais ainda é pouco enfatizado para a traca-das-cruciferas. Estudos sobre os efeitos
subletais em insetos-praga é importante para detectar impactos no comportamento
dos insetos no ambiente agricola. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi estimar
as concentracdes letais e determinar os efeitos subletais de inseticida quimico,
bioinseticida e extrato botanico em parametros biolégicos em P. xylostella. Foram
utilizadas lagartas de segundo instar, o inseticida quimico ciantraniliprole, o
bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, além do extrato
hexédnico de Piper cubeba. Os parametros biol6gicos foram avaliados apés
exposicdes das lagartas as CL2s e CLio dos produtos. Foi avaliada a duracdo dos
estagios embrionario, larval e pupal, bem como a longevidade de adultos,
fecundidade e parametros da tabela de vida de fertilidade. Avaliou-se também a
sobrevivéncia da praga ap0s exposicdo a cada concentracdo subletal testada. A
duracéo larval de P. xylostella aumentou na CL2s de B. thuringiensis e as CLs de
ciantraniliprole reduziram a sobrevivéncia larval. A CLio de B. thuringiensis causou
aumento da fecundidade de P. xylostella. O uso de baixas concentracbes de
ciantraniliprole e, principalmente, do extrato de P. cubeba inibiu o desenvolvimento
de P. xylostella. A aplicacdo desses inseticidas nas lavouras poderia auxiliar no
controle da praga de maneira muito eficaz, matando o inseto e/ou reduzindo seu
crescimento populacional, possivelmente de forma mais eficiente do que outros
inseticidas comumente utilizados.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, ciantraniliprole, manejo de resisténcia, traca-
das-cruciferas.
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CHAPTER 5 - Effects of sublethal concentrations of insecticide, bioinsecticide
and Piper cubeba extract on Plutella xylostella in laboratory

conditions

ABSTRACT - Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), diamondback moth, is
considered the main pest of brassics, and the use of both synthetic and biological
insecticides is the most adopted action by producers to control this pest. The use of
botanical extracts of Piper spp. has been used in insect pest control, even less so for
the diamondback moth. Studies on sublethal effects on insect pests are important to
detect impacts on insect behavior in the agricultural environment. In this sense, the
aim of this study was to estimate lethal concentrations and determine the sublethal
effects of chemical insecticide, biopesticide and botanical extract on biological
parameters in P. xylostella. We used second instar larvae, the chemical insecticide
cyantraniliprole, the bioinsecticide based on Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki,
and the hexane extract of Piper cubeba. Biological parameters were evaluated after
exposures of the larvae to LC2s and LCio of the products. We evaluated the duration
of each developmental stage of the diamondback moth, as well as longevity of
adults, fecundity, and fertility life table parameters. Also, we evaluated the survival of
the pest after exposure to each tested sublethal concentration. The period of the
larval stage of P. xylostella increased in the LC2s of B. thuringiensis and the LCs of
cyantraniliprole reduced larval survival. LCi0o from B. thuringiensis caused an
increase in the fecundity of P. xylostella. The use of low concentrations of
cyantraniliprole and of P. cubeba extract inhibited the development of P. xylostella.
The use of these insecticides in crop management could help the control of
diamondback moth, killing the insect and/or reducing its population growth, possibly
more efficiently than other commonly used insecticides.

Keywords: Bacillus thuringiensis, diamondback moth, cyantraniliprole, resistance
management.
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1. Introducéo

A familia Brassicaceae abrange varias hortalicas e espécies de plantas
invasoras de importancia econémica (Reis e Boiteux, 2008). Essa familia € uma das
mais numerosas e ocupa lugar proeminente na olericultura do centro-sul do Brasil
(Filgueira, 2008), compreendendo espécies como repolho, couve-flor, couve e
brocolis (Filgueira, 2008; Cartea et al., 2011).

Entre os insetos-praga que atacam os cultivos das brassicaceas destaca-se a
traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae),
de origem na Europa Mediterranea, sendo que hoje em dia encontra-se presente em
todos os continentes (Frost,1949; Talekar e Shelton, 1993; Chapman et al., 2002). O
seu dano econdbmico ocorre pela acado das lagartas, que raspam o tecido foliar
deixando a epiderme superior transparente, onde, posteriormente, surgem pequenos
furos na superficie foliar (Cardoso et al., 2010; Capinera, 2018), 0 que causa S€rios
danos a cultura, depreciando o produto, interferindo no crescimento da planta e
podendo, inclusive, provocar sua morte ou a perda total da producdo (Castelo
Branco e Gatehouse, 2001; Monnerat et al., 2004).

As dificuldades para o controle desta praga ocorrem devido as areas de
cultivo serem ocupadas durante todo o0 ano e as plantas apresentarem idades
fenoldgicas diferentes, proporcionando ao inseto suprimento abundante e continuo
de alimento (Imenes et al., 2002). O método de controle mais utilizado é o quimico,
uma vez que se assume apresentar resultados de forma rapida e prética (Castelo
Branco et al., 2003; Dias et al., 2004; Castelo Branco e Franca, 2015). Uma grande
variedade de inseticidas, dos mais diversos grupos quimicos, € utilizada no controle
de P. xylostella (Castelo Branco e Franca, 2015; Agrofit, 2017), sendo que seu
emprego continuo ocasiona grande pressdo de selecdo na populacdo da praga,
induzindo a casos de resisténcia a diversos inseticidas, inclusive biolégicos, o que ja
foi constatado em diversos locais do mundo (Castelo Branco e Gatehouse, 1997;
Cameron e Walker, 1998; Baker e Kovaliski, 1999).

