CARACTERIZACAO DA BIOATIVIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS E SEUS
CONSTITUINTES MAJORITARIOS NO MANEJO DE RESISTENCIA DE Plutella xylostella
(L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)
por
DONALD MANIGAT
(Sob Orientacédo do Professor Claudio Augusto Gomes da Camara -UFRPE)

RESUMO

O uso intensivo de inseticidas sintéticos para controlar a traca-das-cruciferas (Plutella
xylostella) tem acarretado problemas na producdo sustentavel de hortalicas. Uma possivel
estratégia de minimizar os danos econdmicos e ecologicos seria a busca por plantas com
metabolitos secundarios ativos, que possam atuar como inseticidas naturais para 0 manejo dessa
praga no cultivo de hortalicas. Desta maneira, esta tese teve como objetivo investigar 0s
mecanismos fitoquimicos da bioatividade, em P. xylostella, de constituintes majoritarios de
Eugenol e Limoneno pertencentes aos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (Tumb) e Citrus
aurantium L. var. amara (Engl), respectivamente. Por isso, a suscetibilidade de P. xylostella aos
formulados foi avaliada por meio de concentracdo média Letal (CLso) sobre larvas do terceiro
instar e por razdo de toxicidade (TRso) entre as CLsos. Também, verificou-se através do teste de
fitotoxicidade os niveis dos indices de fitotoxidez dos formulados sobre as folhas de couve
(Brassica oleraceae cv. Manteiga). A avaliacdo da variacdo metabolica foi feita atraves de
extratos do corpo das larvas de P. xylostella, visando averiguar os efeitos dos xenobidticos na
producdo de substancias capazes de metabolizar esses produtos. A diferenca dos metabolitos foi
analisado pelo método comparativo das Analises de Componentes Principais (PCA). Além disso,

foram avaliados os recursos adaptativos de sobrevivéncia baseados nos parametros biologicos de



P. xylostella ap0s 25 geracOes e sob pressdo seletiva em laboratorio. Pois, foi verificada uma
perda na suscetibilidade a partir da razdo de toxicidade das CLsgs, [E. caryophyllata (1,63-2,59
mg.L?) e TRso= 1,6]; [Limoneno (14,86-29,67 mg.L™?) e TRso= 2,0]; [Decis® (3,25-14,01 mg.L™)
e TRso= 4,31] e [Lufenuron (0,45-2,9 mg.L ™) e TRso= 6,4]. Os testes de fitotoxicidade realizados
demonstraram que os maiores indices de fitotoxidez estdo dentro do limite aceitavel segundo a
escala diagramatica para avaliacdo de danos. As andlises de variacbes metabolicas indicaram a
presenca em maior proporcdo de acidos graxos, dipeptideos, compostos fendlicos, entre outros.
Os bioensaios realizados em laboratorio demonstraram que todos os formulados interferiram
negativamente no peso das pupas, na duracdo de periodo larval e pupal, fecundidade, fertilidade e
longevidade das fémeas. No experimento sobre os fatores bioldgicos de crescimento populacional,
observou-se que houve diferencas na taxa liquida de reproducdo (Ro) e no tempo médio entre
geracOes (T). Desta maneira, os resultados mostraram que a suscetibilidade de P. xylostella aos
constituintes majoritarios de 6leos essenciais pode variar apds geracdes consecutivas e sob

pressao seletiva em laboratorio.
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CONSTITUENTS IN THE RESISTANCE MANAGEMENT OF Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)
por
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ABSTRACT

The intensive use of synthetic insecticides to control the diamondback moth (Plutella
xylostella) has caused problems such as: overdosing in the application due to the inefficiency of
the active ingredient and contamination of the water table, among others. A possible strategy to
minimize economic and ecological damage would be the search for plants with active secondary
metabolites acting as natural insecticides for the management of this pest in the cultivation of
leafy vegetables. Thus, this thesis aimed to investigate the phytochemical mechanisms of the
bioactivity of major constituents Eugenol and Limonene belonging to the essential oils of Eugenia
caryophyllata (Tumb) and Citrus aurantium L. var. amara (Engl), respectively, in P. xylostella.
Therefore, the susceptibility of P. xylostella to essential oils and their major constituents was
evaluated using a lethal average concentration (LCso) on third instar larvae, also based on the
toxicity ratio (TRso) of LCso between generations and under selective pressure in the laboratory.
The evaluation of metabolic variation between successive generations of P. xylostella was
performed using extracts of P. xylostella insects and was performed by the comparative method of
Principal Component Analysis (PCA). Furthermore, adaptive survival requirements was evaluated

based on the biological parameters of P. xylostella after successive generations and under



selective pressure in the laboratory. A greater tolerance of P. xylostella was verified in
susceptibility from the toxicity ratio of CLseS, [E. caryophyllata (1.63-2.59 mg/l) and TRso=1.6];
[Limonene-(R) (14.86-29.67 mg/l) and TRs0=2.0]; [Decis® 25 EC (3.25-14.01 mg/l) and
TRs0=4.31] and [Lufenuron (0.45-2.9 mg/l) and TRso=6.4]. The analyzes of metabolic variations
indicated the presence in a greater proportion of fatty acids, dipeptides, phenolic compounds,
among others, which are considered as metabolizers of active compounds, with emphasis on the
selective pressure of P. xylostella with Decis® 25 EC, Lufenuron and Limonene. The bioassays
carried out in the laboratory showed that those formulated based on essential oils and commercial
insecticides negatively interfered with the pupae weight, on the duration of the larval period, on
the duration of the pupal period, fecundity, fertility and longevity in the female’s life. In the
experiment on biological factors of population growth, it was observed that there were differences
in the net reproduction rate (Ro) and in the average time between generations (T). Thus, the
results showed that the susceptibility of P. xylostella to major constituents of essential oils can

vary after consecutive generations and under selective pressure in the laboratory.

KEY WORDS: Secondary metabolites, natural insecticides, vegetables, Eugenia
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

As hortalicas se destacam-se no mundo pelo seu consumo como espécies vegetais mais
produzidas nos ultimos anos, isso gera uma demanda crescente de areas e comercializacdo. O
mercado mundial de hortalicas produz em torno de 70 milhGes de toneladas de produtos
anualmente numa area calculada a mais de 2,4 milhdes de hectares (FAOSTAT 2019). As
hortalicas conhecidas como folhosas englobam as bréssicas que sdo consumidas na forma verde ou
vegetativa. As brassicas folhosas mais destacadas, referem-se do repolho, brdcolis, couve, alface,
entre outras (Monteiro & Lunn 1998). Na cadeia produtiva, o Brasil representa uma parcela
significativa na producdo e na demanda de hortalicas folhosas. Os dados de pesquisas mais
recentes relacionados aos cultivos de hortalicas folhosas relataram que ha uma producao superior a
1,3 milh&o de toneladas e uma area plantada em 174 mil hectares (Kist et al. 2019).

No cultivo de hortalicas, ou seja, até 60% esta dependendo da agricultura familiar o que faz a
mé&o de obra dessa categoria desempenha um papel importante na producdo de hortas. Nesse caso,
a producdo intensifica-se ndo somente como uma atividade de demanda de alimentos para
suprimentos alimentar mas também como uma fonte de renda para os agricultores familiares (Melo
et al. 2017). Em vista disso, o consumo de hortali¢as folhosas tem uma importancia na alimentacao
humana pela sua composicdo em vitaminas e sais minerais que sdo elementos essenciais na satde
nutritiva do ser humano (Kapusta-Duch et al. 2012).

As bréssicas possuem uma ampla adaptacdo climatica, sendo que o cultivo de espécies ocorre
em todas as estacdes do ano por ter variedades diferentes e adaptadas. A temperatura de cultivo em
ambiente livre varia de regides, com temperaturas entre 16°C a 35°C. Além disso, o ciclo curto das

variedades de brassicas € um beneficio para o produtor na obtencdo de multiplas safras por ano
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(Filgueira 2000). Por isso, a principal vantagem de brassicas folhosas esta relacionada na producéo
em areas limitadas e uma demanda grande para o mercado de consumo, criando uma atividade
lucrativa para os pequenos ou médios agricultores (Franzke et al. 2011).

Artropodes e fitopatdgenos causam danos diretos e indiretos severos a brassicas folhosas, que
resulta em perdas sucessivas em espécies de importancia econdmica (Ahuja et al. 2011). Por isso, a
adocdo de manejo adequado e boas préaticas agricolas sdo necessarios para evitar grandes prejuizos
econémicos (Burkness & Hutchison 2014). Dentre as espécies de artropodes capazes de atacar as
brassicas destacam-se a mosca branca (Bemisia tabaci, bidtipo B Hemiptera: Aleyrodidae), tripes
(Frankliniella occidentalis, Thysanoptera: Thripidae), pulgdes (Brevicoryne brassicae, Hemiptera:
Aphidadae) e (Myzus persicae (Sulzer 1776), Hemiptera: Aphidadae), a curuqueré-da-couve (Ascia
monuste orseis, Lepidoptera: Pieridae), a lagarta falsa-medideira (Trichoplusia nii, Lepidoptera:
Noctuidae), a broca-da-couve (Hellula phidilealis, Lepidoptera: Pyralidae) e a traca-das-cruciferas
(Plutella xylostella (Linnaeus) Lepidoptera: Plutellidae) (Vendramim & Martins 1982, Carvalho et
al. 2008, Cardoso et al. 2010, Zalucki et al. 2012).

Dentre as pragas de maior importancia agricola e que tem causado grandes danos
econdmicos nas brassicas folhosas destaca-se a traca-das-cruciferas (Plutella xylostella). Essa é
uma das principais pragas de bréssicas folhosas cultivadas e comercializadas, encontra-se
mundialmente em areas de olericolas e caracteriza-se como uma praga que € capaz de devorar
rapidamente a parte atacada da planta na sua alimentacdo (Shakeel et al. 2017). Por essa razéo, o
inseto € considerado como uma praga com alta capacidade de destruir as plantas em especial da
familia Brassicaceae (Furlong et al. 2013).

A traca-das-cruciferas possui um ciclo curto que favorece mdaltiplas gerac6es anualmente. Na
fase imatura, as larvas passam-se por quatro instares até a fase pupal onde ha a presenca do casulo,

e as pupas localizam-se habitualmente na face inferior das folhas para emergir posteriormente.
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Uma vez eclodidos os ovos depositados pelas fémeas, as folhas sdo minadas pelas larvas de
primeiro instar, enquanto as de segundo e terceiro instares consomem todo o tecido foliar,
deixando s a epiderme superior, 0 que ocasiona a perda total ou reducdo consideravel (Talekar &
Shelton 1993).

Os adultos sdo microlepiddpteros, que medem cerca de 10 mm de comprimento, 0s machos
se identificam morfologicamente em relacdo as fémeas por meio de uma mancha que se estende
longitudinalmente até o final do dorso. Os ovos apresentam uma coloracdo amarelada no inicio da
oviposicdo e ja escurecem quando chegar perto de eclodir, e sdo depositados na superficie inferior
das folhas e encaixam-se proximo as nervuras foliares. O periodo de incubacdo dos ovos varia de 2
a 4 dias para a eclosdo e isso pode ser influenciado por varidveis como a temperatura e a idade da
fémea. O ciclo biolégico completo é de cerca de 16-18 dias nas condicdes de temperatura 252 °C,
umidade relativa 70+10% e fotoperiodo de 12 horas, sendo que uma fémea tem a capacidade de
colocar em média entre 150-200 ovos durante toda sua vida adulta (Golizadeh et al. 2007,
Henniges-Janssen et al. 2011, Ang et al. 2014).

Desta maneira, em funcdo de prejuizos causados por P. xylostella em bréassicas folhosas, as
principais medidas de controle empregadas no manejo dessa praga incluem métodos: cultural,
bioldgico, legislativo, genético e quimico (Sarfraz et al. 2005, Raymond et al. 2008). O controle
quimico por meio de aplicagdo de inseticidas comerciais sintéticos € o mais comum nas medidas de
controle contra P. xylostella devido a sua disponibilidade no mercado de defensivos agricolas, sua
acao acumulada e alto poder de toxicidade (Zhang et al. 2016). No entanto, 0 uso constante e
inadequado desses formulados convencionais tém contribuido para o surgimento de populagdes
menos sensiveis, como ja foi relatado varios casos de resisténcia de P. xylostella a grupos distintos
de inseticidas sintéticos em estudos realizados por diversos autores na literatura (Santos et al. 2011,

Qin et al. 2018, Mallott et al. 2019). O numero de casos de resisténcia e falha dos ingredientes
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ativos no controle dessa praga aumenta constamente e com isso causa aumento das aplicacdes e do
custo da producdo. Porém, a situacdo se torna cada vez mais insustentavel para os agricultores
(Grzywacz et al. 2010).

Entretanto, devido aos relatos de aparecimento de casos de insetos resistentes e entre outros
prejuizos causados pelo uso indiscriminado dos inseticidas sintéticos como o alto teor residual nos
alimentos comercializados, houve um foco consideravel nas pesquisas relacionadas a utilizacéo de
inseticidas naturais nas ultimas décadas. Desse modo, existem métodos que buscam alternativas de
produtos mais eficientes e/ou menos impactantes no ambiente, assim como um novo modelo de uso
de inseticidas, sendo uma delas o uso de inseticidas naturais, com toxicidade que permitam a
formulacdo e aplicacdo no manejo de insetos-praga (Endersby et al. 1992, Isman 2020, Godlewska
et al. 2021).

Dessa maneira, torna-se necessario a utilizacdo de produtos alternativos com potencial
bioativo e menos persistente no ambiente para 0 manejo de insetos-praga. O uso de produtos
provenientes de plantas como uma alternativa no controle de pragas gera uma riqueza pela grande
quantidade de espécies de plantas e biodiversidade que existem ao redor do mundo (Isman et al.
2010). Uma das estratégias que engloba o manejo de insetos seria a utilizacdo de inseticidas
naturais feitos a partir de substancias de origem vegetal e microrganismos entomopatdgenos
(Amoabeng et al. 2020).

Os inseticidas naturais apresentam propriedades bioativas para controlar os artropodes-praga,
atuando como ingredientes ativos que preencham os requisitos de eficacia, seletividade e
biodegradabilidade (Marangoni et al. 2013, Pavela 2016). Inseticidas naturais podem ser
classificados em dois grupos distintos: os formulados que provéem de animais feitos a base de
microrganismos e os formulados botanicos provenientes de compostos do metabolismo secundario

de plantas, que podem ser encontradas nas raizes, folhas, flores e sementes, entre eles: 0s
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hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetona, que podem atuar no organismo de artropodes-praga,
causando efeitos toxicoldgicos ou deletérios como mortalidade, repeléncia, deterréncia alimentar,
crescimento e desenvolvimento (Akhtar et al. 2012, Lacey et al. 2015, Mondédji et al. 2021).

Nesse contexto, 0s inseticidas botanicos podem ser utilizados de diferentes formas como pos,
Oleos essenciais e extratos vegetais. Entre esses, 0s 0leos essenciais destacam-se nos Gltimos anos
pelo grande volume de publicagbes de trabalhos que envolvem o manejo de artrépodes-praga
(Pavela 2012). Os dleos essenciais sdo substancias de misturas complexas, proveniente da reacdo
bioquimica do metabolismo secundario em plantas e possuem carateristicas volateis, lipofilicas,
contém as moléculas, tais como 0s monoterpenos e sesquiterpenos que sdo 0S principais
responsaveis de atividades biologicas em artropodes-praga. Os constituintes majoritarios
representam 0s compostos mais significativos em quantidade presente na composi¢do dos 6leos
essenciais e podem ser utilizados como compostos puros (Koul et al. 2008, Fierascu et al. 2020).

Além disso, os efeitos antagbnicos ou sinérgicos sdo comuns nos 6leos essenciais por meio
de interacBes entre seus constituintes quimicos, influenciando a atividade bioldgica sobre os
artrépodes-praga. Assim, com o avanc¢o de pesquisas relacionadas aos 6leos essenciais destacam-se
as familias de plantas Rutaceae e Myrtaceae, sendo consideradas as mais estudadas como as
principais espécies representativas na producdo de quimica organica e seu uso no manejo de
insetos-praga (Isman 2000, lkbal & Pavela 2019).

As familias Rutaceae e Myrtaceae encontram-se em diversos tipos de vegetacdo e sdo
consideradas entre as mais distribuidas geograficamente no mundo. Dentre essas, a maioria das
especies dessas familias ja foram descritas e sdo amplamente utilizadas na gastronomia,
alimentagdo, medicina tradicional, ornamentais e também como inseticidas (Bennett 2011). As
especies provenientes dessas familias fornecem através de suas estruturas vegetais 0s materiais

para a extracdo de substancias de diversas classes de metabdlitos secundarios, destinados para as
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atividades biologicas. Destacam-se como espécies de maior uso na forma de 6leos essenciais como
inseticidas (Lawrencet 2001, Liagat et al. 2018, Noél et al. 2021).

Os Oleos essenciais atuam como compostos toxicos que preenchem 0s requisitos para o
controle de P. xylostella, também possuem um menor impacto ambiental pela sua capacidade de
degradar rapidamente na natureza. O potencial inseticida de Murraya koenigii (L.) (Rutaceae), cujo
0 nome comum curry indiano que é originario da India, foi evidenciado contra larvas de P.
xylostella, demonstrando suas propriedades bioativas de toxicidade, deterréncia alimentar e
repeléncia (Kumar et al. 2016). Observou-se em estudos da avaliacdo sobre ovos de P. xylostella
com Eucalyptus polybractea (Baker) (Myrtaceae) que a taxa de eclosdo foi afetada
significativamente pela atividade do 6leo essencial (Sangha et al. 2017). Tak & Isman (2017),
relataram a bioatividade de Thymus vulgaris sobre as larvas de P. xylostella devido a sua
composicdo quimica diversificada, indicando que o timol e o p-cimeno apresentaram um nivel
expressivo de eficiéncia na absorcdo pela quitina do exoesqueleto e consequentemente sua acao
reguladora de crescimento.

Nas ultimas décadas, o numero de publicacfes envolvendo bioatividade de 6leos essenciais
dentro das familias Rutaceae e Myrtaceae veém apresentado um nivel expressivo que resume 0s
dados de estudos. Dessa forma, hd mais base para o conceito de sustentabilidade devido os relatos
cientificos sobre bioatividades dos 6leos essenciais e seus constituintes majoritarios. Por isso, a
pratica de uso de formulados a base de 6leos essenciais na agricultura familiar passa a ser uma
realidade no manejo de insetos-praga, em especial na producdo organica de alimentos (Czaja et al.
2015, Nile et al. 2019). Entretanto, esses formulados a base de 0leos essenciais tém uma natureza
quimica que podem atuar de maneira direta ou indireta no organismo do inseto, faz-se necessario
pesquisas voltadas na caracterizagdo, potencial biologico e mecanismos de bioatividade desses

produtos (Theis & Lerdau 2003, Reddy et al. 2016).
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Os oleos essenciais, mesmo com diferentes a¢Ges biologicas sobre artropodes-praga, sao
ainda com estudos limitados sobre os mecanismos de acao ou sitios de atividade (Ebadollahi 2013).
Através da teoria da coevolucao entre plantas e insetos na natureza, qualquer inseto fitofago tende a
desenvolver uma grande diversidade de mecanismos para se defender contra compostos quimicos
ou metabdlitos secundarios atraves de adaptacbes bioldgicas como mudanca do sitio de acdo,
sequestro, biodegradacdo, excrecdo e as vezes um mecanismo de defesa baseado no
comportamento (Li et al. 2007, Rattan 2010).