O uso de técnicas alternativas para o controle de pragas, em especial de
lepidopteros, é adotada em diversas culturas (Simmons et al., 2010), com o controle

bioldgico por meio de microrganismos entomopatogénicos sendo um dos que mais
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se destaca, especialmente com a bactéria entomopatogéncia Bacilus thuringiensis
Berliner (Pardo-Lopez et al., 2012; Yu et al., 2013; Tabashnik e Carriere, 2017), com
a utilizacdo de extratos botanicos ganhando destaque nos ultimos tempos (Regnault-
Roger et al.,, 2012), sendo que o género Piper, por exemplo, que compreende
diversas espécies com potencial inseticida (Scott et al., 2008; Brito et al., 2015),
porém poucos estudos séo voltados ao controle de pragas, particularmente com P.
xylostella.

A resisténcia a inseticidas esta relacionada aos aspectos genéticos,
bioldgicos e ecoldgicos da populacdo, sendo que essas caracteristicas dos insetos
resistentes podem resultar em desvantagens quando comparado aos suscetiveis,
em condi¢cbes em que ndo h& pressdo de sele¢cdo no ambiente (Georghiou e Taylor,
1977a; Coustau et al., 2000). Portanto, para a elaboracdo de um plano de Manejo de
Resisténcia de Insetos (MRI) aos inseticidas é essencial o conhecimento dos
aspectos biolégicos da praga (Georghiou e Taylor, 1977b).

Neste sentido, outros fatores importantes a serem estudados em bioensaios
sdo as respostas de uma populacdo de insetos as doses subletais dos inseticidas,
para poder dimensionar 0s possiveis prejuizos que os individuos sobreviventes aos
produtos aplicados para controle irdo causar as culturas (Robertson e Worner, 1990;
Stark e Banks, 2003).

A fim de avaliar o valor total do agrotoxico na gestdo das populacbes de P.
xylostella, é necesséario investigar a toxicidade e a atividade residual de forma
subletal sobre as larvas. As respostas populacionais de doses subletais de
inseticidas devem ser examinadas em bioensaios de laboratorio para caracterizar
estes efeitos sobre os insetos (Han et al., 2012). Nos dias de hoje os levantamentos
dos efeitos subletais dos agentes de controle passou a ser estimado e apresenta
grande importancia para fins de avaliacdo da dindmica e das intera¢des entre nichos
e populacbes (Goncalves, 2020). Assim, com os efeitos observados na presente
pesquisa (letais e subletais), aliados a outras ferramentas como as tabelas de vida,
poderdo auxiliar na determinacdo dos efeitos desses produtos e em um

planejamento adequado para o MIP, como citado por Han et al. (2012).
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Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos subletais dos
inseticidas: ciantraniliprole, Btk HD-1 e extrato de Piper cubeba Linnaeus, 1753

(Piperales: Piperaceae) sobre P. xylostella, em condi¢es de laboratorio.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia e Criagdo de
Insetos (LBCI) do Departamento de Ciéncias da Producgdo Agricola (Fitossanidade)
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal.
Os insetos foram mantidos em sala climatizada com temperatura de 25 + 1°C,

fotoperiodo de 12h de luz/12h de escuro e umidade relativa de 70 + 10%.

2.1. Criacao de Plutella xylostella

Para manutencédo da criagéo de P. xylostella, pupas foram obtidas a partir da
criacdo estoque do LBCI e, apds a emergéncia dos adultos eles foram liberados em
gaiolas contendo um disco de 8 cm de diametro de folha de couve colocado sobre
um disco de papel filtro do mesmo tamanho, levemente umedecido. Esse papel, com
o disco foliar, foi disposto sobre um copo plastico transparente com a abertura
voltada para baixo, ficando a folha de couve elevada no interior da gaiola, sendo
este 0 substrato para oviposicdo. Na parte superior do recipiente foi feita uma
abertura circular de 2,3 cm de diametro, utilizada para fixacdo de um pedaco de
“espuma plastica” embebida em solugdo aquosa de mel a 10%, alimento para os
adultos. Cada gaiola também tinha uma abertura lateral quadrada (10 cm x 10 cm),
coberta com tecido tipo “voile”, objetivando melhorar a aeracao interior.

Os discos de folha de couve com as posturas eram retirados das gaiolas e
transferidos para placas de Petri onde permaneciam até a eclosdo das lagartas,
sendo na sequéncia transferidas para caixas plasticas (30 cm x 15 cm) contendo
folnas de couve, diariamente higienizadas e com reposicdo do alimento, até as
larvas atingirem a fase pupal. As pupas foram coletadas com o auxilio de pinca e
acondicionadas em tubos de ensaio de fundo chato (8 cm x 2 cm), vedados com

filme plastico (PVC), sendo feitos pequenos orificios com o auxilio de um estilete,
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para melhorar a aeracdo interna. Apos a emergéncia dos adultos, os insetos foram
acondicionados em gaiolas plasticas transparentes (15 cm de diametro x 14,5 cm de

altura) para a copula e oviposicao, reiniciando o ciclo de desenvolvimento.

2.2.  Obtencéao dos produtos

O extrato vegetal de Piper cubeba foi obtido junto ao Laboratério de Quimica
da Universidade de Franca, Franca, SP. Os produtos formulados Dipel® (B.
thuringiensis var. kurstaki) e Benevia® (cyantraniliprole) foram adquiridos em

revendedores de produtos fitossanitarios.

2.3. Bioensaios com Plutella xylostella

2.3.1. Caracteristicas bioldgicas de P. xylostella

Para a determinacdo das caracteristicas bioldgicas de P. xylostella foram
utilizadas 10 placas de Petri (9 cm de diametro), com um disco de folha de 8 cm de
diametro, sobre papel filtro levemente umedecido com &gua destilada. Sobre os
discos foliares, com auxilio de um pincel de cerdas macias, foram colocadas 10
lagartas de P. xylostella de segundo estadio, sendo as placas fechadas com plastico
filme PVC, para manter a umidade e evitar a fuga. Cada placa de Petri foi
considerada uma repeticdo. As avaliacbes da viabilidade e duracdo larval foram
iniciadas 24 horas ap6s a montagem dos bioensaios. As lagartas foram mantidas
nas placas até atingirem a fase pupal.

As pupas foram transferidas para placas de plastico com pocos (tipo Elisa®),
sendo observadas até a emergéncia dos adultos. Esse procedimento serviu para a
obtencdo da duracéo pupal, a viabilidade e a razdo sexual dos insetos. Os adultos
emergidos foram separados por sexo e transferidos para gaiolas de postura, com
dez repeticbes por tratamento, sendo colocado um casal por gaiola. Nessa fase foi
observada a fecundidade das fémeas (niumero de ovos por fémea) e a longevidade

dos adultos.
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Os dados das caracteristicas biolégicas de P. xylostella foram utilizados para
construcdo de tabelas de vida de fertilidade, de acordo com o procedimento descrito
por Maia et al. (2000), utilizando o software SAS (SAS Institute, 2002), que se baseia
no método de Jackknife para estimar os intervalos de confianca e permitir a

comparacao entre os tratamentos.

2.3.2. Testes para a estimativa da Concentracao Letal (CL5so)

Para os testes da amplitude das concentracdes testadas, foram conduzidos
ensaios preliminares até a obtencéo das concentragfes-teste. Para a conducao dos
bioensaios, discos foliares de couve (Brassica oleracea var. acephala cv. Manteiga)
de 9 cm de didametro foram mergulhados em 50 mL das concentragbes dos
inseticidas: extrato de P. cubeba (0,521 mg L), Ciantraniliprole (0,252 mg L) e B.
thuringiensis (5,675 mg L%), diluidos em &agua deionizada autoclavada por 10
segundos. No tratamento controle foi utilizada apenas a &gua deionizada
autoclavada. Apos secagem, em condicdo ambiente por 30 minutos, os discos foram
alocados individualmente em placas de Petri (9,0 cm de diametro x 2,0 cm de altura)
sobre papel filtro umedecido com agua deionizada. Foram colocadas sobre cada
disco foliar 10 lagartas de segundo instar, sendo cada disco considerado uma
repeticédo, trabalhando-se com 10 repeticées por tratamento, totalizando 100 insetos
por concentracdo. As placas foram envolvidas com filme plastico de PVC e mantidas
em sala climatizada ajustada a temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 +
10% e fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro. A mortalidade das lagartas foi avaliada 24
horas ap6s a instalacdo do bioensaio, sendo considerada morta a lagarta com total
imobilidade quando tocada com um pincel de cerdas macias. Foi determinada a
concentracdo letal média que causa mortalidade de 50% dos individuos das
populagcdes (CLso). Os valores de CLio e ClL2s foram entdo determinados a partir a
curva dose-resposta e utilizados como concentracdes subletais para os bioensaios

posteriores envolvendo os efeitos subletais.
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2.3.3. Efeitos subletais

Para a conducao dos estudos sobre os efeitos subletais foram utilizadas as
concentracbes CLio e ClLzs e como tratamento controle foi empregada agua
deionizada autoclavada, sendo o0s bioensaios conduzidos de acordo com a
descricéo do item 2.3.2.

As lagartas foram observadas diariamente e os discos foliares trocados por
novos de acordo com o consumo das lagartas e qualidade das folhas. Nesse
periodo foram avaliadas a duracéo larval e a sobrevivéncia desde o segundo instar
até pupa. Apés a formacédo das pupas, elas foram individualizadas e mantidas em
placas tipo Elisa®, sendo acondicionada uma pupa em cada poco, onde
permaneceram até a emergéncia dos adultos. Nesse periodo foram registrados:
peso de pupas, duracdo pupal, sobrevivéncia de pupas e razdo sexual. Os adultos
emergidos foram separados por sexo e acondicionados em recipiente plastico
transparente de 1.800 mL (15 cm de didmetro x 14,5 cm de altura) para copula e
oviposigéo, sendo um casal por recipiente. Foi oferecido diariamente um disco de
couve de 9 cm de diametro, disposto sobre um copo plastico transparente com a
abertura voltada para baixo, para realizacdo das posturas, além de solucédo de mel a
10% para alimentacdo dos adultos. As posturas coletadas nos discos foliares foram
contabilizadas até o término do periodo de oviposicdo. Nessa fase foi registrado o
namero de ovos por fémea e longevidade de machos e de fémeas. Cada recipiente
foi considerado uma repeticéo, observando-se 10 repeticdes por tratamento.

Para analisar a viabilidade dos ovos, a quantidade diaria de ovos depositada
pela fémea de cada tratamento foi contabilizada, durante os trés primeiros dias de
oviposicdo. As avaliagbes dos efeitos subletais foram realizadas até a morte dos
adultos.