A biodegradacdo de compostos bioativos representa um mecanismo fundamental que garante
uma transformacéo no corpo do inseto para se proteger de uma infinidade de toxinas que ingerem
periodicamente (Li et al. 2007). Mas, como 0s inseticidas naturais vém sendo utilizados em
proporcOes ilimitadas ultimamente no controle de artropodes-praga, algumas populaces sob o
efeito continuo de alguns formulados podem reduzir sua sensibilidade, no caso de Tetranychus
urticae Koch que apresentou pouca sensibilidade a trés extratos de plantas de Deverra scoparia,
Hertia cheirifolia e Allium sativum, apesar de uma minima fixacdo dessa deteccdo (Attia et al.
2015).

Nesse sentido, o conhecimento sobre 0 mecanismo de bioatividade a partir do uso de dleos
essenciais e seus constituintes majoritarios de plantas evidenciara os niveis de acdo que deveriam
ser adotados dentro de uma perspectiva de Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI), em especial,
P. xylostella.

O manejo de resisténcia de insetos pode ser conhecido como diversas praticas ou medidas
agricolas com o objetivo de manter a suscetibilidade ou sensibilidade de populagdes de insetos que
sdo expostos diretamente a um determinado formulado (Elzen & Hardee 2003, Bass et al. 2015).
Esse conceito vem sendo tratado no manejo de muitas pragas e pode ser empregado para 0 manejo

de resisténcia de insetos nas areas de brassicas folhosas onde se pode aplicar periodicamente 0s

7



Oleos essenciais e seus constituintes puros isolados (Elzen & Hardee 2003). De forma geral, as
recomendacdes ou taticas utilizadas para o manejo de resisténcia de insetos seguem alguns
procedimentos, entre eles: monitoramento da suscetibilidade e uso alternado de ingredientes ou
compostos ativos (Pimentel et al. 1992, Tabashnik et al. 2014).

Assim, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de gerar conhecimentos de base para a
implementacdo de programas de manejo de resisténcia de P. xylostella na utilizacdo de Oleos
essenciais e seus constituintes puros isolados em cultivos de brassicas folhosas, investigando os
mecanismos fitoquimicos da bioatividade de constituintes majoritarios Eugenol e Limoneno
pertencentes aos 0leos essenciais de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata (Tumb), Myrtaceae) e
laranja amarga (Citrus aurantium L. var. amara (Engl), Rutaceae), respectivamente, contra P.

xylostella.
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CAPITULO 2
MONITORAMENTO DA SUSCETIBILIDADE DE Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) AOS OLEOS ESSENCIAIS E SEUS CONSTITUINTES

MAJORITARIOS PARA O SEU MANEJO DE RESISTENCIA!

DONALD MANIGAT? & CLAUDIO A.G. CAMARA?®

2Departamento de Agronomia, Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Av.
Dom Manoel de Medeiros, s/n, 52171-900, Recife, PE —Brasil.
3Departamento de Quimica, Produtos Naturais, Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Av. Dom Manoel de Medeiros, s/n, 52171-900, Recife, PE —Brasil.

Manigat, D. & C.A.G. Camara. Monitoramento da suscetibilidade de Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) aos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios para 0 seu manejo
de resisténcia. A ser submetido.
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RESUMO - A traca-das-cruciferas (Plutella xylostella) € um inseto fitéfago que causa problemas
sérios na sanidade das plantas. Com isso, é apresentada como uma das principais pragas na cultura
de bréssicas folhosas, provocando prejuizos econdmicos e limita¢des na producéo. E necessério o
manejo dessa praga na cultura das brassicas para evitar ou reduzir os danos. Desta maneira, 0
monitoramento da suscetibilidade se torna um instrumento importante no manejo de resisténcia.
Por isso, este trabalho objetivou-se, i) caracterizar e monitorar a bioatividade de constituintes
majoritarios Eugenol e Limoneno pertencentes aos 0leos essenciais de Eugenia caryophyllata
(Tumb) e Citrus aurantium L. var. amara (Engl) respectivamente, sobre P. xylostella, comparados
ao inseticida botanico comercial Azamax® e aos inseticidas sintéticos comerciais Decis® e
Lufenuron, ii) Identificar possiveis variaces metabolicas entre as geracdes de P. xylostella aos
Oleos essenciais e/ou seus constituintes majoritarios e inseticidas comerciais. Desta maneira, a
suscetibilidade de P. xylostella aos formulados foi avaliada por meio de concentracdo media Letal
(CLso) sobre larvas do terceiro instar e por razdo de toxicidade (TRso) entre as CLsos. Também,
verificou-se através do teste de fitotoxicidade os niveis dos indices de fitotoxidez dos formulados
sobre as folhas de couve (Brassica oleraceae cv. Manteiga). Os mecanismos fitoquimicos de
bioatividade foram verificados através de variacdes metabolicas entre as gerac@es sucessivas de P.
xylostella e analisado pelo método comparativo das Andalise de Componentes Principais (PCA).
Os resultados obtidos do monitoramento das geragOes sucessivas, mostraram variagdes na
suscetibilidade explicitada pela razéo de toxicidade das CLsgs, [E. caryophyllata (1,63-2,59 mg.L
1 e TRso= 1,6]; [Limoneno (14,86-29,67 mg.L ) e TRso= 2,0]; [Decis® 25 EC (3,25-14,01 mg.L"
1Y e TRso= 4,31] e [Lufenuron (0,45-2,9 mg.L™Y) e TRso= 6,4]. Pois, foi verificada uma perda de
suscetibilidade de P. xylostella para os inseticidas sintéticos comerciais de Decis® e Lufenuron,
para o constituinte majoritario Limoneno. Os testes de fitotoxicidade realizados demonstraram

que os maiores indices de fitotoxidez estdo dentro do limite aceitavel segundo a escala
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diagramatica para avaliagé@o de lesdes. As andlises de variacfes metabdlicas indicaram a presenca
em maior proporcdo de acidos graxos, dipeptideos, compostos fendlicos, entre outros e que sdo
considerados como metabolizadoras de compostos ativos, com destagque na pressdo seletiva de P.
xylostella com Decis®, Lufenuron e Limoneno. O monitoramento da suscetibilidade de P.
xylostella aos inseticidas naturais é importante para gerar conhecimentos de base para a
implementacdo de programas de manejo de resisténcia na utilizacdo de Oleos essenciais e seus
constituintes na agricultura.

PALAVRAS-CHAVE: Bioatividade, caracterizacdo, traga-das-cruciferas, Eugenia caryophyllata,

Citrus aurantium, pressdo de selecdo, analise metabolémica

16



MONITORING THE SUSCEPTIBILITY OF Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) TO ESSENTIAL OILS AND THEIR MAJOR CONSTITUENTS FOR ITS

RESISTANCE MANAGEMENT

ABSTRACT — The diamondback moth (Plutella xylostella) is a phytophagous that causes serious
problems in plant health, it is considered as one of the main pests in the culture of hardwoods,
causing economic losses and production limitations. It is necessary to manage this pest in the
brassica culture. In this way, susceptibility monitoring becomes an instrument in resistance
management. Therefore, this work aimed to i) characterize and monitor the bioactivity of major
constituents Eugenol and Limonene belonging to the essential oils of Eugenia caryophyllata
(Tumb) and Citrus aurantium L. var. amara (Engl) respectively, compared with the commercial
botanical insecticide Azamax®, the commercial synthetic insecticides Decis® and the Lufenuron,
i) Identify possible metabolic variations between generations of P. xylostella to essential oils
and/or their major constituents and commercial insecticides. Thus, the susceptibility of P.
xylostella to essential oils and their major constituents was evaluated using a lethal average
concentration (LCso) on third instar larvae, also based on the toxicity ratio (TRso) of LCso between
generations and under selective pressure in the laboratory, compared to the commercial botanical
insecticide Azamax®, the commercial synthetic insecticides Decis® and the Lufenuron. The
phytochemical mechanisms of bioactivity were verified through metabolic variations between
successive generations of P. xylostella and analyzed by the comparative method of Principal
Component Analysis (PCA). The results obtained from the monitoring showed variations in
susceptibility from the toxicity ratio of CLso, [E. caryophyllata (1.63-2.59 mg/l) and TRso=1.6];

[Limonene (14.86-29.67 mg/l) and TRs0=2.0]; [Decis® 25 EC (3.25-14.01 mg/l) and TRso=4.31]
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and [Lufenuron (0.45-2.9 mg/l) and TRs0=6.4]. A greater tolerance of P. xylostella was verified
for the commercial synthetic insecticides of Decis® and Lufenuron, for the major constituent
Limonene and partially for the essential oil of E. caryophyllata. The analyzes of metabolic
variations indicated the presence in a greater proportion of fatty acids, dipeptides, phenolic
compounds, among others, which are considered as metabolizers of active compounds, with
emphasis on the selective pressure of P. xylostella with Decis®, Lufenuron and Limonene.
Monitoring the susceptibility of P. xylostella to natural insecticides is important to generate basic
knowledge for the implementation of resistance management programs in the use of essential oils

and their isolated pure constituents in agriculture.

KEY WORDS: Bioactivity, characterization, diamondback moth, Eugenia caryophyllata, Citrus

aurantium, selection pressure, metabolomic analysis.
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Introducgéo

A traca-das-cruciferas Plutella xylostella (L.) caracteriza-se pela sua capacidade de fitofagia
como um dos agentes causadores de perdas no cultivo de hortalicas folhosas, provocando prejuizos
econdmicos na producdo. Devido as altas infestacBes e 0s ataques constantes nas brassicas, 0
controle dessa praga é essencial para reduzir os danos (Zalucki et al. 2012).

E frequente a realizacdo do manejo de P. xylostella no cultivo das bréssicas, sendo que o
controle quimico, por meio de uso de inseticidas convencionais, é a principal medida utilizada
(Shakeel et al. 2017). No entanto, 0 uso constante e abusivo de inseticidas convencionais em
hortalicas folhosas tem contribuido para o aparecimento de diversos problemas, entre eles a
quantidade elevada de residuos na pos-colheita e a resisténcia em populagdes da praga a alguns
principios ativos (Eziah et al. 2009, Mawussi et al. 2014).

Com a evolucdo da resisténcia de P. xylostella a certos grupos de inseticidas convencionais, a
tomada de decisdo no controle dessa praga passa a ser mais dificil e restrita. Devido as falhas
desses produtos no controle de P. xylostella e impactos negativos no ambiente, faz-se necessario o
interesse pelo uso de inseticidas naturais a base de plantas com potencial biolégico e mais seguro
para 0 meio ambiente por sua facilidade de biodegradacdo (Penteado 2006, Gerwick & Sparks
2014).

Nos ultimos anos, a procura por plantas contendo metabdlitos secundarios ativos, ou seja,
gue atuam no combate a insetos-praga vem sendo muito explorada e principalmente com a grande
biodiversidade e riqueza da flora brasileira (Silva et al. 2007). As plantas com potencial bidtico
ttm em comum metabdlitos secundarios que sdo responsaveis pelas destacadas atividades

bioldgicas no controle de pragas. Os inseticidas naturais provenientes de metabolismo secundario
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de plantas, sdo substancias que possuem propriedades bioativas com diversas caracteristicas, entre
elas: toxidez, eficiéncia, seletividade, biodegradavel e baixa toxicidade aos mamiferos (Rattan
2010).

Os inseticidas naturais provenientes de metabolismo secundario de plantas sdo extraidos e
utilizados na forma de pos, 6leos essenciais e extratos vegetais (Marangoni et al. 2013). Dentre 0s
formulados a base de substancias naturais que vem sendo utilizadas nos sistemas organicos de
producdo e na agricultura familiar no manejo de insetos-praga, destacam-se 0s 6leos essenciais
com acdes de mortalidade, repeléncia, deterréncia alimentar e fisiol6gica como no crescimento do
inseto (Bakkali et al. 2008, Mossa 2016).

A traca-das-cruciferas € uma das principais pragas de bréssicas folhosas. Uma das
alternativas para o manejo dessa praga, consiste na utilizacdo de inseticidas feitos a bases de
metabolitos secundérios de plantas. Camara et al. 2015, avaliaram os efeitos inseticidas de plantas
das familias de Rutaceae e Myrtaceae sobre P. xylostella. Observou-se que os 0leos essenciais de
Melaleuca leucadendra e Citrus reticulata apresentaram uma ampla atividade inseticida, repelente
e deterréncia alimentar.

Na agricultura organica torna-se frequentes o uso de formulados a base de inseticidas
botanicos e ainda espera-se expandir mais nos proximos anos (Campos et al. 2019, Isman 2020).
Porém, nas areas plantadas em que esses formulados sdo utilizados precisam de cuidados para
manter a eficiéncia, além da sua sustentabilidade como filosofia no manejo integrado de pragas
(Benelli et al. 2018). Pois, com a crescente preocupacao de desenvolvimento da resisténcia em
insetos, além de poucos conhecimentos dos mecanismos de bioatividade em relagéo aos inseticidas
naturais, 0 monitoramento da suscetibilidade de P. xylostella se torna uma necessidade para o seu

manejo de resisténcia (Kostyukovsky et al. 2002).
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Portanto, o monitoramento da suscetibilidade de populagdes de P. xylostella aos 6leos
essenciais e seus constituintes majoritarios tem sido relevante para direcionar no futuro o manejo
de resisténcia dessa praga, também é fundamental para estabelecer as diretrizes na implementacao
de programas de manejo de resisténcia.

Assim, este trabalho objetivou: i) caracterizar e monitorar a bioatividade dos constituintes
majoritarios Eugenol e Limoneno pertencentes aos 6leos essenciais de cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata (Tumb)) e laranja amarga (Citrus aurantium L. var. amara (Engl)), respectivamente,
sobre P. xylostella, comparados ao inseticida botanico comercial Azamax® e aos inseticidas
sintéticos comerciais Decis® e Lufenuron, ii) Identificar possiveis variacbes metabolicas entre as
geracOes consecutivas de P. xylostella sob a pressdo de selecdo aos 6leos essenciais e/ou seus

constituintes majoritarios e inseticidas comerciais.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Investigacdo Quimica dos Inseticidas
Naturais (LABIQIN) do Programa de P6s-Graduacdo em Entomologia (PPGE) do Departamento
de Agronomia, no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos do Departamento de Quimica e no
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).
Insetos e Criagdo em Laboratorio. Foi utilizada uma populacdo de P. xylostella suscetivel de
referéncia a inseticidas quimicos, criada desde 1998 e mantida no Laboratorio de Investigacao
Quimica dos Inseticidas Naturais (LABIQIN) do PPGE da UFRPE na auséncia de pressdo de
selecdo por inseticidas e alimentadas somente com folhas de couve (Brassica oleraceae cv.

Manteiga) orgénicas produzidas em casa de vegetacdo. A criacdo de P. xylostella foi mantida
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conforme as recomendacdes descritas por Torres et al. (2006), multiplicada, mantida em sala
climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12
horas.

Os adultos de P. xylostella foram mantidos e confinados em gaiolas plasticas transparentes
retangulares ou circulares (12 cm de didmetro x 15 cm de altura) com abertura lateral fechada em
tela de nailon para a ventilacdo. Dentro das gaiolas, foram oferecidos discos foliares de couve e
cortada na medida de oito centimetros de diametro para que as fémeas possam colocar as posturas,
sobrepostos a um papel de filtro e este sobrepde esponjas umedecidas com agua e dimensionada no
interior de uma placa de Pétri. Para alimentar os adultos, uma solucdo de mel a 10% diluida em
agua foi oferecida e colocada em pedacos de algodao disponibilizados em copo plastico de 50 mL
no interior das gaiolas de criacdo para favorecer o regime nutritivo dos adultos. Os discos contendo
as posturas foram transferidos a cada 24 horas para recipientes plasticos retangulares (6,0 x 11 x 16
cm) com abertura na tampa, fechada com tecido voil para ventilagdo onde os ovos entraram na fase
de incubacdo até a ecloséo.

Apos a eclosdo dos ovos, folhas de couve (Brassica oleraceae cv. Manteiga) produzidas em
casa de vegetacdo propria foram oferecidas as larvas recém-eclodidas como alimento e trocadas
diariamente incluindo a limpeza das gaiolas até a formacao das pupas. Antes de alimentar as larvas,
as folhas de couve foram lavadas com solucédo de hipoclorito de sédio a 1%, enxaguadas trés vezes
em &gua corrente, a fim de evitar uma possivel acdo de contaminacdo por patdgenos. As pupas
foram coletadas e mantidas em tubos de ensaio cobertos com filme plastico PVC contendo
pequenas perfuragdes para permitir trocas gasosas, que posteriormente foram transferidos em
outras gaiolas para a emergéncia dos adultos.

Obtencdo dos Oleos Essenciais, Compostos Majoritarios e Inseticidas. Foram utilizados 6leos

essenciais (OEs) comerciais de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata (Tumb), Myrtaceae) e
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laranja amarga (Citrus aurantium L. var. amara (Engl), Rutaceae), tais como 0s constituintes
majoritarios desses OEs Eugenol e Limoneno, todos foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich
Brasil e FERQUIMA Ind. e Com. Ltda. Ap6s a aquisicao, todos os 0leos essenciais e constituintes
foram armazenados em ambiente adequado e/ou recomendado com o objetivo de manter a
integridade quimica para o uso posterior. Os inseticidas comerciais, como o inseticida botanico
Azamax® (12 g i.a./L C.E., E.I.D. Parry) com principio ativo azadiractina, Decis® 25 EC (25 g
i.a/L C.E., Bayer CorpScience) com principio ativo deltametrina e Match (50 i.a. g/L C.E,
Syngenta S.A) com principio ativo Lufenuron que foram adquiridos em lojas autorizadas para a
comercializacdo de produtos fitossanitarios.