Para a construcdo de tabelas de vida de fertilidade foram utilizadas as
duracbes dos periodos de ovo, de larva, de pupa e da fase adulta, bem como a
sobrevivéncia em cada fase de desenvolvimento, além da razéo sexual em cada um
dos tratamentos. Os parametros de crescimento calculados foram: Ro= taxa liquida
de reprodugédo (taxa de aumento populacional a cada geragdo) (£ (mx.Ix)); T=

duracdo média de uma geragdo ((Zmx.Ix.x) / (Zmx.Ix)); rm= taxa intrinseca de
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crescimento (In.Ro/T); e A= taxa finita de crescimento (erm), definida pelo numero de
vezes que a populacdo se multiplica por unidade de tempo. Em adicdo a esses
parametros, Dt, o tempo necessério para a populacdo dobrar em numero de
individuos (In(2)/rm), também foi determinado, de acordo com o método proposto por
Krebs (1994). Os parametros foram calculados de acordo com metodologia citada
por Silveira Neto et al. (1976), sendo: x= ponto médio de cada idade das fémeas
parentais ou valores de intervalos de idade, idade esta considerada desde a fase de
ovo; Ix= a expectativa de vida para idade x; mx= fertilidade especifica ou numero de

descendentes por fémea produzidos na idade x.

2.4. Andlise estatistica

Os resultados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a analise de
Probit (PROC PROBIT) (Finney, 1971) (SAS Institute, 2015), enquanto aqueles
obtidos para os parametros bioldgicos de P. xylostella foram submetidos aos testes
de Kolmogorov e Bartlett para determinar a normalidade e a homogeneidade da
variancia. Os resultados de fecundidade de fémeas e de longevidade de machos
atenderam aos requisitos da analise de variancia (ANOVA). Os dados de
longevidade de fémeas foram transformados em log(x+1) e depois analisados
utilizando o PROC ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05). Os resultados referentes ao periodo larval, sobrevivéncia larval, peso de
pupas, razado sexual, periodo pupal e sobrevivéncia pupal foram comparados pelo
teste de Student Newman Keuls (P < 0,05), sendo as analises conduzidas utilizando-
se o software SAS (SAS Institute, 2015). Os parametros para a construcao das
tabelas de vida de fertilidade foram estimados de acordo com o método Jackknife,
estimando-se os intervalos de confianca dos parametros para permitir a comparacao
entre os tratamentos, conforme descrito por Maia et al. (2000). As estimativas foram
calculadas por meio do software SAS (SAS Institute, 2015).
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3. Resultados

Foram observadas diferencas entre as CLso e CL2s de cada inseticida usado,
sendo os maiores valores para B. thuringiensis (5,675 mg L' e 0,729 mg L7,

respectivamente). Nao houve diferenga para CLio entre os produtos (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da Anélise de Probit da resposta de concentracdo-mortalidade
dos produtos as lagartas de segundo instar de Plutella xylostella.

Clso Clys Clio Coef. Angular
Produtos nt > G.L P
(95% 1.C.) (95% 1.C.) (95% 1.C.) + EP*
0,521 0,258 0,138
Extrato de 100 222+023 11,03 5 0,0508
P cubeba? (0,403 -0,646) (0,167 -0,343) (0,072 — 0,203)

0,252 0,122 0,064
TR 2,15+0,12
Ciantraniliprole® 100 5519_0289) (0,102-0,143) (0,050 — 0,078) 711

~

0,4171

5,675 0,7285 0115

B. thuringiensis®* 100
(4217-7,903)  (0,421-1,084) (043 0,223)

0,75+0,08 7,15 5 0,2099

In=nUmero de lagartas observadas por concentragéo.
2Concentracao letal expressa em %.

3Concentracao letal expressa em pgi.a./mL.
4Coeficiente angular + erro padrao.

95% I.C. = Intervalo de confianca 95%

As larvas de P. xylostella apresentaram maior periodo larval (~9 dias) quando
submetidas ao tratamento com B. thuringiensis na CL2s, sendo 0s menores valores
observados nos tratamentos com extrato de P. cubeba, tanto na CLio, quando na
CL2s (~7 dias). A sobrevivéncia das larvas foi menor quando houve aplicacédo de

ciantraniliprole em ambas as concentracdes subletais (Tabela 2).
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Tabela 2. Periodo e sobrevivéncia da fase larval de Plutella xylostella submetida a

concentragdes subletais (CLioe 25) dos produtos.

Produtos CLs Periodo (dias) Sobrevivéncia (%)
CL1o 6,7 +0,08 d 90.0+302a
Exirato de P. cubeba ., 6.9+0,08d 71,0 + 4.56 bc
Cl1o 7.6+012cC 57.0+4,98¢
Ciantraniliprole Clas 70+012b 60,0 £ 4,92 C
Cl1o 7.8 +0,08 bc 84.0 + 3,68 ab
B. thuringiensis Clas 88+012a 71.0 + 4,56 bc
Testemunha Agua 7,5+0,09 c 87,8+ 3,47 a

IMédias + EP seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Student Newman Keuls
(P > 0,05).

A duracdo do periodo pupal de P. xylostella foi menor quando o inseto foi
submetido aos tratamentos controle e ciantraniliprole na CL2s, sendo maior com B.
thuringiensis (6 dias), onde a viabilidade pupal foi afetada pela CL2s (70%). No geral,
a viabilidade pupal foi superior a 70% em todos os tratamentos e CLs. O peso das

pupas foi maior com B. thuringiensis em ambas as concentra¢gdes subletais, com o

menor observado na CL2s de ciantraniliprole (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros da fase pupal

concentracdes subletais dos produtos.

de Plutella xylostella submetida a

Periodo Viabilidade Peso . Deformacéo
Produtos CLs ) Razédo sexual
(dias) (%) (mg) (%)
Extrato de P. CLio 4,2+0,14b' 80,0+4,24ab 57+0,12ab 0,45+0,08a 23,3+4,48ab
cubeba ClLas 45+0,09b 845+432ab 55+012b 0,40+0,07a 155+4,32b
) - CL1o 29+0,11d 81,0+519ab 5,7+0,16ab 0,39+0,05a 0,0+0,00c
Ciantraniliprole
Clzs 39+0,09¢c 833%485ab 4,7x0,12c 0,49 £0,09 a 0,0+0,00c
S CL1o 58+0,06 a 94,0+ 2,59 a 6,0+ 0,09 a 0,39+0,03a 0,0+0,00c
B. thuringiensis
ClLzs 56+012a 70,4 +545b 6,1+0,13a 0,50+0,10a 28,2+5,38a
Testemunha Agua 3,0+£0,09d 86,1+392ab 54+0,09b 0,50+0,10 a 0,0+0,00c

IMédias + EP seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Student Newman Keuls

(P > 0,05).