Analise e Identificacdo Quimica dos Constituintes Majoritarios. A analise quimica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) foi realizada na Central
Analitica do Departamento de Quimica da UFRPE, objetivou-se identificar os constituintes
majoritarios nos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (Tumb) e Citrus aurantium L. var.
amara (Engl), essa andlise foi desenvolvida conforme a metodologia adaptada e proposta por
Adams (2007). Os compostos quimicos dos Oleos essenciais foram identificados por meio do
equipamento PerkinElmer Clarus 500 GC de CG/EM com um detector de ionizagdo de chama
(FID) e uma coluna capilar ndo polar de silica fundida entre DB-5 de (30m x 0,25mm x 0,25um) (J
& W Scientific). A temperatura da coluna programada foi entre 60-240°C a 3°C min?. As
temperaturas foram de 240°C para o injetor e 260°C para o detector, o carreador gasoso foi o hélio
com o fluxo de 1,0 mL min™ por (1:30) e o espectro de massa foi obtido a 70eV. O volume de
injecdo foi de 1,0 puL de solucdo diluida (1/100) de d6leo em n-hexano. A identificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais foi baseada na comparacao dos indices de retencéo calculados em
conformidade da analogia de equacdo proposta por Van der Dool & Kratz (1963), seguida pela

comparagdo do fragmento-grama de massa espectral no sistema de dados GC-MS da biblioteca do
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computador (NIST 14 and WILEY 14th). O indice de retencdo foi obtido por extrapolacdo e
variavel com uma amostra do 6leo essencial por mistura de hidrocarbonetos lineares C8-C40.
Obtencdo dos Formulados. Para obtencdo dos formulados e inseticidas diluidos, foi feita uma
solucdo padrdo separadamente para ambos com acetona + O&leos essenciais/constituintes
majoritarios e acetona + inseticidas comerciais, foi estimada em (mg/L) conforme as
recomendacdes propostas por Miller et al. (2010) para diluir um composto puro ou inseticida. Apos
a diluicdo em acetona, todas as solucdes padrbes foram armazenadas sob refrigeracdo de 5°C em
recipientes vedados. Em seguida, para as diluicdes e a determinacdo de concentracdes para oS
bioensaios, foram misturadas: solucdo padrdo, agua destilada, adjuvantes (Dimetilsulfoxido a
0,5%; Acido Dodecilbenzeno Sulfénico a 0,1%) aos formulados e adjuvante (Triton x-100 a 0,1%)
aos inseticidas comerciais.

Teste de Fitotoxicidade dos Oleos Essenciais e dos Constituintes Majoritarios. O método da
técnica de imersdo de discos foliares foi utilizado para determinar os niveis dos indices de
fitotoxicidade sobre as folhas de couve (Brassica oleraceae cv. Manteiga), conforme a escala
diagramatica para avaliacdo de nimeros de lesdes proposta por Horsfall & Barrat (1945). Foram
cortados discos foliares de couve (5 cm de didmetro) e mergulhados durante 10 segundos em
diferentes concentracbes pré-determinadas por misturas a partir do estoque de solucdo padrao,
utilizando diluigdes seriais conforme descrita por Finney (1971). Colocaram-se os discos foliares
para secar durante 30 minutos a temperatura do ambiente da sala. Apds a secagem, os discos
foliares foram transferidos separadamente em placas de Petri (8 cm de diametro), colocado um
papel de filtro no fundo e umedecido com 125uL de agua destilada. As placas de Petri foram
vedadas e mantidas em sala climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70
10%) e Fotoperiodo de 12 horas. A fitotoxicidade foi avaliada 48 h apds a exposicdo. Os

tratamentos foram constituidos por funcdo logaritmica entre 7 a 9 concentragbes e um controle
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(dgua destilada + adjuvante). A identificacdo foi baseada na comparacdo de analises em lotes de
imagens para classificar os sintomas encontrados nas folhas como necrose, tomando por referéncia
os discos de folhas sem aplicacdo do formulado. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com duas repeticdes e de triplicata cada.

Os lotes de imagens obtidos a partir dos discos de folhas foram analisados através do AFSoft
software da EMBRAPA (Silva & Jorge 2009) para determinar os indices (%) de fitotoxicidade de
cada formulado.

Bioensaios de Monitoramento da Suscetibilidade. O método utilizado para determinar o efeito
da toxicidade dos formulados e inseticidas comerciais sobre P. xylostella foi de toxicidade residual
sobre as larvas por meio da técnica de imersao de discos foliares, conforme a metodologia adaptada
e proposta por Igbal & Wright (1997), discos foliares de couve (5 cm de didmetro) foram cortados
e mergulhados durante 10 segundos em concentracdes pré-determinadas a partir do estoque de
solucdo padréo, utilizando dilui¢bes seriais conforme descrita por Finney (1971). Os discos de
folhas foram secados durante 30 minutos a temperatura do ambiente da sala. Apds a secagem, 10
larvas de terceiro instar de P. xylostella foram transferidas com um pincel para cada disco foliar em
placas de Petri (8 cm de didmetro) separadamente, colocado um papel de filtro no fundo e
umedecido com 125uL de agua destilada. As placas de Petri foram vedadas e mantidas em sala
climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12
horas. Os discos foliares de couve foram trocados a cada 24 h. Os tratamentos de bioensaios de
toxicidade foram distribuidas por fungéo logaritmica entre 7 a 9 concentracfes e um controle (agua
destilada + adjuvante). A mortalidade foi registrada em 48h, 72h e 96h ap0s a exposi¢do. Foram
consideradas mortas as larvas que ndo caminharam ou ndo apresentaram qualquer estimulo ao
toque com um pincel de cerdas macias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,

com duas repeticdes e de triplicata cada.
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Os dados de mortalidade foram analisados pelo modelo Probit (Finney 1971) através do
Polo-Plus® software (LeOra Software, Berkeley, CA, USA) para determinar a concentracdo média
letal (CLso), com intervalos de confianca de 95%. A metodologia de Robertson et al (2007) foi
utilizada para calcular a razao de toxicidade entre uma geracao em relacdo a anterior.

Selecdo de Insetos aos Oleos Essenciais, Constituintes Majoritarios e Inseticidas sintéticos. A
metodologia adaptada e proposta por Igbal & Wright (1997) foi empregada neste experimento para
selecdo de insetos aos formulados em condicdes de laboratorio. Para iniciar a pressdo de selecao,
foi utilizada a populacdo de P. xylostella suscetivel de referéncia do estoque da criacdo de
Laboratorio de Investigacdo Quimica dos Inseticidas Naturais (LABIQIN). Foram utilizadas entre
1.500 a 2.300 larvas de terceiro instar de P. xylostella para iniciar a pressdo de selecdo em
condicdes de laboratdrio, as larvas foram expostas as folhas de couve (Brassica oleraceae cv.
Manteiga) tratadas a partir da concentragcdo média letal (CLso) pré-determinada com formulados de
Oleos essenciais e/ou constituintes majoritarios e inseticidas comerciais, as folhas de couve tratadas
com formulados a base de 6leos essenciais e/ou constituintes majoritarios e inseticidas comerciais
foram trocadas a cada 24 h, em seguida as larvas foram transferidas para outros recipientes de
criacdo até completar o seu ciclo total. Cada formulado de Oleos essenciais ou constituintes e
inseticida comercial foram usados separadamente na exposi¢do de larvas do terceiro instar de P.
xylostella a pressdo de selecdo. Foram selecionadas 24, 22, 25, 22 numeros totais de geracGes com
Eugenol, Eugenia caryophyllata (Tumb), Limoneno e Citrus aurantium L. var. amara (Engl),
respectivamente, tais como os inseticidas comerciais de 16, 11, 14 nameros totais de geragdes com
Azamax®, Decis® 25 EC e Lufenuron, respectivamente, em condic¢des de laboratério e mantida na
sala climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de

12 horas.
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Analise da variacdo metabolica de P. xylostella apds selecdo com 6leos essenciais, compostos
mayjoritarios e inseticidas comerciais. Ap6s a determinacdo da concentracdo média letal (CLso)
nos bioensaios de toxicidade residual, larvas de terceiro instar foram submetidas através de testes
de contato e baseadas nas concentragdes das CLses dos Oleos essenciais, compostos majoritarios e
inseticidas comerciais para a avaliacdo da variacdo metabdlica de P. xylostella. Os insetos foram
tratados com as CLsos pré-determinadas em cada geragdo. Foram utilizadas no minimo, 60 a 80
larvas por tratamento. As larvas que sobreviveram apds ser tratadas com as Clsgs foram
transferidas para tubos de eppendorf de 1,5 mL e congelados. Os extratos das larvas foram
realizados com metanol, seu volume reduzido em rota-evaporador. Uma aliquota do extrato (4mg)
foi solubilizado em agua sob agitacdo passado em um cartucho SPE C-18, que foi pré-
condicionado com agua ultrapura (5 mL) e metanol (5 mL). O extrato foi fracionado em duas
partes com agua ultrapura (10 mL) seguida de metanol (10 mL). A fracdo metanodlica foi filtrada
em filtro de 0,45 um para analise em CLAE-EM e CG-EM.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As analises cromatograficas foram
realizadas em um aparelho Shimadzu modelo SCL-10Avp, equipado com duas bombas analiticas
LC-10AD, conectadas a um detector de arrasto de diodo SPD-M10Avp e um injetor automatico
SIL-9A, controlado por um mdédulo de comunicacdo SCL-10AVP. As anélises foram realizadas em
uma coluna Phenomenex® de fase reversa C-18 (Luna C18 150 x 4,6 mm, 5 um) e os dados
analisados pelo programa Class-VP versdo 6.10. Todas as amostras foram dissolvidas em metanol
(grau HPLC), na concentragdo de 1 mg/mL e filtradas em filtro de 0,45 um (Acrodisc CRPTFE). O
volume de inje¢do foi de 20 pL. A eluicdo por CLAE foi feita usando gradiente de solventes A
(H20 + acido formico a 0,01%) e B (MeOH + &cido formico a 0,01%) no seguinte gradiente: 0-2

min (A: B, 7: 3); 10 min (3: 2); 45 (0: 1); 50 (0: 1); 55 (7: 3).
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Analise dos extratos das larvas de P. xylostella por CLAE-EM. A cromatografia foi realizada
com um cromatografico liquido de alta eficiéncia (CLAE) Acquity H-Class (Waters). Foi
empregada uma coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,7um. O volume da injecao
foi de 1 uL em um auto injetor. A ecluigdo foi realizada em condi¢des de gradiente usando os
solventes A (H20 + 0,1% 4cido formico) e B (MeOH + 0,1% &cido formico) nas seguintes
condigdes: 0-0,25 min (98:2); 0,25-8,5 min (1:99) 8.5-11.0 min (98:2) em uma vazédo de 0,3
mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. O sistema CLAE foi acoplado a um
espectrometro de massa simples quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A voltagem do capilar foi de
3,5 Kv, a uma voltagem do cone de 30 V, a temperatura de dessolvatacédo foi de 450 °C, com fluxo
de gas da fonte de 650 L/h. A aquisicdo dos dados foi feita em modo full scan, buscando massas
entre 50 a 1000 Da, em ionizagdo modo negativa. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros de
massas foi feita através do software MassLynx™ (Waters). A identificagdo dos compostos presente
nas larvas foi realizada atraveés de busca dos dados obtidos de massas na plataforma Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) ID using MetaboAnalyst (Chong et al. 2018).

Os dados das analises cromatogréficas das larvas de P. xylostella foram submetidos a uma
Analise Hierarquica de Cluster (HCA) com o auxilio do software BioDiversity Pro versdo 2.17
com objetivo de identificar possiveis variacbes metabdlicas nas geracdes consecutivas de P.
xylostella sob diferentes tratamentos. Para confirmar os resultados obtidos com andlise de HCA
uma Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada com base no conjunto completo de
dados, que foi conduzida para avaliar a variabilidade metabolica nas geracdes consecutivas de P.
xylostella submetidos aos 0leos essenciais, compostos majoritarios e inseticidas comerciais. Para
essas analises, os dados foram exportados em formato ASCII para Microsoft Excel para produzir

uma matriz de dados de amostra versus picos de metabolitos com areas de picos associados. Todas
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as analises foram realizadas usando Unscrambler® versdo 9.5.18 (CAMO Process AS, Norway,

1996-2010).

Resultados

Analise e Identificagdo Quimica dos Constituintes Majoritarios. Na identificacdo dos
compostos do dleo essencial de E. caryophyllata, dez constituintes foram registrados, 0 composto
eugenol foi considerado como majoritario com uma porcentagem de 75,8%, além de acetato de
eugenol (12,81%) e B-cariofileno (6,77%) (Tabela 1). Ja para o 6leo essencial de C. aurantium,
dezesseis constituintes foram identificados e 0 composto predominante foi o Limoneno (92,28%)
que representou a maior parte do valor total de 98,39% da composicdo do Gleo essencial (Tabela
1).

Teste de Fitotoxicidade dos Oleos Essenciais e dos Constituintes Majoritarios. O controle n&o
apresentou fitotoxidez em nenhum dos casos de analises. A partir da Tabela 2, podem-se observar
as médias (xEP) de lesdes (%) de fitotoxidez em discos foliares de couve (Brassica oleraceae cv.
Manteiga). Anotou-se que 0 aumento na concentracdo dos 6leos essenciais e seus respectivos
constituintes majoritarios provocou proporcionalmente um aumento nos numeros de lesdes nos
discos de folhas de couve. Os indices de fitotoxicidade observados foram o aparecimento de
necrose nos discos de folhas na forma de lesGes. A fitotoxicidade foi pequena para ambos o0s
formulados quando aplicar em concentragdo minima. Para todos os formulados avaliados, as
concentragdes mais baixas apresentaram poucas lesdes: limoneno (1,57%), eugenol (1,68%), C.
aurantium (1,84%) e E. caryophyllata (2,65%). O 6leo essencial de E. caryophyllata foi o que

apresentou mais lesdes aos discos foliares de couve, pois na maior concentracdo as lesées foram de
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(37,22%), ou seja maiores lesbes entre os outros formulados avaliados (Tabela 2). Um padrédo
referencial da escala diagramatica baseada nos niveis de lesdes: nivel 1 = 0%; nivel 2 = (0-3%);
nivel 3 = (3-6%); nivel 4 = (6-12%); nivel 5 = (12-25%); nivel 6 = (25-50%); nivel 7 = (50-75%);
nivel 8 = (75-88%); nivel 9 = (88-94%); nivel 10 = (94-97%); nivel 11 = (97-100%) e nivel 12 =
100% de lesdes. A fitotoxicidade é considerada pequena para os niveis de lesdes <3% e para <40%
estd dentro do limite aceitavel de acordo com a escala diagramatica proposta por Horsfall & Barrat
(1945).

Bioensaios de Monitoramento da Suscetibilidade. As concentracdes letais (CLsos) estimadas dos
Oleos essenciais, constituintes majoritarios e inseticidas comerciais para P. xylostella apos
sucessivas geracdes de insetos selecionados em laboratério foram variadas através da analise de
Probit (¥>>0,05) com intervalos de confianca de 95% (Tabela 3,4,5,6,7,8,9). Foram observadas
diferencas significativas entre as geracdes a partir da razdo de toxicidade das CLsoS, baseada na
descricdo da formula de Robertson et al. (2007), na qual a razdo de toxicidade € significativa
quando o valor é superior a 1 no limite de intervalos de confianca de 95%. Na avaliacdo dos efeitos
letais de CLsoS sobre as larvas de P. xylostella, para o constituinte eugenol, o dleo essencial C.
aurantium e o inseticida botanico comercial Azamax® n&o foram verificadas diferengas na
suscetibilidade até as geragdes Gas, G22 € Gis monitoradas, respectivamente (Tabela 3,6,7). Para o
6leo essencial E. caryophyllata, foram verificadas diferencas na suscetibilidade dentre as geracdes
Gis e Gi9 com concentracio letal (CLso) de 2,59 e 1,44 mg.L™ e razdo de toxicidade 1,59 e 1,8
vezes maiores, respectivamente (Tabela 4). Porem, para o constituinte majoritario Limoneno,
foram verificadas diferencas na suscetibilidade dentre as gera¢des Gigo € G2s com concentracéo letal
(CLso) de 17,08 e 29,67 mg.L? e com razdo de toxicidade de 1,69 e 2,0 vezes maiores,
respectivamente (Tabela 5). Para o inseticida sintético comercial Decis® 25 EC com principio

ativo deltametrina, verificou-se que ha diferengas na suscetibilidade dentre as geracbes Gg, Go e
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Gi1 com concentragéo letal (CLso) de 7,47; 4,2 e 14,01 mg.L e com razéo de toxicidade de 2,82;
1,77 e 4,31 vezes maiores (Tabela 8). No entanto, ao analisar o inseticida sintético comercial
Lufenuron (Match 50 ® EC), verificou-se que ha diferencas na suscetibilidade dentre as geracdes
Gs; Go; Gi3 € G14 com concentracio letal (CLso) de 0,92; 0,51; 1,73 e 2,9 mg.L e com razéo de
toxicidade de 2,04; 1,8; 3,84 e 1,68 vezes maiores, respectivamente (Tabela 9). Assim, verificaram
que houve uma diminuicdo na suscetibilidade de P. xylostella sob a pressdo de selecdo pelos
inseticidas sintéticos comerciais de Decis® 25 EC e Lufenuron (Match 50 ® EC), também para o
constituinte majoritario Limoneno e parcialmente pelo 6leo essencial de E. caryophyllata.

Analise da variacdo metabolica de P. xylostella apds selecdo com 6leos essenciais, compostos
majoritarios e inseticidas comerciais. A andlise por CLAE-EM dos insetos selecionados revelou
a presenca de um total de 43 compostos. Foram identificados compostos de diferentes classes
quimicas como &cidos graxos, aminoacidos, dipeptideos, compostos fendlicos, amidas e acidos
cinamicos (Tabela 10).

Nas analises ndo foram detectadas a presenca dos compostos puros, constituintes majoritarios
dos 6leos ou dos principios ativos dos inseticidas comerciais utilizados nos experimentos. Este
resultado revela que mesmo ap0ds a pressdo seletiva de P. xylostella por geracdes consecutivas, a
praga ndo desenvolveu um mecanismo de sequestro dos compostos puros ou ingredientes ativos
que foram testados nos bioensaios.

Apo6s a normalizacéo dos dados de CG-EM das amostras, foi realizada a Andlise Hierarquica
de Clusters (HCA) com objetivo de observar as variagdes metabolicas entre os tratamentos que
apresentaram diferencgas (Figura 1). Nas avaliagdes de P. xylostella sob a presséo seletiva com
Oleos essenciais, constituintes majoritarios e inseticidas comerciais durante varias geracoes,
verificou-se uma modificacdo do efeito toxico que resultou na observacdo de variagcbes metabdlicas

nas amostras analisadas a partir da terceira geragdo quando foi selecionada com Lufenuron (Match
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50 ® EC), na nona geracdo selecionada com Decis® 25 EC (deltametrina) e na décima e quinta
geracdo selecionada com o constituinte majoritario Limoneno. As amostras tratadas com Eugenol,
Azamax® (azadiractina) e com os 60leos essenciais de E. caryophyllata e C. aurantium var. amara
ndo apresentaram diferencas mesmo apos pressao seletiva durante geragdes consecutivas.

A anélise de HCA dos extratos adquiridos a partir das amostras de insetos selecionados
revelou a formacdo de dois clusters principais A e B entre os extratos que ndo apresentaram
resisténcia [pressdao de selecdo de P. xylostella com Eugenol (Gi), Azamax® (G3) e o0s 6leos
essenciais de E. caryophyllata (G1) e C. aurantium var. amara (G2), Limoneno (G1), Decis® 25 EC
(G1) e o controle tratado apenas com &gua destilada] em comparagdo com aqueles extratos que se
diferenciaram do controle e revelaram uma variacdo descrescente na suscetibilidade tais como:
Limoneno (Gis), Decis® 25 EC (G11) e Lufenuron (Gs) (Figura 2).