110

A razdo sexual ndo foi afetada pelos tratamentos, ndo sendo constatadas
deformacfes em adultos no controle, com ciantraniliprole e B. thuringiensis na CLuo.
Todavia, na CL2s houve maior percentual de deformagfes causadas pela exposicéo
ao Bt (28%) (Tabela 3).

A longevidade dos machos foi maior nos tratamentos controle e
ciantraniliprole na CLi0 e a das fémeas maior apenas com ciantraniliprole na CLio,
sendo menor com o extrato de P. cubeba. A fecundidade do inseto foi maior no
tratamento com B. thuringiensis na CLio (306 ovos por fémea aproximadamente) e
menor com extrato de P. cubeba na CLio (146 ovos por fémea) (Tabela 4). O
periodo de incubacéo foi mais longo com ciantraniliprole na CL1o (3 dias), com a
viabilidade dos ovos néo sendo afetada pelas concentragdes subletais dos produtos,
variando de 83 a 90% (Tabela 5).

Tabela 4. Longevidade e fecundidade de Plutella xylostella submetida as

concentracdes subletais (CLs) dos produtos.

Longevidade de  Longevidade de Fecundidade
Produtos CLs _ R _ R
machos (dias) fémeas (dias) (ovos/fémea)
Extrato de Clio 11,1 £ 0,28 b? 9,4+£0,58b 146,1 + 16,34 d
P. cubeba Clys 10,0+0,45b 95+091b 191,8 + 13,42 bcd
ClLio 15,9+ 0,48 a 14,0 £ 0,39 a 218,4 £ 22,58 hc
Ciantraniliprole Clss 12,2+153b  11,8+1,62ab 186,4 + 12,27 cd
Clio 11,0+ 1,04 b 11,4+ 0,45 ab 305,5 + 19,69 a
B. thuringiensis Cls  9,0+122b 10,6 + 0,65 ab 250,2 + 14,49 b
Testemunha Agua 154+ 1,40 a 12,4+ 0,81 ab 205,8 + 6,09 bc

IMédias * EP seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Student Newman Keuls
(P > 0,05).

A CLio de B. thuringiensis afetou a taxa de reproducédo liquida (Ro) de P.
xylostella, sendo maior comparada aos demais produtos (117,2). As taxas
intrissecas de crescimento (rm) e finitas de crescimento (A) foram maiores na CLio
para o extrato de P. cubeba, sendo a duracdo meédia de uma geracéo (T) menor nos
tratamentos com o extrato, indicando que o uso do extrato pode diminuir o nimero

de geracbes da praga no ano. Porém, ndo foi observada diferenca estatistica entre



111

0s tratamentos para o0 tempo necessario para a populacdo dobrar em numero de
individuos (Dt) (Tabela 6).

Tabela 5. Periodo de incubacdo e viabilidade de ovos de Plutella xylostella

submetida a concentracdes subletais dos produtos.

Produtos CLs Periodo de incubacéo (dias) Viabilidade (%)
Extrato de CLio 3,03+ 0,03 bt 89,7+ 3,47 a
P. cubeba ClLozs 3,00£0,00b 85,8+2,40a
CLio 3,32+0,09 a 82,6 +4,72 a
Ciantraniliprole Clas 3,11+0,06 b 83,7 £+ 4,57 a
CLio 3,04+0,09b 85,5+5,37 a
B. thuringiensis CLas 2,96 £ 0,04 b 82,4 +528a
Testemunha Agua 3,00£0,00b 84,6 £5,01a

IMédias + EP seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Student Newman Keuls
(P > 0,05).

Tabela 6. Parametros da tabela de vida de fertiidade de Plutella xylostella

submetida a concentracdes subletais dos produtos.

Produtos CLs Ro 'm A T Dt
oL 77,6 ab* 0,421 a 1,523 a 10,5e 16a
Extrato de " (45,65 — 109,58) (0,3715-10,4707)  (1,4499-1,5958) (10,09-10,83) (1,40 -1,86)
P. cubeba cL 43,8 b 0,340 b 1,405 b 11,2d 20a
®  (30,02-57,65)  (0,3090 - 0,3712)  (1,3621 —1,4471) (10,97 —1151) (1,80 — 2,24)
cL 41,8b 0,326 ab 1,384 ab 11,7 cd 21la
. - " (18,21 - 65,30) (0,2657 - 0,3857)  (1,3038 —1,4646) (10,91-12,47) (1,61-2,59)
Ciantraniliprole
cL 66,3 ab 0,343 ab 1,408 ab 12,5 bc 20a
®  (27.07-10547)  (0,2914-0,3941)  (1,3379-1,4783) (11,73-13722) (1,64—2,37)
cL 1172 a 0,349 ab 1,418 ab 13,8a 19a
o " (64,04 — 170,35) (0,2990 - 0,3998)  (1,3483-1,4877) (13,44-14,14) (1,63-2,31)
B. thuringiensis
cL 77,6 ab 0,316 ab 1,370 ab 13,9 ab 22a
* (38,91 - 116,37) (0,2553-10,3759)  (1,2902 - 1,4505) (13,16 —14,78)  (1,65-2,69)
. 97,4 ab 0,432 ab 1,539 ab 10,7 de 16a
Testemunha Agua
(50,33 — 144,52) (0,3678 —0,4961)  (1,4441-1,6345) (10,39-11,09) (1,31-1,88)

1Médias (intervalo de confianca) seguidas da mesma letra na linha n&do diferem pelo teste t de
Student (P > 0,05). RO = taxa liquida de reproducédo; rm = taxa intrinseca de aumento; A = taxa finita
aumento; T = tempo médio de geracdo e Dt = tempo necessario para a populagcado duplicar em
namero.
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4. Discusséao

A disponibilidade e qualidade da planta hospedeira podem afetar diretamente
a dinamica populacional dos insetos-praga, podendo assim, acarretar mudancas
significativas no desempenho da fase imatura, bem como dos adultos (Golizadeh et
al., 2009).

A exposicdo as concentragcfes subletais de cada produto testado afetou de
forma diferente P. xylostella, com o0 inseto apresentando menor periodo e
sobrevivéncia de larvas em funcéo das concentracdes subletais de ciantraniliprole, o
que também foi observado para a taxa de pupacao por Han et al. (2012). Em alguns
casos a sobrevivéncia larval foi menor que 80%, valor minimo requerido para
registro de inseticidas no Brasil (MAPA, 2012). O peso das pupas foi afetado pela
CL2s de ciantraniliprole, fato também relatado por Guo et al. (2013) para a mesma
concentracédo subletal desse produto, o que deve estar relacionado a uma menor
ingestao de alimentos durante a fase larval e consequente exposi¢cédo ao produto.

As concentracfes subletais de Bt aumentaram a duracdo dos periodos larval
e pupal de P. xylostella, o que também foi reportado para este inseto, apos
exposicdo a CLs de Vip3A, por Gulzar e Wright (2015), sendo que a duragéo da fase
larval em lepidopteros pode aumentar de acordo com a concentracdo de Bt (Ma et
al., 2008; Huang et al., 2018). Foi relatado por Loeb et al. (2004) que insetos ao
ingerir alimento contaminado por Bt podem reparar a infecgdo no intestino médio
devido a elevada producdo de células estimulada por mitbgenos. A presenca de
granulos (esferitos) envolvendo as células epiteliais do intestino médio de P.
xylostella ap0s a infeccdo por Bt kurstaki foi observada por Ribeiro et al. (2013).

Polanczyk e Alves (2005) relataram que alguns isolados de Bt podem causar
alteracdes fisioldgicas afetando negativamente a reproducéo, refletindo na qualidade
e quantidade de ovos depositados pelas fémeas. Ja, para os resultados obtidos
neste trabalho ndo € possivel fazer essa mesma inferéncia, pelo fato de que a
guantidade de ovos colocados pelas fémeas, com e sem contato com a toxina foram
similares. Nao foram observadas diferencas na longevidade e fecundidade das

fémeas, assim como foi citado por Santos (2018) com as lagartas de P. xylostella
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também expostas a produtos a base de B. thuringiensis. Contudo, essa mesma
autora cita que alguns insetos emergiram com deformacdes nas asas ou nao
conseguiram sair por completo da exuvia pupal. De Bortoli et al. (2012) descreveram
que P. xylostella, sob acdo de produtos formulados a base de B. thuringiensis,
sofreram alteracdes no peso das pupas, resultados esses que contrapdem aqueles
discriminados na Tabela 3, mostrando que o peso das pupas oriundas de lagartas
com ou sem ingestédo da toxina foram semelhantes.

Laurentis (2013) verificou que P. xylostella em contato com isolados/produtos
a base de B. thuringiensis apresentou periodo pupal médio de 4,24 dias, sendo na
testemunha 4,4 dias, enquanto De Bortoli (2014) cita média de 3,0 dias, resultados
estes que diferem dos apresentados neste trabalho. Isso permite inferir que as
populacfes estdo sujeitas a alteracdes bioldgicas apds geracdes devido a diversos
fatores, tais como mutacdes, como relatado por Roux et al. (2007).

Nesta pesquisa, ao atingirem a fase adulta, os insetos apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos, sendo a longevidade de fémeas e
fecundidade reduzidas nas concentragfes subletais do extrato de P. cubeba. Muitos
estudos apontam a toxicidade de extratos de Piper spp. para insetos (Scott et al.,
2004; 2008; Brito et al., 2015). Entretanto, alguns desses estudos focam apenas nos
efeitos larvicidas em P. xylostella, pouco se sabendo sobre os efeitos de doses letais
ou subletais destes extratos (Park, 2012; Kraikrathok et al., 2013; Hwang et al.,
2017). A longevidade reduzida dos adultos pode diminuir a populagéo de pragas na
sequéncia das geracoes, levando também a uma menor producéo de ovos e vida util
mais curta (Er et al., 2017).