No grupo A verificou-se uma alta similaridade (> 90%) entre as amostras analisadas e que
ndo mostraram diferencas. Ja no grupo B a similaridade foi de 67,63% referente as amostras que
evidenciaram diferencas. Por outro lado, as amostras do grupo A e do grupo B mostraram uma
similaridade de apenas 32,16 %, revelando uma maior variacdo metabolica produzida por esses
dois grupos.

Os resultados da analise de HCA de P. xylostella selecionados aos Oleos essenciais,
compostos majoritarios e inseticidas comerciais foram confirmados através de Anélise de
Componentes Principais (PCA) (Figura 3,4 e 5).

Apos a normalizacdo dos dados, foi realizada uma PCA com todas as amostras e verificou-se uma
separacdo entre os principais formulados utilizados para selecionar os insetos. A variabilidade das
amostras foi suportada por duas componentes explicando 80% da separagéo entre os grupos (PC1 =
61% e PC2= 19%). O grupo A além das amostras de controle (tratamento com agua destilada)

reuniu também as amostras de P. xylostela que ndo apresentaram diferencas em relagcdo ao controle
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[selecionados com Eugenol entre as geragoes (G1-G22), Azamax® (G1-Gie) € 0s 0leos essenciais de
E. caryophyllata (G1-Gz4) e C. aurantium var. amara (G1-Gz2), Limoneno (Gi-Gi4), € Decis® 25
EC (G1-Gg)]. Por outro lado, as amostras com Limoneno entre as geracoes (Gis-Gis), Decis® 25
EC (Gg-G11) e Lufenuron (Gz-Ge) foram separadas em trés outros grupos.

Ao analisar isoladamente por PCA as amostras de P. xylostella que foram selecionadas com
Decis® 25 EC, verificou-se a formacéo de trés grupos no grafico referente ao controle, as amostras
de P. xylostella que ndo apresentaram diferencas entre as geracdes (Gi-Gsg) e as que mostraram
diferengas entre as geracOes (Go-Gi1). A separagdo entre os grupos foi explicada por duas
componentes que totalizaram 95% de dissimilaridade entre os grupos (PC1 = 90% e PC2= 5%).
Para a analise de PCA, as amostras de P. xylostella que foram selecionadas com Lufenuron
também se verificou a formacdo de trés grupos no gréafico referente ao controle, as amostras de P.
xylostella que ndo apresentaram diferencas entre as geracbes (Gi-G2) e as que mostraram
diferengas entre as geracOes (Gs-Gs). A separacdo entre os grupos foi explicada por dois
componentes totalizando 99% de dissimilaridade entre os grupos (PC1 = 98% e PC2= 1%).

Por outro lado, a analise de PCA das amostras de P. xylostella que foram selecionadas com
Limoneno se verificou a formacéao de apenas dois grupos no grafico referente ao controle, sendo as
amostras de P. xylostella que ndo apresentaram diferencas entre as geracdes (Gi1-Gis) € as que
mostraram diferencas entre as geragdes (Gis-Gis). A separacdo entre os grupos foi explicada por
duas componentes totalizando 95% de dissimilaridade entre os grupos (PC1 = 90% e PC2= 5%).
Foi verificado no mesmo caso do Limoneno que as analises entre as geraces (Gi-Gis) nédo
apresentaram diferencas em relacdo as amostras do controle. Este resultado indica que as primeiras
geracOes selecionadas com o Limoneno ndo apresentaram diferencas nas suas composicoes

quimicas em referéncia do controle.
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Discusséo

Analise e ldentificacdo Quimica dos Constituintes Majoritarios. Em plantas, os metabolitos
secundarios sdo produzidos pela biossintese de componentes organicos. Ha milhares de anos, no
processo de coevolugdo entre plantas e herbivoros, as substancias quimicas provenientes do
metabolismo secundario nas plantas sdo envolvidas na defesa para assegurar a sobrevivéncia dessas
espécies contra seus agentes nocivos. No entanto, os fatores genéticos e climaticos podem interferir
na composicao quimica e producdo de metabolitos secundarios nas plantas (Bennett & Wallsgrove
1994, Erb et al. 2013, Jan et al. 2021). Em estudos realizados por Porter et al. (1991), no qual se
avaliou a presenca e biossintese dos metabolitos secundarios em plantas, foram observadas a
quantidade total de metabolitos secundarios produzidos ao longo da vida de uma planta e
concluiram que o rendimento desses elementos varia com cada estddio do desenvolvimento
vegetal.

Os 6leos essenciais, misturas de substancias complexas com origem a partir dos metabdélitos
secundarios em plantas, tém sido amplamente estudados com o objetivo de avaliar ou demonstrar a
composicdo quimica e as acles bioldgicas, entre elas farmacoldgicas e inseticidas (Rasooli &
Mirmostafa 2003, Abdel-Kawy et al. 2021). Tirado et al. (1995) avaliaram a composi¢ao quimica e
o0 teor de compostos nos 6leos essenciais de Citrus volkameriana, C. reticulata e C. sinensis nas
fases diferentes de maturacdo dos frutos, concluiram que o constituinte majoritario limoneno foi o
composto encontrado mais abundantes, com variacGes entre 94,01% a 98,66%. Na identificacdo de

compostos, utilizando a cromatografia de gas-liquido, Boussaada & Chemli (2007) mostraram o
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limoneno como constituinte majoritario do o6leo essencial de C. aurantium L. var. amara, na
porcentagem de 92,2%.

Para o Oleo essencial de C. sinensis, foram encontrados 0s compostos majoritarios de
limoneno (94%), B-mirceno (1,18%), linalool (0,89%) e sabineno (0,74%), o composto limoneno
foi registrado em maior percentual nos compostos identificados (Stashenko et al. 1996, Espina et
al. 2011).

De acordo com Mufioz Castellanos et al. (2020), ao analisar o 6leo essencial de Eugenia
caryophyllata, o composto majoritario indentificado foi eugenol (77,5%), seguido dos compostos
de acetato de eugenol (15%) e B-Cariofileno (4%). Matos et al. (2020) identificaram o eugenol
como o maior composto do 6leo essencial de Eugenia caryophyllus na concentracdo de 74,31%.
Em estudos realizados por Defaveri et al. (2011), ao investigar os principais compostos dos 6leos
essenciais de duas espécies de Eugenia neonitida Sobral e Eugenia rotundifolia Casar (Myrtaceae),
as precipitaces pluviais influenciaram na diferenca da composicdo dos Oleos essenciais dessas
duas espécies. Da Costa et al. (2020) concluiram em estudos que a percentual de compostos
majoritarios provenientes do 6leo essencial de Eugenia uniflora alteraram devido ao déficit hidrico
nas plantas. Em analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) do
6leo essencial comercializado de Eugenia caryophyllus, Jirovetz et al. (2006) encontraram como
principais constituintes eugenol (76,8%), B-Cariofileno (17,4%), a-humuleno (2,1%) e acetato de
eugenol (1,2%). Desta maneira, 0s compostos ou metabdlitos secundarios possuem uma grande
diversidade quimica de estruturas e o perfil quimico de cada 6leo essencial pode ser modificado em
funcdo de fatores bidticos ou abioticos (Li & Madden 1995, Castelo et al. 2012, Berini et al. 2018).
Teste de Fitotoxicidade dos Oleos Essenciais e dos Constituintes Majoritarios. Para a atividade
de fitotoxicidade em folhas de couve com 0leos essenciais de E. caryophyllata e C. aurantium var.

amara com seus respectivos compostos majoritarios de eugenol e limoneno, ndo foram
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encontrados trabalhos semelhantes na literatura. No entanto, discutimos de maneira clara as
multiplas abordagens de estudos que mostram a acdo fitotoxica desses 6leos essenciais e seus
componentes majoritarios em familias iguais ou espécies similares de plantas. Além disso, varios
registros na literatura evidenciam a reacdo fitoquimica e a citotoxicidade desses 6leos essenciais e
seus componentes majoritarios.

Os 6leos essenciais podem ter efeitos variaveis sobre os artropodes-praga como repeléncia,
deterréncia alimentar, crescimento e, além da fitotoxicidade sobre folhas de espécies vegetais. A
fitotoxicidade ocorre uma vez que houve uma incidéncia como necrose ou clorose nas folhas, essa
reacao se caracteriza geralmente pela capacidade dos compostos que sdo isolados e provenientes
dos Oleos essenciais que sdo substancias complexas de origem no metabolismo secundario da
planta (Hamdan et al. 2010, Almarie et al. 2016). Meyer et al. (2008) em teste de fitotoxicidade, o
Oleo essencial de E. caryophyllata mostrou-se uma severidade inexpressiva de danos como necrose
e clorose nas mudas de pepineiro, meloeiro, pimenteiro e tomateiro durante 48h de exposicdo na
concentracdo de 0,3%. A fitotoxicidade dos 6leos essenciais é descrita paralelamente como um
efeito alelopatico entre as plantas cultivadas, ou seja, hd uma influéncia desejada de uma planta a
partir de seus metabolitos secundarios especificos para interferir nos fatores funcionais
responsaveis pela atividade de crescimento e desenvolvimento de uma outra planta (Qasem & Foy
2001, Ibafiez & Blazquez 2019). Ibrahim et al. (2004) avaliou a fitotoxicidade do limoneno nas
concentragdes crescentes de 10-120 mL.L™ baseadas nas lesdes foliares e fluorescéncia da clorofila
sobre plantas de repolho (cv Rinda e Lennox) e cenoura (cv Parano e Splendid), observaram-se as
lesbes foliares severas e menor fluorescéncia da clorofila, concluiu-se que o mecanismo da
fitotoxicidade € relativo porque na mesma concentragdo do composto limoneno as variedades de
repolho e cenoura reagiram de maneira diferente em relag@o a inibicdo dos sitios biossintéticos,

bem como a fitotoxidez. A fitotoxicidade nos discos das folhas de couve pode ser explicada pela

36



propriedade antag6nica de compostos majoritarios dos 0leos essenciais de E. caryophyllata e C.
aurantium var. amara com Sseus respectivos compostos majoritarios de eugenol e limoneno que
foram avaliados no experimento, sendo que a reacdo nas folhas de couve pode afetar a estrutura
celular da membrana. Uma das funcfes dos compostos majoritarios presentes nos 6leos essenciais
é interagir positivamente ou negativamente com outras estruturas quimicas. Em estudos realizados
com o Oleo essencial Psidium cattleianum, no qual avaliou-se o efeito da fitotoxidez sobre o
comprimento de raiz das mudas de alface (Lactuca sativa), baseando na atividade de celulas
meristematicas da raiz, Vasconcelos et al. (2019) concluiram que houve uma reducdo no
crescimento de raizes devido ao obstaculo de limitacdo sofrido pela divisdo mitdtica celular e
alteracdes frequentes dos cromossomos, resultantes da acdo de compostos presentes nos 0Oleos
essenciais.

Blazquez & Carb6 (2015) ao analisar as concentracGes do Oleo essencial de laranja com 0s
maiores compostos de limoneno (59,28%), B-pineno (12,96%) ¢ y-terpineno (10,92%) sobre as
folhas de Portulaca oleracea para avaliar o efeito de herbicida baseado no alto nivel de
fitotoxicidade, verificou que a fitotoxidez ndo foi amostrada mesmo em maiores concentragdes
apos a aplicacdo do 6leo essencial. Desse fato, a inativacao fitoquimica entre as substancias ativas
que contém no 6leo essencial e da planta de P. oleracea pode ser a explicacdo de auséncia de danos
foliares. Montes-Belmont & Carvajal (1998), avaliou a fitotoxicidade do 6leo essencial de cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) nas concentracdes de 2-8% (Eugenol constituinte majoritario)
sobre as folhas e sementes de milho, observou-se que S. aromaticum ndo provocou a inibicdo da
germinacdo e o crescimento da plantula, assim como ndo mostrou nenhuma acao fitotoxica nas
folhas do milho.

De acordo com os resultados, ao avaliar a fitotoxicidade dos Oleos essenciais de E.

caryophyllata e C. aurantium var. amara com seus respectivos compostos majoritarios de eugenol
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e limoneno nos discos de folhas de couve constatou-se que as folhas de couve apresentaram lesfes
de necrose por efeito de fitotoxidez nas concentracbes maiores. No entanto, os indices de
fitotoxidez proporcionados pelas concentracdes mais altas estdo dentro do limite aceitavel de
acordo com a escala diagramatica proposta por Horsfall & Barrat (1945).

Bioensaios de Monitoramento da Suscetibilidade. Os avancos nas pesquisas por buscar de
inseticidas alternativos tém sido significativos nos ultimos anos e o emprego desses formulados se
torna uma evidéncia nos programas de manejo integrado de pragas (MIP) (Isman 2006). No
entanto, os estudos sobre os mecanismos de acdo desses inseticidas sdo ainda escassos. Por isso, é
necessario estabelecer um programa de monitoramento da suscetibilidade na exploracdo e
entendimento de mecanismos da bioatividade de produtos formulados a base de 6leos essenciais ou
seus constituintes majoritarios no manejo de resisténcia de pragas. De acordo com nossos
resultados, ficou evidente a toxicidade desses formulados a base de dleos essenciais ou inseticidas
comerciais sobre P. xylostella. Assim como a variacdo na suscetibilidade em alguns casos apos a
pressdao continua de selecdo de insetos em geragdes consecutivas no laboratério. Resultados
similares aos nossos foram relatados em experimentos com produtos de mesmos modos de acao
sobre P. xylostella (Ho et al. 1983, Baker & Kovaliski 1999, Josan & Singh 2002, Singh et al.
2006, Gonzalez et al. 2014, Badgujar et al. 2017).

Os bioensaios realizados em laboratério demonstraram que os formulados a base de 6leos
essenciais e inseticidas comerciais apresentaram niveis de toxicidade larval para P. xylostella ao
monitorar as sucessivas geracdes. No entanto, ocorreu também uma baixa suscetibilidade com a
crescente exposicdo de P. xylostella aos inseticidas sintéticos comerciais Decis® 25 EC e
Lufenuron, bem como o constituinte majoritario Limoneno proveniente do 6leo essencial de C.
aurantium var. amara e uma diminuicdo parcial da suscetibilidade do Oleo essencial de E.

caryophyllata. A mortalidade observada na utilizagdo do inseticida Decis® 25 EC com principio
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ativo deltametrina pode ser explicada devido a sua acdo toxica ap0s a ingestdo ou contato pelas
larvas de P. xylostella (Ho et al. 1983), atuando principalmente na influéncia de abertura dos canais
de sodio no sistema nervoso central, com isso o inseto entra em estado de paralisia, provocando a
morte (Clements & May 1977, Riley 2014, Nansen et al. 2016). Os principais mecanismos de
defesas promovidos pelos insetos podem causar limitacfes na toxicidade ou efeitos deletérios dos
inseticidas e sdo materializados por diversos processos, como alta atividade das enzimas de
detoxificacdo (Mohan & Gujar 2003), reducdo da sensibilidade no sitio de acdo (Li et al. 2018) e
uma mudanca comportamental (Lockwood et al. 1984). Apos a pressdo de selecdo de onze (11)
geracGes no laboratorio, os insetos de P. xylostella mostraram uma resisténcia ao inseticida
sintético comercial Decis® 25 EC, baseada na razdo de toxicidade das CLsos da geracdo anterior
em comparacdo com a geracdo sucessiva. Kim et al. (1990) observaram que a deltametrina
provocou mortalidade alta numa populacéo suscetivel de P. xylostella mantida em laboratério, o
que os autores descreveram como a suscetibilidade da praga em relacdo ao ingrediente ativo do
produto. Entretanto, essa suscetibilidade verificada por agéo toxica do inseticida naquela populagéo
criada e mantida em laboratério ja era diferente quando foi selecionada durante 24 geragdes
consecutivas ao principio ativo de deltametrina e mostrou-se uma razdo de toxicidade de 145 vezes
maiores. A perda dessa suscetibilidade pode ser explicada pela exposicdo continua e
consequentemente essa aplicagcdo provocou uma alta atividade das monooxigenases do citocromo
P450 para diminuir ou eliminar os efeitos do inseticida (Schuler et al. 1998, Eziah et al. 2009,
Endersby et al. 2011), resultados que corroboram com nossa pesquisa apés a selecdo de P.
xylostella com o ingrediente ativo deltametrina.

Os inseticidas do grupo quimico de benzoiluréia agem como reguladores de crescimento em
P. xylostella, com principal atuacdo na inibicdo da sintese de quitina, ou seja, 0 crescimento do

inseto é influenciado pelos seus efeitos toxicos (Van Leeuwen et al. 2012, Douris et al. 2016). O
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uso crescente do inseticida comercial Lufenuron contra P. xylostella com certeza impde riscos aos
insetos expostos de potencializar a evolucdo da resisténcia (Perng et al. 1988). Pois, a resisténcia
de um inseto em relacdo a um formulado envolve varios mecanismos (Bouvier et al. 2002, Chen &
Hou 2021), uma vez que a natureza quimica e 0 modo de acdo do inseticida sdo fatores chaves para
que o inseto possa desenvolver mudancas genéticas para conter as acgdes toxicas. Estudos
realizados por Ismail & Wright (1991), avaliou-se a frequéncia da resisténcia de diferentes classes
de benzoiluréia em populacdes de P. xylostella, e demostrou que a resisténcia parecia ser
relativamente instavel em populacdes coletadas em campo comparadas com outra populacédo
suscetivel criada em laboratorio. No entanto, importante destacar que enquanto houve um namero
elevado de geracBes de insetos selecionados tiveram um aumento muito rapido na taxa de
resisténcia, por exemplo, houve uma maior razdo de toxicidade que foi observada entre as
populacdes quando selecionar 21 geracdes. O inicio da pressao de selecdo de P. xylostella a partir
de uma populacéo suscetivel criada no laboratério sem nenhuma historica de resisténcia pode ser o
fator dessa pequena perda de suscetibilidade com baixa razdo de toxicidade mesmo apés 14
geracdes de insetos selecionados (Noppun et al. 1984). Assim como o aspecto fisioldgico do
inseticida Lufenuron no seu diferente modo de acdo em P. xylostella (Furlong & Wright 1994,
Douris et al. 2016), atuando ativamente no corpo do inseto como inibidores da sintese da quitina
para coibir o desenvolvimento o que explica essa resisténcia (Perng & Sun 1987, Furlong &
Wright 1994).

O inseticida botanico comercial Azamax® com principio ativo azadiractina no controle de
insetos-praga tem sido destacado como um inseticida de diferentes modos de acdo (Nisbet 2000). A
resisténcia pode ser considerada como um fator genético (Pimprikar & Georghiou 1979), seus
aspectos bioldgicos podem ser influenciados pela exposigédo excessiva de artropodes a inseticidas e

utilizacdo de formulagdes em altas concentragcbes (Hama 1990). Estudos a cerca dos principais
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mecanismos de resisténcia de insetos em relacdo aos produtos a base de azadiractina sdo escassos.
Ao monitorar a suscetibilidade de P. xylostella em relacdo ao inseticida botanico comercial
Azamax® com principio ativo azadiractina durante (G1-Gis) geragOes sob presséo de selecdo em
laboratdrio, observamos que 0s insetos ndo apresentaram nenhuma resisténcia no monitoramento
através das avaliacOes, entretanto nossos resultados encontrados divergem de trabalhos realizados
por Feng & Isman (1995) sobre a diminuicdo da suscetibilidade ou surgimento de resisténcia em
populacdes de pulgdes (Myzus persicae) sob pressdo de selecdo. Em estudos realizados por
Vollinger (1987), no qual avaliou-se uma possivel resisténcia de P. xylostella ao extrato de
semente de nim (Azadirachta indica) ap6s uma exposi¢do continua, concluiu que houve um
aumento na concentracdo média letal da formulacdo para reduzir em 50% a populacdo de P.
xylostella, mas essa resisténcia ndo foi gradativa quando observar uma a suscetibilidade fixa da
populacdo em avaliacéo feita posteriormente. A auséncia de resisténcia de P. xylostella mesmo sob
altos niveis de pressdo de selecdo é explicada devido ao fato de que azadiractina é um principio
ativo com modos de acdo diferentes em insetos, atuando como reguladores de crescimento (Sharma
et al. 2006) e inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Breuer et al. 2003). A
suscetibilidade pode ter mantida por ser um inseticida de multiplas a¢des cujo qualquer mudanga
genética ligada a resisténcia pode ser inviabilizada (Huang et al. 2004). Além de barreiras de
diferentes modos de acdo, a estrutura quimica da azadiractina é complexa e pode variar sua
toxicidade de acordo com a espécie do inseto (Simmonds et al. 1990, Ley et al. 1993).

Os 0leos essenciais ou compostos isolados por possuir substancias bioativas podem atuar
como agentes toxicos de mortalidade, além de inibir a biossintese de quitina que é responsavel do
crescimento dos insetos (Regnault-Roger 1997). Ainda sdo poucos e imprecisos 0s estudos de
mecanismos da bioatividade dos 6leos essenciais e seus constituintes sobre os insetos, em especial,

P. xylostella. Os efeitos toxicoldgicos dos constituintes majoritarios ou isolados dos oOleos
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essenciais destacam por suas diversas propriedades bioldgicas sobre artropodes-praga, em alguns
casos o isolamento de um composto favorece ou potencializa mais as acGes quando comparados
com as componentes todas do 6leo essencial (Miresmailli et al. 2006, Afshar et al. 2017).
Entretanto a potencializacdo da toxicidade de um composto por meio de isolamento aumenta a base
de conhecimentos do mecanismo de bioatividade ou principal modo de a¢do, como também um
aumento de risco do desenvolvimento de resisténcia dos insetos expostos por ser um dnico
ingrediente ativo nas formulagcbes (Lopez & Pascual-Villalobos 2010, Attia et al. 2015). Yang et
al. (2021) em teste de laboratdrio avaliaram o composto limoneno proveniente do éleo essencial de
horteld sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), com Reticulitermes
dabieshanensis, e observaram que o composto apresentou fortes propriedades de inibicdo da
AChE. Assim, o constituinte limoneno apresenta um efeito inibidor de acetilcolinesterase, portanto
isso pode definir seu modo de acdo no inseto e também indica qualquer mudanca genética na
enzima para criar uma resisténcia. Na pressdo de selecdo de P. xylostella em laboratério com uso
de limoneno durante 25 geragdes (G1-G2s), foi observada uma diminuicdo da suscetibilidade dos
insetos selecionados ao composto limoneno e, isso demonstrou a capacidade de P. xylostella de
desenvolver resisténcia ap6s um longo periodo de exposi¢do a um composto isolado. Assim, com
uma pressdo de selecdo de maneira continua sobre as populagfes de P. xylostella, uma mudanca
genética pode ser viabilizada para gerar essa perda de suscetibilidade (Li et al. 2007). Lee et al.
(2000), observaram que as populacfes de Oryzaephilus surinamensis (L.) resistentes ao inseticida
clorpirifos-metil, apresentaram uma razdo de toxicidade de 1,9 e 2,2 vezes maior do que 0
composto 1,8-cineol proveniente do 6leo essencial de eucalipto em comparacdo da suscetibilidade
de uma populacéo suscetivel. Os mecanismos de resisténcia dos insetos foram evidenciados devido
as atividades elevadas das enzimas de detoxificacdo do citocromo P450 e esterases. Em estudos

realizados sobre as populagdes de Tetranychus urticae expostas aos 0leos essenciais de Deverra
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scoparia e Hertia cheirifolia durante 20 geragfes (Gi-G2o) consecutivas, no qual avaliou-se o
desenvolvimento da resisténcia dos acaros selecionados, Attia et al. (2015) concluiram que um
nivel de resisténcia de 10% e 30% foi observada nos Oleos essenciais de D. scoparia e H.
cheirifolia, respectivamente. Isso pode ser justificada pela composicdo quimica de cada Oleo
essencial que na maioria das vezes a sua toxicidade depende unicamente de um constituinte
majoritario (Aradjo et al. 2012, Lima et al. 2014).

Os oleos essenciais possuem caracteristicas lipofilicas, e essa natureza quimica permite uma
maior absor¢do no tegumento do inseto apds o contato (Tak & Isman 2017). Para Kim et al.
(2021), a dificuldade ou longevidade de um artropode para desenvolver resisténcia aos 6leos
essenciais mesmo apos um periodo longo de exposicdo pode estar relacionada a complexidade de
misturas, composicdo quimica e modos de acdo simultaneamente entre os constituintes, o que
podem justificar os resultados obtidos na nossa pesquisa. O 0Oleo essencial € formado por uma
mistura complexa de diversas substancias que sdo ativas em conjuntos ou separadamente, entre
elas: monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (Cosimi et al. 2009, Isman 2020). Feng &
Isman (1995) investigaram o desenvolvimento da tolerancia de uma mesma populacdo de pulgdes
(Myzus persicae) sob a pressdo de sele¢cdo com o principio ativo azadiractina de nim e extrato de
semente de nim, apos sucessivas geracdes, concluiram que os pulgdes selecionados somente com o
ingrediente ativo azadiractina de nim demonstraram uma perda da suscetibilidade, pelo outro lado
os pulgbes permaneceram suscetiveis ao extrato de semente de nim mesmo apds um longo periodo
de pressdo seletiva. O extrato de semente de nim possui na sua composi¢cao outros constituintes
além do ingrediente ativo azadiractina, 0 que pode gerar, consequentemente, essa permanéncia da
suscetibilidade nos pulgdes.

Analise da variacdo metabolica de P. xylostella apds selecdo com 6leos essenciais, compostos

majoritarios e inseticidas comerciais. Devido a grande capacidade dos insetos de detoxificar
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compostos xenobidticos diferentes, se torna evidente os recursos de analises da variacdo
metabolica para identificar a especificidade de classes, relacdes fitoquimicas e estruturas dos
metabolitos (Pang et al. 2018, Teixeira et al. 2019). Nossos resultados ndo mostraram a presenca
dos constituintes majoritarios ou de principios ativos dos inseticidas comerciais. Porém, foram
observados outros metabdlitos de diferentes classes quimicas como acidos graxos, aminoacidos,
dipeptideos, compostos fendlicos, amidas e acidos cindmicos, o que indicou um mecanismo de
bioatividade a partir da metabolizacdo dos compostos principalmente os acidos ou derivados de
acidos que foram encontrados (Leiss et al. 2009, Shi et al. 2018). Na identificacdo de &cidos graxos
de Tamarindus indica, com a utilizacdo da cromatografia de gas-liquido, Pitke et al. (1977)
mostraram 0s seguintes acidos: acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido esteérico,
acido oleico, acido linoléico, acido linolénico, acido araquidico, acido beénico e acido lignocérico.
Estudos de variacdo metabolica em insetos ou plantas sdo utilizados para esclarecer o papel de
aminoacidos, acidos graxos, compostos fenolicos, dipeptideos, amidas entre outros na sua
capacidade de metabolizacdo ou efeitos adversos dos constituintes de Oleos essenciais ou
ingredientes ativos de inseticidas (Mahdavi et al. 2015, Shi et al. 2018). Diversos estudos
relacionam os efeitos toxicos de inseticidas em artropodes como as causas de algumas alteracGes
fisiologicas ou morfoldgicas em decorréncia de exposicdo continua (Southwell et al. 1995, Fiaz et
al. 2018). A presencga em insetos de varios derivados de compostos de uma mesma classe quimica
pode ser relacionada com o mecanismo de acdo e a capacidade de efetuar a metabolizacdo de
elementos ativos (Esther et al. 2017, Macel et al. 2019). De acordo com Abdelgaffar et al. (2019),
as substancias ativas provenientes de inseticidas que sdo alojados no corpo do inseto, pode
acarretar modificacdes como producdo de anti-metabolitos, e ainda pode estimular uma habilidade
para ativar as propriedades imunologicas. Nossos resultados mostraram que houve uma

dissimilaridade entre os grupos baseada na analise de componentes principais (PCA). No entanto,
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essas diferencas de variacdo metabolica aparecem somente em insetos selecionados com o0s
inseticidas comerciais Decis® 25 EC entre as geracdes (Go-G11), Lufenuron geragdes (Gs-Ge) € 0
composto majoritario Limoneno geragdes (Gi7-Gis). Zhang et al. (2018), ao efetuar a infecgéo de
Sogatella furcifera por um virus da familia de reoviridae para identificar a diferenca de metabdlitos
acumulados em S. furcifera apos a infeccdo pelo virus, verificou-se pela analise metabolémica de
comparacdo que os acidos nucléicos e os &cidos graxos foram os principais metabdlitos
acumulados. Isso pode ser explicado pela tolerancia de S. furcifera ao virus, resultando no acimulo
e regulacdo de quantidades de &cidos nucléicos, acidos graxos e aminoacidos no corpo do inseto.
Desta maneira, nosso resultado demonstra sob a pressdo seletiva que os metabolitos originados de
classes quimicas como acidos graxos, aminoacidos e fenolicos podem interferir no mecanismo de
acao em P. xylostella por meio de saturacdo, producdo e bioacumulacdo (Riach et al. 2019).
Stanley-Samuelson et al. (1988) observaram que os acidos graxos desempenham um papel na
defesa de artropodes. Guil-Guerrero et al. (2018) relataram que em lepiddpteros, os indices de
acidos graxos tais como, o acido a-linolénico e &cido oleico, sdo diferentes a de dipteros e
coleodpteros. A resisténcia de P. xylostella aos inseticidas Decis® 25 EC, Lufenuron e ao composto
majoritario Limoneno parece aumentar os niveis de acidos ou seus derivados quando ocorrer a
pressdo de selecdo. Assim, ja foi relatado em estudos de analise metabolémica que os acidos
graxos reagem em virtude de efeitos toxicos, mas isso varia com as espécies de artropodes, Wang
et al. (2020) relataram que Plutella xylostella e Pieris rapae quando foram submetidos aos
inseticidas diamidas, os indices de acidos graxos e aminas sdo maiores em P. xylostella, com isso
uma maior tolerancia foi observada nos insetos. A biossintese de compostos a base de acidos pode
ser considerada como um mecanismo de defesa celular nos insetos, uma vez que 0s compostos
anti-metabdlitos sdo na maioria de derivados de proteinas, lipidios e acidos (Stanley-Samuelson et

al. 1988, Guil-Guerrero et al. 2018). A analise metaboldmica em P. xylostella é baseada na
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identificacdo e comparacdo dos principais metabdlitos referente a composi¢do quimica de classes
(Kim et al. 2017). Portanto, as analises da variagdo metabolica em insetos sdo importantes para
identificar diferentes classes quimicas ou metabolitos que surgiram por efeitos de inseticidas. Vale
lembrar também que é fundamental a realizacdo de analise metaboldmica quantitativa porque 0s

metabolitos podem estar atuando em quantidade desproporcional nos insetos.
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Tabela 1. Anélise da composicdo quimica dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata e Citrus

aurantium L. var. amara.

o ver o
a-Tujeno 924 - 0,16+0,00
a-pineno 932 0,33+£0,01 0,77+0,01
Sabineno 969 - 0,95+0,00
S-pineno 974 - 1,37%0,07

0-2-Careno 1001 0,03+0,00 -
Limoneno 1024 0,19+0,02 92,28+0,93

Silvestreno 1025 0,22+0,00 -

S-Felandreno 1025 - 0,11+0,00
1,8-Cineol 1026 0,17+0,01 -

p-Z-Ocimeno 1032 - 0,28+0,00

y-Terpineno 1054 - 0,35+0,00

Terpinoleno 1086 - 0,38+0,00
Linalool 1095 - 0,19+0,00

cis-p-Terpineol 1140 - 0,34+0,00

Citronellal 1148 - 0,10+0,01
E-Isocitral 1177 - 0,22+0,00
Eugenol 1356 75,80+0,80 -

pS-Cariofileno 1417 6,77%0,02 0,08+0,00

a-trans-bergamotene 1432 - 0,11+0,00
a-Humuleno 1452 1,02+0,00

y-Gurjuneno 1475 - 0,70+0,01
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...continuacdo Tabela 1.

Acetato de eugenol 1521 12,81+0,04 -
Oxido de cariofileno 1582 0,71+0,01 -
Total 98,05+0,82 98,39+1,01

YComposto classificado conforme a Nomenclatura da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC); Zindice de retencdo da composicdo quimica; ¥Oleo essencial com a porcentagem (%) de cada

composto.
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Tabela 2. Médias da fitotoxicidade em discos foliares de couve (Brassica oleraceae cv.
Manteiga), em funcdo da aplicacdo crescente de concentragdes de Gleos essenciais e seus

constituintes.

YOleos essenciais ?Menor indice de lesBes (%)  ?Maior indice de lestes (%)
Citrus aurantium L. var. 1,84 (+0,21) 34,48 (+3,26)
amara
Eugenia caryophyllata 2,65 (x0,24) 37,22 (+4,17)
Eugenol 1,68 (+0,3) 34,6 (£2,93)
Limoneno 1,57 (x0,4) 30,03 (+2,58)

YOleos essenciais e constituintes majoritarios; ?Maior e Menor indices de lesdes com média de fitotoxidez
estatisticamente.

**Escala diagramatica para avaliacdo de nimeros de lesGes proposta por Horsfall & Barrat (1945): nivel 1
= 0%; nivel 2 = (0-3%); nivel 3 = (3-6%); nivel 4 = (6-12%); nivel 5 = (12-25%); nivel 6 = (25-50%);
nivel 7 = (50-75%); nivel 8 = (75-88%); nivel 9 = (88-94%); nivel 10 = (94-97%); nivel 11 = (97-100%) e

nivel 12 = 100% de lesoes.
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Tabela 3. Concentracdo média Letal (CLso) do constituinte eugenol proveniente do 6leo essencial

de folhas de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) sobre larvas do terceiro instar de Plutella

xylostella (L.) ap0s sucessivas geraces em laboratorio.

N GL  CLso(mg.L™) (95% I.C) Inclinagdo + E.P e P TRso (mg.L™)
(95% 1.C)
538 7 4.92 3,26+0,29 2,63 0,1877 Fx
(4,37 -5,47)
543 7 54 3,19+0,35 10,49 0,7454 1,13
(4,22 - 6,45) (0,9 -1,41)
296 3 4,95 2,64+0,29 1,73 0,2216 1,01
(4,3-573) (0,84 -1,21)
539 7 5,05 3,16x0,25 4,37 0,3104 0,98
(4,61 -5,52) (0,83 -1,16)
479 6 4,94 2,90+0,28 2,32 0,1842 0,97
(4,33 -5,56) (0,84 -1,14)
542 4 6,13 3,14+0,29 1,26 0,1325 0,81
(5,46 -6,78) (0,68 -1,0)
532 4 59 3,13+0,24 2,93 0,3083 0,96
(5,38 - 6,47) (0,83 -1,11)
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...continuacdo Tabela 3.

543 7
357 4
283 5
406 5
482 4
400 3
631 5
534 4
413 5

6,51
(5,98 - 7,11)

5,65

(4,97 - 6,39)

4,65
(3,59 - 6,01)

5,93
(4,66 - 7,73)

6,9
(5,66 - 8,5)

6,5
(5,35 - 8,2)

6,2
(5,33 -7,05)

7.4
(6,58 - 8,3)

6,47
(5,22 - 8,14)
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3,30+0,25

2,75%0,27

2,13+0,26

2,07+0,21

2,64+0,23

3,25+0,29

3,39+0,28

2,79%0,26

2,79+0,25

3,69

3,42

5,73

7,38

6,23

4,07

5,29

3,5

9,79

0,2621

0,3608

0,5178

0,6668

0,6561

0,5211

0,4785

0,3688

0,8842

0,91
(0,8 -1,03)

0,87

(0,74 -1,01)

1,21
(0,98 -1,51)

1,28
(1,01 -1,61)

0,86
(0,71 -1,04)

0,94
(0,81 -1,1)

1,05
(0,9 -1,22)

1,19
(1,02 -1,39)

1,14

(0,97 -1,35)
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G2

Gas

...continuacdo Tabela 3.

362 4
476 4
325 6
300 3
476 6
485 6

8,25
(6,32 - 11,59)

8,28
(7,68 - 8,92)

8,47

(7,67 - 9,41)

6,77

(4,64 - 9,09)

9,85
(8,31 - 11,29)

7,96
(7,04 - 8,95)

2,55+0,27

4,20+0,32

3,57+0,37

3,02+0,37

3,95+0,5

3,41+0,32

8,05

3,37

1,93

3,74

6,6

6,06

0,8485

0,3555

0,1529

0,4781

0,5239

0,4816

1,27
(1,06 -1,53)

1,0
(0,85 -1,17)

1,02

(0,9 -1,16)

1,25

(1,03 - 1,53)

1,46
(1,19 -1,78)

1,24
(1,07 -1,43)

G= Numero de geragdes; N= Numero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;

CLso=Concentracdo letal de Eugenol em (mg.L™) que reduz em 50% a populacdo de Plutella xylostella; 1.C=

intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-valor>0.05);

TRso= Intervalo de confianca da razdo de toxicidade das CLsp (geragdo sucessiva em relagdo a anterior) a 95% de

probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padréo; Inclinagdo= Coeficiente angular relativo; X?= qui-quadrado

(P-valor>0.05).
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Tabela 4. Concentragdo meédia Letal (CLso) do 6leo essencial de folhas de cravo-da-india

(Eugenia caryophyllata) sobre larvas do terceiro instar de Plutella xylostella (L.) apds sucessivas

geracOes em laboratorio.