A fecundidade de P. xylostella foi afetada pelas concentragbes subletais do
extrato de P. cubeba, existindo relatos de que extratos de plantas podem ocasionar
reducdo na oviposicdo de lepiddpteros-praga, incluindo P. xylostella (Babu et al.,
2000; Freitas et al., 2014; Ferreira et al., 2020). De acordo com Birah et al. (2010), o
extrato do cravo da india pode ter alguma ac&do juvenoide sobre Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), sendo que Truzi (2020)
verificou acdo lagarticida nessa espécie, onde a taxa de mortalidade foi de 90,0%,
relando também a existéncia da acdo de repeléncia, tanto para lagartas de S.

frugiperda como de Helicoverpa armigera (Huibner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae).
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Além disso, de acordo com Torres et al. (2001) e Borgoni e Vendramim
(2003), os metabolitos secundarios presentes nas plantas podem também provocar
efeitos adversos na biologia e na imunologia dos insetos, inibindo o crescimento e
reduzindo a fecundidade.

A reducado na fecundidade e fertilidade causada por extratos botanicos pode
estar associada aos efeitos indiretos das concentracdes subletais via alimentacao,
uma vez que os compostos podem influenciar no nimero de ovérios e, portanto,
reduzir a producdo de ovos, associado a possiveis disturbios alimentares e
deficiéncia nutricional (Costa et al., 2004). Esse efeito € fundamental em campo,
pois ao reduzir o niumero de ovos viaveis, ocorrera a reducdo do numero de lagartas
nas geragfes subsequentes e, sendo assim, com a menor quantidade de individuos
eclodindo ocorrerd reducdo nos danos e prejuizos provocados nas culturas. Ja a
mortalidade pupal observada nos tratamentos acontece, possivelmente, devido a
acdo de compostos inseticidas (provenientes de metabdlitos secundarios das
plantas nos 6érgaos enddécrinos e tecidos do inseto, que, ao serem ingeridos e
absorvidos pelo inseto poderia provocar deformacdes nas pupas e a nao
emergéncia de adultos (Guo et al., 2014; Sun et al.,, 2013). Nesse sentido, a
piperina, que € um alcaloide, tem sido reportada como um composto associado a
reducado da fertilidade e a mortalidade de embriées em Lepidoptera (Tavares et al.,
2011; Ferreira et al., 2020; Nobsathian et al., 2021), o que nao foi observado com as
concentragdes subletais de P. cubeba na viabilidade dos ovos de P. xylostella neste
trabalho.

O aumento da fecundidade de P. xylostella causada pela CLio de B.
thuringiensis pode estar relacionada a hormese, fenbmeno no qual a exposi¢cdo a
altas doses de um inseticida pode causar efeitos inibitérios, mas em baixas doses
podem promover efeitos que estimulam processos bioldgicos (Mattson, 2008).
Alguns estudos tém reportado a influéncia de Bt na hormese em insetos-praga
(Cutler e Guedes, 2017; Campos et al., 2019; Rabelo et al., 2020), sendo que 0s
efeitos transgeracionais tornam este fendbmeno mais evidente (Xiao et al., 2015).

Outros insetos apresentaram aumento na fecundidade com a aplicacédo de
inseticidas sintéticos ou a base de azadiractina (Cutler et al., 2009; Ayyanath et al.,

2013; Mallqui et al., 2014; Er et al., 2017). Em P. xylostella, isso pode indicar que a



115

aplicacao continuada do produto pode implicar na evolugcdo da resisténcia (Sota et
al., 1998; Deng et al., 2016), com a selecdo de populacdes resistentes ou com o
surto de pragas secundérias podendo estar relacionado com a sobrevivéncia dos
insetos relacionada as concentracdes subletais dos produtos (Desneux et al., 2007;
Guedes e Cutler, 2013; Franca et al., 2017).

Os inseticidas em concentracdo subletal refletem significativamente nos
parametros da tabela de vida dos artropodes (Liang et al., 2019; Su e Xia, 2020),
sendo que, de acordo com Stark et al. (2007), a tabela de vida é uma técnica (util
para se observar a toxicidade de inseticidas, uma vez que parametros ecoldgicos e
toxicoldgicos sdo combinados, fornecendo uma melhor previsdo dos efeitos toxicos
em nivel populacional.

Assim, o inseticida Ciantraniliprole pode ter sua acdo subletal variavel em
lepidopteros-praga, sendo que as concentracdes subletais desse ingrediente ativo
provocaram reducdo na populacdo de Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854)
(Lepidoptera: Pyralidae) e afetaram o0 peso de pupas, a fecundidade e a
sobrevivéncia de Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Song et al., 2013; Zhang et al., 2013). Como foi observado neste estudo com P.
xylostella, ndo houve reducdo destes parametros quando comparado ao tratamento
controle. Mas, assim como observado para o extrato de P. cubeba, o inseticida
sintético reduziu os valores médios de Ro, indicando que uma concentragdo mais
baixa dos produtos (quimico e botanico) retardar4 o crescimento populacional da
praga, fato este também relatado por Tamilselvan et al. (2021).

As alteracdes no sistema nervoso e muscular, na alimentacdo, na oviposi¢cao
e na atividade motora foram ressaltadas por Karise e Mand (2015) como sendo 0s
principais efeitos subletais de inseticidas em insetos-praga. Destacam eles ainda
gue as mudancas no sistema nervoso e muscular podem atingir a termorregulacao,
a respiracao e o balanco hidrico dos insetos.

Portanto, embora existam diversos grupos de inseticidas com o0s mais
variados modos de acédo, os efeitos subletais geralmente provocam alteracbes no
sistema muscular, o que pode levar ao colapso de outros sistemas, como por

exemplo, perda da coordenacdo da abertura e fechamento dos espiraculos,
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aumentando assim a perda de agua pelo inseto, podendo acarretar sua morte
(Karise e Mand, 2015).