N GL  CLso(mg.L?) (95% I.C) Inclinagdo + E.P N P TRso (Mg.L?)
(95% 1.C)
536 7 0,98 1,72+0,15 4,42 0,3146 kel
(0,8 -1,17)
643 6 1,4 2,03+0,14 6,81 0,5409 0,7
(1,14-1,7) (0,55 -1,0)
479 4 1,18 1,78+0,15 231 0,2435 0,84
(0,98 -1,4) (0,67 -1,06)
321 6 1,21 1,86+0,22 1,02 0,0813 0,98
(0,9 -1,54) (0,71 - 1,34)
294 3 1,66 1,5+0,16 3,98 0,5089 1,37
(1,01 -2,79) (0,95 -1,98)
320 6 1,68 1,57+0,17 0,79 0,0627 0,99
(1,34 -2,11) (0,7 -1,39)
716 7 2,08 1,9+0,13 3,79 0,2696 1,24
(1,83 -2,37) (0,95 -1,61)
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...continuacdo Tabela 4.

482 6
349 4
425 5
476 6
404 3
414 5
531 7
533 7
480 4

2,27
(1,82 -2,88)

2,53

(1,78 - 3,56)

2,35
(1,85 -3,03)

1,61
(1,34 -1,95)

1,19
(0,68 -2,07)

1,0
(0,65 -1,56)

1,55
(1,27 -1,89)

1,36
(1,17 -1,59)

1,63
(1,38 -1,92)
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1,26+0,13

1,9+0,19

1,73+0,16

1,56+0,14

1,25+0,12

1,13+0,11

1,99+0,15

1,83+0,15

1,8+0,15

4,78

6,42

5,24

2,04

474

7,02

8,87

6,63

2,0

0,3796

0,6771

0,4736

0,1623

0,6071

0,6338

0,6308

0,4711

0,2108

0,92
(0,7 -1,19)

1,12

(0,83 - 1,5)

1,08
(0,83 -1,39)

0,69
(0,53 -0,89)

1,35
(0,98 -1,86)

0,84
(0,58 -1,23)

0,65
(0,47 -0,88)

0,88
(0,71 -1,09)

0,84
(0,67 -1,05)
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...continuacdo Tabela 4.

413 5
424 5
304 3
561 5
425 5

2,59
(2,07 -3,17)

1,44
(0,99 -2,14)

1,97

(1,14 -3,45)

3,27

(2,42 -4,74)

2,38
(1,78 - 3,25)

1,93+0,21

1,31+0,12

1,58+0,16

1,61+0,14

1,72+0,16

4,24

6,74

5,26

9,46

7,49

0,3833

0,6091

0,6732

0,8542

0,6762

1,59
(1,22 -2,08)

0,55
(0,39 -1,14)

1,37

(0,97 -1,93)

1,7

(1,45 -2,81)

073
(0,57 - 1,0)

G= Numero de geraces; N= Numero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;

CLso=Concentracdo letal de Eugenia caryophyllata em (mg.L™?) que reduz em 50% a populagdo de Plutella

xylostella; 1.C= intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-

valor>0.05); TRso= Intervalo de confianca da razéo de toxicidade das CLso (geracéo sucessiva em relacéo a anterior) a

95% de probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padrdo; Inclinagido= Coeficiente angular relativo; X?= qui-

quadrado (P-valor>0.05).
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Tabela 5. Concentracdo média Letal (CLso) do constituinte limoneno proveniente do 6leo

essencial de laranja amarga (Citrus aurantium L. var. amara) sobre larvas do terceiro instar de

Plutella xylostella (L.) ap0s sucessivas geracdes em laboratdério.

N GL  CLso(mg.L?) (95% I.C) Inclinagdo + E.P N P TRso (Mg.L?)

(95% 1.C)

411 5 8,32 2,64+0,25 2,37 0,2141 kel

(7,29 -9,38)

517 7 9,34 2,64+0,27 13,13 0,9334 0,89
(7,14 -11,52) (0,74 -1,08)

412 5 8,81 2,61+0,26 2,24 0,2031 0,94
(7,67 -9,93) (0,78 -1,14)

530 7 7,73 3,54+0,3 9,48 0,6737 1,14
(6,66 -8,79) (0,97 -1,34)

538 7 9,59 2,047+0,22 12,057 0,8571 1,24
(7,68 -11,77) (1,06 -1,46)

648 6 9,96 2,55+0,2 5,55 0,4406 0,96
(9,04 -11,0) (0,82 -1,13)

402 3 13,32 3,86+0,32 6,66 0,8516 1,34
(10,59 -16,82) (1,17 -1,53)

66



Gs

Gio

G

Gi3

Gis

Gis

...continuacdo Tabela 5.

298 3
539 4
421 5
416 5
646 6
478 4
416 5
415 5
538 4

12,36
(11,12 - 13,88)

12,91

(11,09 - 15,12)

12,13
(10,77 -13,65)

12,08
(10,76 -13,47)

11,84
(10,78 -13,03)

14,37
(12,15 -17,33)

13,77
(12,49 -15,26)

13,84
(11,73 -16,6)

13,62
(12,51 -14,88)
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3,63+0,38

3,28+0,26

2,56%0,27

2,79+0,29

2,63+0,21

4,06+0,31

3,21+0,3

2,65+0,28

3,26+0,26

2,63

6,19

1,96

3,02

5,43

9,21

4,35

5,95

1,06

0,3367

0,6529

0,1774

0,2726

0,4312

0,9708

0,3926

0,5378

0,1113

1,08
(0,93 - 1,24)

1,04

(0,91-1,2)

1,07
(0,92 -1,23)

0,97
(0,85 -1,17)

1,02
(0,88 -1,18)

1,21
(1,07 -1,38)

1,04
(0,92 -1,19)

1,01
(0,86 -1,17)

1,02
(0,88 -1,18)
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563 5 23,08 4,1740,36 838 07572 1,69
(20,72 -25,95) (1,52 -2,77)
413 5 16,82 3,42+0,32 504  0,4551 0,88
(14,91 -19,12) (0,74 -1,05)
560 5 15,66 3,79+0,31 223 02015 0,93
(14,54 -16,8) (0,83 -1,05)
352 4 15,79 3,03+0,44 445 04689 0,99
(12,10 -19,75) (0,84 -1,17)
412 5 17,08 2,96+0,3 166  0,1497 1,08
(15,41 -19,08) 0,9-1,3)
357 4 14,86 2,71+0,34 1,86 0,1960 0,87
(12,7 -17,18) (0,65 -1,21)
419 5 29,67 7,29+0,74 955  0,8629 2,0
(26,78 -32,33) (1,63 -3,39)

G= Numero de geracdes; N= Numero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;
CLso=Concentracdo letal do Limoneno em (mg.L?) que reduz em 50% a populagdo de Plutella xylostella; 1.C=
intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-valor>0.05);
TRso= Intervalo de confianca da raz8o de toxicidade das CLsp (geracdo sucessiva em relagdo a anterior) a 95% de
probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padréo; Inclinagdo= Coeficiente angular relativo; X?= qui-quadrado
(P-valor>0.05).
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Tabela 6. Concentracdo média Letal (CLso) do Oleo essencial de laranja amarga (Citrus

aurantium L. var. amara) sobre larvas do terceiro instar de Plutella xylostella (L.) apds sucessivas

geracOes em laboratorio.

N GL  CLso(mg.L™) (95% I.C) Inclinagdo + E.P e P TRso (mg.L™)
(95% 1.C)
478 6 14,8 4,75+0,52 5,48 0,4349 el
(13,38 - 16,1)
531 7 15,68 6,05+0,49 10,07 0,7161 0,94
(14,52 -16,78) (0,85 -1,05)
649 6 15,99 4,23+0,34 9,32 0,7399 1,02
(14,6 - 17,56) (0,94 -1,1)
539 7 16,96 4,37+0,44 10,39 0,7384 0,94
(15,38 - 18,52) (0,87 -1,03)
296 3 16,74 4,9+0,55 0,86 0,110 1,12
(15,2 - 18,26) (1,03 -1,23)
473 6 17,35 4,68+0,54 5,69 0,4517 1,1
(15,88 - 18,76) (0,99 -1,22)
565 5 17,93 5,82+0,57 1,76 0,1588 1,03
(16,73 - 19,05) (0,93 -1,15)
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421 5
421 5
358 4
621 5
415 5
539 7
362 4
422 5
557 5

17,28
(16,02 -18,48)

17,68

(16,15 - 19,4)

17,8
(16,11 - 19,39)

19,06
(17,17 - 21,34)

19,53
(17,5 - 21,84)

19,62
(16,64 -22,32)

19,97
(18,74 - 21,37)

19,36
(17,47 - 21,01)

19,56
(17,82 - 21,78)
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6,64+0,58

4,72+0,47

5,28+0,65

4,19+0,35

4,91+0,5

4,73+0,58

5,47£0,51

6,62+0,81

5,39+0,44

5,66

5,54

2,46

8,83

8,28

13,51

3,13

5,09

9,97

0,5116

0,5007

0,2596

0,7972

0,7481

0,9602

0,3303

0,4604

0,9006

1,04
(0,96 -1,13)

1,02

(0,94 -1,11)

0,99
(0,89 -1,11)

1,07
(0,96 -1,2)

0,98
(0,89 -1,07)

1,01
(0,91 -1,11)

0,98
(0,89 - 1,09)

0,97
(0,88 - 1,07)

0,99
(0,91 -1,08)
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355 4 19,61
(16,82 -22,32)

364 4 19,75
(18,39 - 21,11)

563 5 20,45

(18,72 - 22,51)

562 5 20,02
(19,08 - 21,02)

5,78+0,71

6,05+0,65

5,29+0,44

5,66+0,45

5,66

2,93

8,83

4,48

0,5968

0,3086

0,7972

0,4049

1,0
(0,91-1,1)

0,99
0,9-1,1)

1,04

(0,95 -1,13)

1,02
(0,95 -1,1)

G= Numero de geracGes; N= NUmero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;

CLso=Concentracdo letal de Citrus aurantium L. var. amara em (mg.L™) que reduz em 50% a populagédo de Plutella

xylostella; 1.C= intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-

valor>0.05); TRsp= Intervalo de confianca da razéo de toxicidade das CLso (geracéo sucessiva em relacéo a anterior) a

95% de probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padrdo; Inclinagdo= Coeficiente angular relativo; X?= qui-

quadrado (P-valor>0.05).
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Tabela 7. Concentracdo média Letal (CLso) do inseticida botanico comercial Azamax®
(Azadirachta indica) com principio ativo azadiractina sobre larvas do terceiro instar de Plutella

xylostella (L.) ap0s sucessivas geraces em laboratorio.

N GL  CLso(mg.L™) (95% I.C) Inclinagdo + E.P Y P TRso (mg.L™)

(95% 1.C)

362 4 1,11 4,64+0,43 4,65 0,4901 el

(0,98 - 1,25)

486 4 1,0 2,23+0,2 2,61 0,2752 1,1
(0,87 - 1,16) (0,93 -1,3)

641 6 0,99 2,48+0,19 2,22 0,1761 1,02
(09-1,1) (0,85 - 1,22)

306 3 0,95 2,65+0,28 3,73 0,4776 1,05
(0,66 - 1,25) (0,86 - 1,27)

400 3 1,08 2,85+0,25 4,12 0,5266 0,87
(0,85 -1,35) (0,71 -1,07)

620 5 1,21 3,19+0,26 10,04 0,9067 0,9
(1,04 -1,42) (0,78 -1,04)

419 5 1,3 2,67+0,26 10,7 0,9667 0,93
(0,96 - 1,71) (0,79 - 1,09)
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424 5
411 5
421 5
402 3
361 4
476 6
415 5

1,46
1,2-1,77)

1,35

(1,03-1,7)

1,57
(1,38 -1,79)

1,56
(1,11 - 2,33)

1,82
(1,35 - 2,41)

1,57
(1,31 - 1,86)

1,44

(1,18 - 1,74)

2,96+0,39

2,49+0,27

2,37+0,23

2,3240,21

2,41+0,27

2,71+0,25

2,99+0,26

6,06

6,39

4,02

6,49

5,34

6,57

8,56

0,5475

0,5768

0,3632

0,8309

0,5626

0,5220

0,7736

0,89
(0,74 - 1,08)

1,08

(0,88 - 1,33)

1,17

(0,95 -1,44)

1,0
(0,83 - 1,22)

0,86
(0,69 - 1,07)

1,16
(0,94 - 1,44)

1,09
(0,92 - 1,29)

G= Numero de geracdes; N= Numero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;

CLso=Concentracdo letal do inseticida Azamax® (Azadirachta indica) em (mg.L?) que reduz em 50% a populagdo de

Plutella xylostella; 1.C= intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentragcdo média

letal (P-valor>0.05); TRso= Intervalo de confianca da razéo de toxicidade das CLso (geracéo sucessiva em relacdo a

anterior) a 95% de probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padrdo; Inclinacdo= Coeficiente angular relativo;

X2= qui-quadrado (P-valor>0.05).
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Tabela 8. Concentracdo média Letal (CLso) do inseticida sintético comercial Decis® 25 EC com

principio ativo deltametrina sobre larvas do terceiro instar de Plutella xylostella (L.) apds

sucessivas geracdes em laboratorio.

N GL  CLso(mg.L™) (95% I.C) Inclinagdo + E.P Y P TRso (mg.L™)

(95% 1.C)

480 4 1,94 2,61+0,27 8,3 0,8752 el

(1,34 - 2,62)

479 6 1,86 2,69+0,23 10,82 0,8596 1,04
(1,54 - 2,25) (0,87 - 1,26)

483 6 2,09 2,37+0,26 4,65 0,3692 1,13
(1,76 -2,45) (0,92 -1,37)

803 7 2,39 2,86+0,18 5,06 0,3598 0,88
(2,21 -2,59) (0,73 -1,05)

623 5 2,53 2,45%0,2 9,87 0,8912 1,06
(2,09 -3,1) (0,93 -1,21)

446 3 2,4 2,85%0,22 3,23 0,4137 1,05
(1,98 - 2,91) (0,9 - 1,23)

558 5 2,65 2,55+0,21 9,14 0,8260 1,11
(2,2 - 3,28) (0,94 -1,3)

363 4 7,47 4,17+0,4 3,43 0,3615 2,82
(6,76 -8,2) (2,49 -3,64)
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479 6 4,2 3,53+0,3 10,67  0,8475 0,56
(3,64 - 4,86) (0,38 - 0,75)

424 5 3,25 2,04+0,22 762 06883 0,77
(2,56 - 4,4) (0,49 - 0,88)

425 5 14,01 7,73+1,04 873  0,7884 4,31
(11,94 - 15,43) (3,67 - 5,73)

G= Numero de geragdes; N= Nimero de insetos utilizados na experimentacdo; GL= Grau de Liberdade;
CLso=Concentracdo letal do inseticida Decis® 25 EC em (mg.L?) que reduz em 50% a populagdo de Plutella
xylostella; 1.C= intervalo de confianca; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-
valor>0.05); TRso= Intervalo de confianca da razdo de toxicidade das CLso (geracéo sucessiva em relacéo a anterior) a

95% de probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padrdo; Inclinagdo= Coeficiente angular relativo; X?= qui-

quadrado (P-valor>0.05).
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Tabela 9. Concentracdo média Letal (CLso) do inseticida sintético comercial Lufenuron (Match

50 ® EC) sobre larvas do terceiro instar de Plutella xylostella (L.) apds sucessivas geragdes em

laboratorio.
N GL CLso (mg.L™?) (95% 1.C) Inclinagéo + E.P 2 P TRso (Mg.L1) (95%
1.C)
481 6 0,28 1,7240,19 5,06 0,4017 ok
(0,22 -0,35)
475 6 0,22 5,83+0,66 4,82 0,3831 1,29
(0,19 - 0,25) (0,99 - 1,68)
539 4 0,35 2,3540,22 7,24 0,7633 1,57
(0,25 -0,47) (1,31-1,97)
539 7 0,39 2,82+0,21 5,47 0,3889 0,9
(0,35 - 0,43) (0,75 - 1,08)
416 5 0,43 3,02+0,3 3,98 0,3598 1,1
(0,37 - 0,49) (0,93-1,3)
478 6 0,38 2,93+0,27 4,92 0,3909 1,13
(0,33 -0,43) (0,94 - 1,36)
373 4 0,48 2,560,32 8,39 0,8843 1,25
(0,31 - 0,69) (1,01 - 1,56)
448 3 0,45 2,7+0,29 2,02 0,2586 1,06
(0,38 - 0,52) (0,83 - 1,35)
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422 5
804 7
556 5
297 3
423 5
361 4
414 5

0,92
(0,82 -1,03)

0,51
(0,44 -0,58)

0,58
(0,48 -0,7)

0,58
(0,5 - 0,65)

0,45
(0,35 - 0,59)

1,73
(1,64 - 1,82)

2,9
(2,65 - 3,14)

4,47+0,38

2,21+0,21

3,02+0,23

3,08+0,31

2,13+0,21

6,61+0,62

8,37+0,87

6,62

5,15

10,23

1,17

7,78

3,59

7,38

0,5977

0,3662

0,9244

0,1498

0,7027

0,3785

0,6669

2,04
(1,79 -2,66)

0,55
(0,36 -0,87)

1,14
(0,95 - 1,38)

1,0
(0,85 - 1,18)

0,78
(0,48 - 1,04)

3,84
(2,94 - 4,58)

1,68
(1,56 - 1,81)

G= Numero de geragdes; N= Nimero de insetos utilizados na experimentagcdo; GL= Grau de Liberdade;

CLso=Concentracdo letal do inseticida Lufenuron em (mg.L™) que reduz em 50% a populagéo de Plutella xylostella;

I.C= intervalo de confianga; P= Valor de probabilidade de significancia para a concentracdo média letal (P-

valor>0.05); TRse= Intervalo de confianca da razdo de toxicidade das CLso (geracao sucessiva em relagdo a anterior) a

95% de probabilidade (Robertson et al. 2007); E.P= Erro Padrdo; Inclinagdo= Coeficiente angular relativo; X?= qui-

quadrado (P-valor>0.05).
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Tabela 10. Composi¢do quimica identificada nos extratos a partir das larvas do terceiro instar de Plutella xylostella (L.) e selecionados

aos Oleos essenciais, seus constituintes majoritarios e inseticidas comerciais apds sucessivas geracdes em laboratorio.

E. Citrus Decis 25 Decis 25

Controle | caryophyllata | Eugenol | Azamax | amara (Gi- | Limoneno| EC (Gs- | Lufenuron |Limoneno | EC (Ge-
Composto Massa (Go) (G4-Gs) (G1-G4) | (G1-Gs) Ga) (G1-Gs) Ges) (Gs-Ge) | (G17-Gis) | Gu1)
L-alanina 89,09 XXX XXX XXX XXX XXX
Fenol 94,11 XXX XXX XXX XXX XXX
Uracil 112,08 XXX XXX XXX XXX XXX
L-Valine 117,15 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido picolinico 123,11 XXX XXX XXX XXX
Acido L-pipecdlico 129,15 XXX XXX XXX XXX XXX
Acido mesaconico 130,10 XXX XXX XXX XXX
L-isoleucina 131,17 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acetilcolina 146,20 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
(S) -2-hidroxiglutarato 148,11 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
D-Lyxose 150,13 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
2-Hidroxi-adenina 151,12 XXX XXX XXX XXX
D-alanina 160,17 XXX
L-fenilalanina 165,19 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Sulfoxido de DL-metionina | 165,21 XXX XXX XXX XXX XXX
Glicerol 3-fosfato 172,07 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido céprico 172,26 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido alantéico 176,13 XXX XXX
Acido hipurico 179,17 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
D-manose 180,15 XXX XXX XXX XXX
Acido cafeico 180,16 XXX XXX XXX XXX XXX
Acido dodecandico 200,31 XXX XXX XXX XXX XXX
Acido 3-
hidroxidodecanoico 216,31 XXX XXX XXX XXX XXX
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N-acetil-manosamina 221,21 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
2'-Desoxiuridina 228,20 XXX XXX XXX XXX
Inosina 268,22 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Ribosideo de alopurinol 268,23 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido 16-hidroxipalmitico | 272,42 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido linoleico 280,44 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
3'-O-metil-adenosina 281,26 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

Acido eicosapentaendico 302,45 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
5-L-glutamil-L-alanina 331,36 XXX XXX XXX

Acido beénico 340,58 XXX XXX XXX XXX XXX
1-Estearoil-sn-glicerol 358,60 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Astragalin 448,40 XXX XXX XXX

Acido folinico 473,44 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Protoporfirina 1X 562,65 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido pristanico 298.50 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

Xantine 152,11 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido miristico 228,37 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Tocoferol 430,71 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Acido palmitico 256,40 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

XXX = detec¢do do composto na amostra.

Gn = Numero de geracéo.
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Fig 1. Analise Hierarquica de Clusters entre as geracdes sucessivas de Plutella xylostella (L.),

selecionados aos Gleos essenciais e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e

inseticida sintético comercial.
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RESULT2, X-expl: 61%,19%

Fig 2. Analise de Componente Principal entre as geracdes sucessivas de Plutella xylostella (L.),
selecionados aos 6leos essenciais e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e

inseticida sintético comercial.
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Fig 3. Analise de Componente Principal entre as geracdes sucessivas de Plutella xylostella (L.),

selecionado ao inseticida sintético comercial de Decis® 25 EC com principio ativo deltametrina.
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Fig 4. Analise de Componente Principal entre as geracdes sucessivas de Plutella xylostella (L.),

selecionado ao inseticida sintético comercial de Lufenuron (Match 50 ® EC).
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Fig 4. Analise de Componente Principal entre as geracdes sucessivas de Plutella xylostella (L.),
selecionado ao constituinte limoneno proveniente do 6leo essencial de laranja amarga (Citrus

aurantium L. var. amara).
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CAPITULO 3
CAPACIDADE E ADAPTACAO BIOLOGICA DE Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) NO MANEJO DE RESISTENCIA COM OLEOS ESSENCIAIS E SEUS

CONSTITUINTES MAJORITARIOS *

DONALD MANIGAT? & CLAUDIO A.G. CAMARA?®

2Departamento de Agronomia, Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Av.
Dom Manoel de Medeiros, s/n, 52171-900, Recife, PE —Brasil.
3Departamento de Quimica, Produtos Naturais, Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Av. Dom Manoel de Medeiros, s/n, 52171-900, Recife, PE —Brasil.

Manigat, D. & C.A.G. Camara. Capacidade e adaptacio bioldgica de Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) no manejo de resisténcia com Gleos essenciais e seus constituintes
majoritarios. A ser submetido.
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RESUMO - A capacidade defensiva do inseto contra algumas substancias bioativas é avaliada
através parametros relacionados com sua sobrevivéncia. Portanto, 0s insetos resistem a exposicao
de inseticidas por meio de mecanismos biologicos. Assim, este trabalho objetivou-se avaliar o0s
requisitos adaptativos de sobrevivéncia de P. xylostella quando sdo selecionados aos constituintes
majoritarios Eugenol e Limoneno pertencentes aos 0leos essenciais de Eugenia caryophyllata
(Tumb) e Citrus aurantium L. var. amara (Engl), respectivamente, comparados ao inseticida
boténico comercial Azamax® e aos inseticidas sintéticos comerciais Decis® 25 EC e Lufenuron
(Match 50 ® EC). Os recursos adaptativos foram avaliados através de parametros, como: i) tempo
da duracdo de incubacdo de ovos, do periodo larval, pupal e duracdo de oviposicdo das fémeas, ii)
peso de pupas e larvas no estagio de 4° instar, iii) emergéncia de machos/fémeas e razdo sexual,
iv) viabilidade de pupas, fecundidade e fertilidade de fémeas, v) sobrevivéncia de fémeas, vi)
fatores bioldgicos de crescimento populacional, tais como: taxa liquida de reproducdo (Ro), T=
tempo médio entre geracBes (T), taxa intrinseca de crescimento (Rm), tempo de duplicacdo da
populacéo (TD) e razéo finita de aumento da populacdo (A). Os resultados mostraram que 0S
formulados a base de 6leos essenciais e inseticidas comerciais interferiram negativamente no peso
das pupas, na duracdo de periodo larval, na duracdo de periodo pupal, fecundidade, fertilidade e
longevidade na vida das fémeas. No experimento sobre os fatores bioldgicos de crescimento
populacional, observou-se que houve diferengas na taxa liquida de reproducdo (Ro) e no tempo
médio entre geracOes (T). Os 6leos essenciais e seus constituintes majoritarios mostraram efeitos
negativos na sobrevivéncia de P. xylostella atraves da resposta biologica de crescimento

populacional.
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PALAVRAS-CHAVE: Parametros bioldgicos, Eugenia caryophyllata, Citrus aurantium,

crescimento populacional, taxa liquida, reproducao
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BIOLOGICAL CAPACITY AND ADAPTATION OF Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) IN RESISTANCE MANAGEMENT WITH ESSENTIAL OILS AND THEIR

MAJOR CONSTITUENTS

ABSTRACT - The insect's defensive capacity against some bioactive substances is generally
measured by some adaptation parameters that relate to its survival. Therefore, insects resist
exposure to insecticides through biological factors or mechanisms. Thus, this work aimed to
evaluate the adaptive survival requirements in the resistance management of P. xylostella selected
to the major constituents Eugenol and Limoneno belonging to the essential oils of Eugenia
caryophyllata (Tumb) and Citrus aurantium L. var. amara (Engl), respectively, compared with
the commercial botanical insecticide Azamax®, the commercial synthetic insecticide Decis® 25
EC and the commercial synthetic insecticide Lufenuron (Match 50 ® EC). Thus, the adaptive
requirements were evaluated through parameters such as: i) egg incubation time, larval and pupal
period and female oviposition duration, ii) pupae and larvae weight in the 4th instar stage, iii )
male/female emergence and sex ratio, iv) pupae viability, fecundity and fertility, v) female
survival, vi) biological factors of population growth, such as: net reproduction rate (Ro), T =
average time between generations (T), intrinsic growth rate (Rm), population doubling time (TD)
and finite population increase ratio (A). The results showed that the formulations based on
essential oils and commercial insecticides interfered negatively on the pupae weight, on the
duration of the larval period, on the duration of the pupal period, fecundity, fertility and longevity
in the female’s life. In the experiment on biological factors of population growth, it was observed
that there were differences in the net reproduction rate (Ro) and in the average time between

generations (T). The effects of essential oils and their major constituents on P. xylostella can be
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measured through the biological response of population growth in the resistance management

program.

KEY WORDS: Biological parameters; Eugenia caryophyllata, Citrus aurantium, population

growth, net rate, reproduction
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Introducgéo

A traga-das-cruciferas (Plutella xylostella L.) é uma das pragas agricolas de importancia nas
brassicas folhosas devido aos prejuizos econdémicos que causam na producdo e rendimento das
espécies cultivadas (Zalucki et al. 2012). E cosmopolita e tem uma ampla distribuicio geografica,
como também tem grande aptiddo para desenvolver em ambientes diversificados (Badenes-Perez et
al. 2004). Diversos métodos sdo utilizados para o manejo de P. xylostella nas bréssicas folhosas,
dentre eles podemos destacar como, controle quimico, genético, bioldgico e uso de compostos
ativos provenientes de plantas (Li et al. 2019). A utilizagdo de inseticidas a base de metabolitos
ativos em plantas no manejo de artropodes-praga tem sido destacada na agricultura organica
(Vasilev et al. 2019). Pavela (2012) e Silva et al. (2019) j& observaram a toxicidade de 6leos
essenciais e efeitos fisiologicos sobre o desenvolvimento de P. xylostella, pois, os principais
compostos dos 6leos essenciais atuam com modo de acdo diferente na mortalidade, também podem
ter efeito fisiologico sobre o crescimento e a postura dos insetos. As grandes quantidades de
componentes presentes nos 0leos essenciais assumem um importante papel, pois como sdo varios
compostos bioativos, estes podem variar simultaneamente por letalidade sobre as funcdes
bioldgicas dos insetos (Qian et al. 2008). As populacdes de insetos resistentes surgem através de
uso excessivo de um mesmo principio ativo ou na pressdo seletiva de inseticidas (Zhao et al.
2006). Existe uma coevolucdo de defesas entre os insetos fitofagos e as plantas & milhdes de anos,
essa dindmica tem levado os insetos a desenvolverem diversos mecanismos contra 0s compostos
ativos, isso reflete a capacidade de insetos para desviar os efeitos toxicos de defensivos quimicos
(Jermy 1984, A Jongsma & Beekwilder 2011). Pois, a capacidade defensiva do inseto contra

substancias ativas se atribue com a ativacao de alguns mecanismos bioquimicos ou fisioldgicos que
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atuam na degradacdo de moléculas ou compostos quimicos em insetos tolerantes (Dawkar et al.
2013).

Portanto, uma determinada tolerancia se identifica no inseto como um grau de modificacéo
que cria uma impossibilidade de um composto ou inseticida interferir nas funcbes biologicas
(Russell et al. 2011). Outro fator, os mecanismos de resisténcia geralmente levam uma
modificacdo nos fatores bidticos do inseto, evitando ou reduzindo os efeitos adversos. O inseto
pode alterar sua capacidade bioldgica para eliminar as substancias toxicas do seu organismo apos
um periodo de exposicdo (Wilson 2004). Como os inseticidas a base de metabolitos ativos em
plantas apresentam efeitos agudos ou cronicos da toxicidade sobre os artropodes, € importante
destacar estudos voltados sobre a capacidade bioldgica e 0s custos associativos em resposta das
principais consequéncias no ciclo vital e desenvolvimento (Jensen et al. 2016).

Assim, este trabalho objetivou-se avaliar os requisitos adaptativos de sobrevivéncia de P.
xylostella quando séo selecionados aos constituintes majoritarios Eugenol e Limoneno pertencentes
aos Oleos essenciais de Eugenia caryophyllata (Tumb) e Citrus aurantium L. var. amara (Engl),
respectivamente, comparados ao inseticida botanico comercial Azamax®, inseticida sintético

comercial Decis® 25 EC e Lufenuron (Match 50 ® EC).

Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Investigagdo Quimica dos Inseticidas
Naturais (LABIQIN) do Programa de Pos-Graduacdo em Entomologia (PPGE) do Departamento
de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Insetos e Criacdo em Laboratdrio. Foi utilizada uma populacdo de P. xylostella suscetivel de
referéncia a inseticidas quimicos, criada desde 1998 e mantida no Laboratorio de Investigagédo

Quimica dos Inseticidas Naturais (LABIQIN) do PPGE da UFRPE na auséncia de pressdo de
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selecdo por inseticidas e alimentadas somente com folhas de couve (Brassica oleraceae cv.
Manteiga) organicas produzidas em casa de vegetacdo. A criacdo de P. xylostella foi mantida
conforme as recomendacdes descritas por Torres et al. (2006), com algumas adaptacdes,
multiplicada e mantida em sala climatizada: (Temperatura, T: 252 °C); (Umidade Relativa, UR:
70 + 10%) e Fotoperiodo de 12 horas.

Os adultos de P. xylostella foram mantidos e confinados em gaiolas plasticas transparentes
retangulares ou circulares (12 cm de didmetro x 15 cm de altura) com abertura lateral fechada em
tela de nailon para a ventilacdo. Dentro das gaiolas, foram oferecidos discos foliares de couve e
cortada na medida de oito centimetros de diametro para que as fémeas possam colocar as posturas,
sobrepostos a um papel de filtro e este sobrepde esponjas umedecidas com agua e dimensionada no
interior de uma placa de Pétri. Para alimentar os adultos, uma solucdo de mel a 10% diluida em
agua foi oferecida e colocada em pedacos de algodao disponibilizados em copo plastico de 50 mL
no interior das gaiolas de criacdo para favorecer o regime nutritivo dos adultos. Os discos foliares
de couve contendo as posturas foram transferidos a cada 24 horas para recipientes plasticos
retangulares (6,0 x 11 x 16 cm) com abertura na tampa, fechada com tecido voil para ventilagéo
onde 0s ovos entraram na fase de incubacdo até a eclosao.

Apos a eclosdo dos ovos, folhas de couve (Brassica oleraceae cv. Manteiga) produzidas em
casa de vegetacdo propria foram oferecidas as larvas recém-eclodidas como alimento e trocadas
diariamente incluindo a limpeza das gaiolas até a formacéao das pupas. Antes de alimentar as larvas,
as folhas de couve foram lavadas com solugéo de hipoclorito de sodio a 1%, enxaguadas trés vezes
em agua corrente, a fim de evitar uma possivel acdo de contaminagdo por patdgenos. As pupas
foram coletadas e mantidas em tubos de ensaio cobertos com filme plastico PVC contendo
pequenas perfuragdes para permitir trocas gasosas, que posteriormente foram transferidos em

outras gaiolas para a emergéncia dos adultos.
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Obtencdo dos Oleos Essenciais, Compostos Majoritarios e Inseticidas. Foram utilizados 6leos
essenciais (OEs) comerciais de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata (Tumb), Myrtaceae) e
laranja amarga (Citrus aurantium L. var. amara (Engl), Rutaceae), tais como 0s constituintes
majoritarios desses OEs Eugenol e Limoneno, todos foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich
Brasil e FERQUIMA Ind. e Com. Ltda. Ap6s a aquisicao, todos os 6leos essenciais e constituintes
foram armazenados em ambiente adequado e/ou recomendado com o objetivo de manter a
integridade quimica para o uso posterior. Os inseticidas comerciais, como o inseticida botanico
Azamax® (12 g i.a./L C.E., E.1.D. Parry) com principio ativo azadiractina, Decis® 25 EC (25 g
i.a./L C.E., Bayer CorpScience) com principio ativo deltametrina e Lufenuron (Match 50 i.a. g/L
C.E, Syngenta S.A) que foram adquiridos em lojas autorizadas para a comercializacdo de produtos
fitossanitarios.

Selecdo de Insetos aos Oleos Essenciais, Constituintes Majoritarios e Inseticidas sintéticos. A
metodologia adaptada e proposta por Igbal & Wright (1997) foi empregada neste experimento para
selecdo de insetos aos formulados em condi¢des de laboratério. Para iniciar a pressao de sele¢éo,
foi utilizada a populacdo de P. xylostella suscetivel de referéncia do estoque da criacdo de
Laboratdrio de Investigacdo Quimica dos Inseticidas Naturais (LABIQIN). Foram utilizadas entre
1.500 a 2.300 larvas de terceiro instar de P. xylostella para iniciar a pressdo de selecdo em
condicBes de laboratdrio, as larvas foram expostas com folhas de couve (Brassica oleraceae cv.
Manteiga) tratadas a partir da concentracdo média letal (CLso) pré-determinada com formulados de
Oleos essenciais e/ou constituintes majoritarios e inseticidas comerciais, as folhas de couve foram
trocadas a cada 24 h, em seguida as larvas foram transferidas para outros recipientes de criagédo até
completar o seu ciclo total. Cada formulado de Oleos essenciais ou constituintes e inseticida
comercial foram usados separadamente na exposicao de larvas do terceiro instar de P. xylostella a

pressdo de selecdo. Foram selecionadas 24, 22, 25, 22 numeros totais de geracGes com Eugenol,
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Eugenia caryophyllata (Tumb), Limoneno e Citrus aurantium L. var. amara (Engl),
respectivamente, tais como os inseticidas comerciais de 16, 11, 14 nameros totais de geragdes com
Azamax®, Decis® 25 EC e Lufenuron, respectivamente, em condicdes de laboratdrio e mantida na
sala climatizada: (Temperatura, T: 252 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de
12 horas.
Capacidade e adaptacédo bioldgica de P. xylostella por sucessivas geracdes, selecionados aos
Oleos essenciais, constituintes majoritarios e inseticidas sintéticos. Para o experimento, a
avaliacdo inicial foi realizada a partir da escolha aleatoria do total de 110 ovos depositados no
intervalo de 12h por fémeas de P. xylostella. A metodologia adaptada e proposta por Abdel-Salam
& Abdel-Baky (2001) foi empregada neste experimento para a estimativa dos fatores bioldgicos.
Os ovos foram distribuidos por grupo de 10 em cada placa de Pétri. Para cada formulado, foram
montadas onze (11) placas de Pétri com disco de papel filtro no fundo dos quais corresponderam
ao nuamero de repeticbes para cada tratamento. Apos a eclosdo dos ovos, folhas de couve (Brassica
oleraceae cv. Manteiga) foram oferecidas as larvas recém-eclodidas como alimento e trocadas
diariamente. Em seguida, as larvas foram acompanhadas até a formacdo de pupas. Foram
avaliados: periodo de incubacdo de ovos, periodo e viabilidade de larvas, peso de larvas no estagio
de 4° instar, periodo e viabilidade de pupas, peso de pupas ap6s 24 horas de emergéncia,
emergéncia de adultos e razdo sexual.

Para o experimento de Tabela de Vida e Fertilidade de P. xylostella, a metodologia adaptada
e proposta por Birch (1948) foi empregada para estimar e calcular conjuntamente as variaveis:
sobrevivéncia, viabilidade, fecundagdo, fertilidade, tempo médio de geragdo (T), taxa de
crescimento (), taxa liquida de reproducgéo (R0), taxa intrinseca de crescimento populacional (Rm)
e tempo médio para duplicar a populacdo inicial (TD) de P. xylostella. Ap6s a emergéncia e

sexagem dos adultos, foram separados 11 casais a cada tratamento e 11 repeti¢Oes, no qual cada
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casal foi colocado individualmente numa gaiola de criacdo. Dentro as gaiolas, foram
disponibilizados discos foliares de couve e cortada na medida de cinco centimetros de didmetro
para que as fémeas possam colocar as posturas, sobrepostos a um papel de filtro e este sobrep6e no
algoddo umedecido com &gua e dimensionado no interior de copo plastico descartavel. Para
alimentar os casais, uma solucdo de mel a 10% diluida em &agua foi oferecida e colocada em
pedacos de algoddo pendurado no interior das gaiolas de criagdo. Apds a oviposicdo das fémeas, a
contagem dos ovos foi feita separadamente para cada gaiola. Os discos foliares de couve contendo
as posturas foram retirados e transferidos a cada 24 horas em placas de Petri até a eclosdo das
larvas, mantida em sala climatizada: (Temperatura, T: 252 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 +
10%) e Fotoperiodo de 12 horas.