Os estudos toxicoldégicos em insetos se concentram em sua maioria nos
efeitos letais (toxicidade aguda), mas aqueles relacionados aos efeitos subletais
(toxicidade crénica) sdo importantes para detectar impactos no comportamento dos
insetos no ambiente agricola (Liu e Chen, 2010; Ribeiro et al., 2014). A partir destes
estudos, € possivel avaliar posteriormente os efeitos deletérios e possiveis usos de
subdoses para o MIP e para o manejo da resisténcia (Lemes et al., 2021).

Em resumo, o presente estudo indicou que baixas concentracfes de
ciantraniliprole e, principalmente, do extrato de P. cubeba, inibiram o
desenvolvimento de P. xylostella criada em laboratério, significando que a aplicacdo
desses inseticidas nas lavouras pode auxiliar no controle da praga de maneira muito
eficaz, matando o inseto e/ou suprimindo seu crescimento populacional,

possivelmente de forma mais eficiente do que outros inseticidas comumente usados.

5. Conclusdes

Concentracfes subletais de ciantraniliprole (CLio e CL2s) reduzem a
sobrevivéncia larval de P. xylostella.

A CLio de B. thuringiensis aumenta e a de P. cubeba dimiui a fecundidade de
P. xylostella.

O extrato de P. cubeba apresenta efeito subletal em P. xylostella diminuindo o

namero de geracoes.
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CAPITULO 6 — Consideracdes finais

Com a demanda crescente por inseticidas de baixo impacto ambiental,
estudos com a utilizacdo de produtos oriundos de plantas vem ganhando maior
importancia. No entanto, mesmo apoés alguns resultados promissores de toxicidade
desses produtos contra insetos-praga, Sdo necessarios estudos adicionais para
definir o melhor método de preparacdo e conservacdo das propriedades ativas,
assim como para solucionar possiveis entraves relacionados a decomposi¢cédo e a
toxicidade para insetos benéficos (inimigos naturais e polinizadores).

Além disso, grandes quantidades de insetos sd0 necessarias para a
realizagdo de pesquisas visando aprimoramento e o desenvolvimento de programas
de Manejo Integrado de Pragas (MIP), o que torna de suma importancia a
elaboracdo de metodologias seguras e eficientes de criacdo e que sejam adequadas
para a producéo de insetos de qualidade e em grande quantidade (De Bortoli et al.,
2017). Para isso, a otimizacdo das técnicas de criagdo contribui para a obtencéo
desses insetos em maior escala (De Bortoli et al., 2018).

Atualmente compostos quimicos oriundos de plantas sao utilizados como
fontes para a sintese, em laboratorio, de inseticidas mais eficientes e, diante deste
cenario, plantas do género Piper tém indicado uma enorme variedade dessas
substancias, onde varios compostos ja foram isolados e sintetizados, tendo eles
comprovada atividade bioldgica, inclusive como inseticida.

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), a traca-das-
cruciferas, possui varios relatos de resisténcia as principais classes de inseticidas,
totalizando mais de 90 compostos quimicos e bioldgicos, com produtos de diferentes
mecanismos de ag¢ado, segundo dados da “Arthropod Pesticide Resistance Database”
(APRD, 2018). Em vista disso e de outros fatores, como o0s custos das aplicacdes
visando reduzir os niveis de dano, o controle quimico tem tornado os custos da
producdo agricola bastante elevados, dado aos altos investimentos na sintese e
formulacéo de novos produtos. Além disso, também a busca por produtos de origem
vegetal e microbiana, que tem aumentadando nos Uultimos anos, também tem

colaborado para a elevacao no custeio da exploracdo agricola.
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O extrato de P. cubeba, ainda ndo comercializado, juntamente com outras
espécies do género Piper (familia Piperaceae) tém atividades relatadas contra
insetos de vérias ordens, destacando-se Coleoptera, Hemiptera e Lepidoptera (Lima
et al., 2009; Truzi, 2020).

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, torna-se evidente que,
como outras piperaceas, P. cubeba se apresenta como uma alternativa promissora
ao MIP devido ao potencial inseticida de seus extratos, sendo, porém, necessario o
aprofundamento dos estudos visando solucionar alguns entraves existentes, tais
como: isolamento dos compostos ativos, de modo que novos ensaios poderao
determinar seus efeitos letais e subletais nos insetos, viabilizando a possibilidade da
producdo comercial de novas moléculas sintéticas e, consequentemente, a
formulacéo de produtos comerciais que poderao incluidos no manejo integrado de P.
xylostella; equacionar o problema da facil decomposicdo desses produtos; a
realizacdo de ensaios em campo e casa de vegetacdo para analise de toxicidade e
fitotoxicidade; testes para avaliar a melhor forma de armazenamento visando manter
suas propriedades; e analise dos efeitos desses produtos nas interacdes com
organismos nao alvo.

A presente pesquisa, de carater exploratorio, objetiva fornecer novas
informacBes e subsidios para possivel auxilio na obtencdo e manutencdo em
laboratério de insetos de qualidade e com baixo custo para pesquisa e producao
massal, além de melhores resultados no controle de P. xylostella em culturas de
importancia econémica, com menores prejuizos ao ambiente, como com a utilizacao
do extrato de P. cubeba, que possui boa atividade inseticida, tornando-o uma
alternativa para MIP de P. xylostella.

Os estudos sobre a acédo do extrato de P. Cubeba devem ter continuidade,
uma vez que os resultados obtidos nesta tese sdo pioneiros para o controle da traca-
das-cruciferas, tendo ainda muitos detalhes a serem desvendados, especialmente
em relacéo aos efeitos sobre as plantas (fitotoxicidade), os componentes do extrato
gue realmente possuem o potencial inseticida e seus efeitos em organismos nao

alvos (inimigos naturais e polinizadores).
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