Os dados de fatores biologicos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (W)
e homogeneidade para a anélise de variancia (ANOVA) seguidas de teste Tukey a p<0,05 por meio
do Sistema SAS para Windows versdao 9.00 (SAS Institute, 2001). Os dados ndo paramétricos
foram analisados pelo teste de Kruskall Wallis para avaliar diferencas entre os tratamentos.

Os dados de Tabela de Vida e Fertilidade foram analisados pelo modelo de Jackknife por
meio do Sistema SAS para Windows versdo 9.00 (SAS Institute, 2001). Quando ndo normalizar, 0s

dados foram transformados em Vx+0,5 ou arco seno de V(X/100).

Resultados
Capacidade e adaptacédo bioldgica de P. xylostella por sucessivas geracdes, selecionados aos
oOleos essenciais, constituintes majoritarios e inseticidas sintéticos. Ao comparar os resultados
da duracdo de incubacéo de ovos, do periodo larval e pupal, duracdo de oviposi¢do em relacdo ao
tratamento testemunha como referéncia para definir o periodo de crescimento de P. xylostella,

verificou-se que ha diferencas (P<0,05) entre os insetos selecionados aos Oleos essenciais de E.
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caryophyllata, C. aurantium var. amara, tais como 0s constituintes majoritarios Eugenol e
Limoneno, os inseticidas comerciais Azamax®, Decis® 25 EC e Lufenuron (F7g = 2,03; p =
0,041). O maior periodo de incubacao de ovos (4,09+0,13 dias) foi observado para o constituinte
majoritario Limoneno e os menores periodos de incubacdo de ovos (2,4+0,06 e 2,6+0,09 dias)
foram observados para Azamax® e Decis® 25 EC, respectivamente (Tabela 1). Para o periodo
larval, E. caryophyllata e Eugenol apresentaram maiores tempos (12,44+0,33 e 13,24+0,41 dias),
respectivamente, para o desenvolvimento de P. xylostella na fase imatura e Azamax® o menor
tempo (9,63+0,18 dias) (Tabela 1). Na avaliacdo do periodo pupal, o inseticida comercial Decis®
25 EC levou o menor tempo (3,13£0,21 dias) até a fase de emergéncia dos adultos (Tabela 1).
Entretanto, na avaliacdo do periodo de oviposicdo das fémeas, o menor tempo de posturas
(6,72+0,54 dias) foi observado para o 6leo essencial de C. aurantium var. amara (Tabela 1).

Em relacdo aos efeitos dos Oleos essenciais, 0s constituintes majoritarios e os inseticidas
comerciais sobre o peso de larvas no estagio de 4° instar (Fig 1 e 2), foram observados valores
significativos, sendo que os insetos selecionados com Eugenol (6,18+0,46 mg) e Azamax®
(6,38+0,47 mg) apresentaram uma diminuicdo no peso das larvas, Limoneno (6,49+0,36 mg),
Lufenuron (7,18+0,42 mg) e Decis® 25 EC (7,29+0,45 mg) se comportaram como intermediarios,
mas E. caryophyllata (8,27+0,55 mg), C. aurantium var. amara (9,49+0,26 mg) ndo diferenciaram
do tratamento testemunha (9,45+0,26 mg). Na avaliacdo dos efeitos dos produtos sobre 0 peso das
pupas, foram verificadas diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos em relacdo a
testemunha (7,96+0,35 mg) (Fig 3 e 4), foram observados que os insetos selecionados com
Azamax® (6,07+0,41 mg) apresentaram uma diminuicdo no peso das pupas, Decis® 25 EC
(6,69+0,25 mg), Eugenol (6,78+0,46 mg), Limoneno (6,89+0,28 mg) e E. caryophyllata (7,03+0,6
mg) se comportaram como intermediarios, mas Lufenuron (7,63+0,36 mg), C. aurantium var.

amara (9,3+0,32 mg) néo diferenciaram da testemunha (Fig 3 e 4).

96



Verificou-se que ndo houve diferenca (P<0,05) na emergéncia de machos, fémeas e razdo
sexual entre os insetos selecionados com os 6leos essenciais de E. caryophyllata, C. aurantium var.
amara, tais como 0s constituintes majoritarios Eugenol e Limoneno, os inseticidas comerciais
Azamax®, Decis® 25 EC e Lufenuron (Tabela 2).

Ao analisar a viabilidade de pupas, fecundidade e fertilidade das fémeas, observou-se que
houve diferencas (P<0,05) entre os insetos selecionados com o0s Oleos essenciais de E.
caryophyllata, C. aurantium var. amara, tais como 0s constituintes majoritarios Eugenol e
Limoneno, os inseticidas comerciais Azamax®, Decis® 25 EC e Lufenuron (F7g0=4,3; p = 0,013;
Fz80 = 5,56; p = < .0001; F7g0 = 2,07; p = 0,046) (Tabela 3). Quando avaliou-se a viabilidade de
pupas, observou-se que ndo ocorreram efeitos negativos nos nimeros de pupas viaveis entre 0s
tratamentos de insetos selecionados em relacdo a testemunha. Em relacdo a fecundidade das
fémeas, observou-se que houve diferencas (P<0,05) no niumero méedio de ovos por fémea nos
tratamentos de insetos selecionados com Decis® 25 EC (72,9£17,68), Azamax® (76,72+21,85),
Lufenuron (81,09+14,99), E. caryophyllata (101,36+14,21), Eugenol (102,36+21,62) e Limoneno
(106,63+10,72) quando comparar com a testemunha (192,45+9,03). Na fertilidade das fémeas,
observou-se que houve diferenca (P<0,05) no nimero médio de ovos eclodidos na pds-oviposi¢do
somente no tratamento de insetos selecionados com Azamax® (30,47+5,4%) em relagdo a
testemunha (58,18+3,95%) (Tabela 3).

Ao analizar a sobrevivéncia de P. xylostella na fase imatura, observou-se que houve
diferenga (P<0,05) no nimero de insetos sobrevividos até a fase adulta somente no tratamento de
insetos selecionados com C. aurantium var. amara (51,81+2,26%) comparado com a testemunha
(67,27+3,32%) (F7,80 = 2,05; p = 0,0048) (Fig 5).

Na avaliacdo de longevidade da fémea, observou-se que houve diferencas (P<0,05) no

numero medio de dias da fémea ap0s sua emergéncia nos tratamentos de insetos selecionados com
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C. aurantium var. amara (5,75£1,79), Azamax® (6,5+1,33), E. caryophyllata (7,0£1,29), Eugenol
(7,85x1,4) e Lufenuron (8,2+2,39) quando comparar com a testemunha (14,28+2,3) (F7.e0=1,09; p
=0,032) (Fig 6).

De acordo com a metodologia utilizada no experimento para avaliar os fatores bioldgicos de
crescimento populacional de P. xylostella quando selecionar aos 6leos essenciais, seus constituintes
majoritarios e inseticidas comerciais, verificou-se que houve diferencas (P<0,05) na taxa liquida de
reproducdo (Ro) para os insetos selecionados com Azamax® 25,59 (7,43 - 43,76) e Lufenuron
31,83 (20,40 - 43,27), também no tempo médio entre geracdes (T) para Azamax® [15,50 (15,11 -
15,89) dias] e Decis® 25 EC [16,87 (16,56 - 17,17) dias] quando comparado com a testemunha
mas ndo houve diferencas (P<0,05) na taxa intrinseca de crescimento (Rm), no tempo de
duplicacdo da populacdo (TD) e na razdo finita de aumento (A). Entretanto, para 0s insetos
selecionados com E. caryophyllata (101,36+14,21), Eugenol (102,36+21,62), Limoneno
(106,63%£10,72) e C. aurantium var. amara, observou-se que houve diferencas (P<0,05) na taxa
liquida de reproducdo (Ro), no tempo médio entre geracdes (T), na taxa intrinseca de crescimento
(Rm), no tempo de duplicacdo da populacdo (TD) e na razdo finita de aumento (1) em relagdo a

testemunha (Tabela 4).

Discusséo
Capacidade e adaptacdo bioldgica de P. xylostella por sucessivas geracdes, selecionados aos
oOleos essenciais, constituintes majoritarios e inseticidas sintéticos. Nossos resultados mostraram
diferencas no periodo de crescimento, reducéo de peso, limitacdo da fecundade de P. xylostella ao
ser selecionado com oOleos essenciais de E. caryophyllata, C. aurantium var. amara, 0S
constituintes majoritarios Eugenol e Limoneno, os inseticidas comerciais Azamax®, Decis® 25 EC

e Lufenuron, indicando que houve alteracdo no sistema biologico quando os insetos foram
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submetidos a pressdo seletiva. Os inseticidas, além de causarem a mortalidade e inibicdo de
crescimento por efeitos letais, também sdo capazes de alterar diversos fatores bioldgicos dos
insetos tais como, longevidade, viabilidade, peso, emergéncia dos adultos, razdo sexual,
fecundidade, fertilidade e os parametros de crescimento populacional (Steinbach et al. 2017, Wang
et al. 2018, Barbosa et al. 2020).

Nossos resultados corroboram com as evidéncias de outros trabalhos que mostram os efeitos de
inseticidas sobre a biologia de P. xylostella e outros artropodes, tais como a longevidade,
desenvolvimento, viabilidade larval e pupal, fecundidade, fertilidade e fatores de crescimento
populacional (Cao & Han 2006, Murugan 2011, Zaka et al. 2014, Barbosa et al. 2020, Uesugi
2021). A partir dos resultados obtidos, podemos mencionar que tais limitagdes fazem com que seja
necessaria uma reducdo de algumas necessidades bioldgicas de P. xylostella, para que as geracoes
parentais possam criar um equilibrio de sobrevivéncia mesmo sob a pressdo de selecdo aos
inseticidas (Kliot & Ghanim 2012). Hafeez et al. 2019, ao analisar durante 10 geracdes
consecutivas sob pressdo seletiva de Spodoptera exigua (Hubner) ao composto gossypol e o
ingrediente ativo deltametrina, concluiram que os insetos expostos limitaram a fecundidade e
também reduziram drasticamente a longevidade dos adultos ap6s a emergéncia.

Entretanto, os efeitos letais provocados por inseticidas naturais a base de metabdlitos de
plantas e inseticidas comerciais aos artrépodes podem trazer outras consequéncias negativas,
prejudicando de uma forma geral, tal como: retardar ou prolongar o desenvolvimento (El Hag et al.
1999), aumentar seu ciclo vital (Steinbach et al. 2017), causar deformacdes (Stamopoulos et al.
2007, Souza et al. 2021) e diminuir a fertilidade (Ajanta et al. 2010). Khan (2018), ao analisar 0s
parametros biologicos de Musca domestica (L.) sob a pressdo seletiva de espinosade ap0s Vvarias
geracOes, observou que houve uma reducdo na fertilidade e fecundidade, periodo longo de

incubacéo de ovos e baixa taxa de emergéncia dos adultos, além de diferencas na taxa intrinseca de
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crescimento populacional, taxa de crescimento e taxa liquida de reproducéo. O autor concluiu que,
tal observacdo deixa explicita que as mudancas nas funcdes biologicas em insetos ao expor a
inseticidas podem ser uma estratégia para manter ou promover a dinamica populacional.

Rharrabe et al. (2008), analisaram os efeitos do ingrediente ativo azadiractina sobre as larvas
no estagio de 4° instar de Plodia interpunctella (Lepidoptera). Durante analises em laboratorio nas
concentracdes de 2 e 4 ppm, os autores concluiram que a azadiractina provocou 0 atraso no
desenvolvimento, a perda de peso larval e inviabilidade pupal quando comparar com 0s insetos que
ndo foram expostos. Outra observacdo relevante foi que os insetos que tiveram contato com
azadiractina mostraram-se uma perda acentuada nos teores de proteina, glicogénio e lipidios, ou
seja, precisavam gastar mais energia para completar os instares. Cao & Han (2006) estudaram o
desempenho de P. xylostella ao inseticida hormonal tebufenozide na pressao de selecdo e apds 35
geracOes consecutivas em condicGes de laboratério, observou-se uma influéncia negativa na
reproducdo. Embora o efeito sobre a reproducdo tenha sido observado, segundo os autores, as
fémeas conseguiram evitar ampla atividade de copula, esse comportamento deve ser pelo fato de
estresse sofrido devido os efeitos do inseticida. Cai et al. (2016), avaliaram os efeitos bioldgicos de
saponinas sobre as larvas no estagio de 2° instar de P. xylostella ap6s uma exposi¢cdo direta na
concentracdo de CLso, tiveram menor peso de pupas, duragdes no periodo de larva e pupa, reducdo
na taxa de pupacdo, baixa emergéncia de adulto, fecundidade reduzida, mas durac6es nos periodos
de larva e pupa. Tal efeito de reducdo de peso e aumento de ciclo, pode ser pela conversédo da
maioria dos alimentos em energia para metabolizar os compostos ou ingredientes ativos dos
inseticidas.

As acdes bioldgicas dos 6leos essenciais sobre os artropodes sdo multiplas e podem variar
com os mecanismos de bioatividade. Estudos demonstraram a interferéncia do 6leo essencial de

cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) na biologia e imunidade humoral de Spodoptera
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frugiperda (Lepidoptera), aumentando a duracdo do periodo pupal e alterando os niveis de
fenoloxidase e oxido nitrico na hemolinfa do inseto (Cruz et al. 2014). Ao testar os compostos
fenolicos extraidos de Alibertia intermedia (Mart.) e Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum sobre o
desempenho biologico de P. xylostella, Peres et al. (2017) evidenciaram algumas alteracdes na
biologia do inseto e concluiu que os compostos fendlicos interferiram em todas as fases bioldgicas
tais como no prolongamento da fase larval e pupal, baixa fecundidade nas fémeas, menor taxa de
ecloséo dos ovos e surgimento de anormalidades morfoldgicas.

Contudo, as alteracBes bioldgicas em P. xylostella sdo resultados de exposicdo aos
inseticidas. Além disso, os insetos podem diminuir ou interrompe as fases, a metamorfose e o
desenvolvimento ou mesmo entrar em diapausa, de acordo com suas necessidades biologicas
(Banazeer et al. 2020, Bird et al. 2020).

A capacidade e adaptacdo bioldgica de P. xylostella sdo fatores fundamentais na sua
dindmica populacional e sobrevivéncia. Por isso, sob a pressdo de selecdo o inseto variou suas
caracteristicas biologicas (Kliot & Ghanim 2012, Banazeer et al. 2020, Chen et al. 2020). Assim, é
extremamente importante conhecer as principais respostas bioldgicas dos insetos quando sdo
expostos aos inseticidas. Desta maneira, 0 manejo de resisténcia de P. xylostella baseada na sua
capacidade e adaptacdo bioldgica ap6s ser selecionado com 0leos essenciais e seus constituintes
majoritarios, pode ser uma estratégia importante para gerar conhecimentos na utilizacdo de

inseticidas naturais em programas de manejo integrado de pragas (MIP).
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Tabela 1. Médias da duracdo de incubacdo de ovos, do periodo larval e pupal, duragdo de

oviposicdo das fémeas de Plutella xylostella (L.), submetidos aos 6leos essenciais e seus

constituintes, inseticida botanico comercial e inseticida sintético comercial ap0s sucessivas

geracOes em laboratério, mantidos em sala climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade
Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12 horas.

YEormulados

?/Periodo de
Incubacéo (dias)

ZIperiodo Larval*
(dias)

?/Periodo Pupal
(dias)

?/Periodo de
Oviposicéo (dias)

Azamax®

Citrus aurantium
L. var. amara

Decis® 25 EC

Eugenia
caryophyllata

Eugenol

Limoneno

Lufenuron (Match

50 ® EC)

Testemunha

2,4 (£0,06) [d]

3,77 (+0,07) [ab]

2,63 (+0,09) [d]

3,45 (+0,04) [bc]

3,45 (+0,04) [bc]

4,09 (£0,13) [a]

3,36 (£0,07) [c]

3,5 (+0,00) [bc]

9,63 (+0,18) [d]

11,17 (+0,13) [b]

11,32 (+0,16) [b]

12,44 (+0,33) [a]

13,24 (+0,41) [a]

11,27 (+0,14) [b]

10,18 (0,12) [cd]

10,54 (0,08) [bc]

4,01 (£0,35) [bc]

4,96 (+0,15) [b]

3,13 (x0,21) [d]

3,43 (£0,27) [cd]

4,48 (x0,47) [bc]

4,74 (£0,20) [b]

5,0 (£0,13) [b]

6,72 (+0,23) [a]

7,0 (£0,68) [cd]

6,72 (+0,54) [d]

9,72 (+1,07) [be]

7,18 (0,72) [cd]

8,81 (+0,65) [cd]

11,63 (+0,41) [b]

10,0 (0,75) [bc]

15,72 (0,42) [a]
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YOleos essenciais, constituintes majoritarios, inseticidas comerciais e testemunha utilizados na sele¢éo de
Plutella xylostella; ¥Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey a p-valor<0,05; *Dados transformados para Vx+0,5 ou ARSIN(SQRT(X/100) estatisticamente.
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Formulados
Fig 1. Médias de peso de larvas (n=5) no estagio de 4° instar de Plutella xylostella (L.),
submetidos aos 6leos essenciais e seus constituintes majoritérios, inseticida botanico comercial e
inseticida sintético comercial apds sucessivas geracfes em laboratério, mantidos em sala
climatizada: (Temperatura, T: 2542 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12

horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a

p-valor<0,05.
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Fig 2. Médias de peso de uma larva (n=1) no estagio de 4° instar de Plutella xylostella (L.),
submetidos aos 6leos essenciais e seus constituintes majoritérios, inseticida botanico comercial e
inseticida sintético comercial apds sucessivas geracdes em laboratério, mantidos em sala
climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12
horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a

p-valor<0,05.
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Fig 3. Médias de peso de pupas (n=5) de Plutella xylostella (L.), submetidos aos 6leos essenciais

e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e inseticida sintético comercial

apos sucessivas geracdes em laboratorio, mantidos em sala climatizada: (Temperatura, T: 25+2

°C); (Umidade Relativa, UR: 70 £ 10%) e Fotoperiodo de 12 horas. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a p-valor<0,05.
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Fig 4. Médias de peso de uma pupa (n=1) de Plutella xylostella (L.), submetidos aos 6leos
essenciais e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e inseticida sintético
comercial apds sucessivas geracdes em laboratorio, mantidos em sala climatizada: (Temperatura,
T: 2542 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 = 10%) e Fotoperiodo de 12 horas. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a p-valor<0,05.
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Tabela 2. Médias de emergéncia de machos, fémeas e razdo sexual de Plutella xylostella (L.),
submetidos aos Gleos essenciais e seus constituintes, inseticida botanico comercial e inseticida
sintético comercial ap6s sucessivas geracbes em laboratério, mantidos em sala climatizada:
(Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 £ 10%) e Fotoperiodo de 12 horas.

2’Emergéncia de ?/Razéo sexual

machos (%)

’Emergéncia de
fémeas (%)

YEormulados

Azamax® 46,49 (£5,2) [a] 37,75 (£5,12) [a] 57 (£9) [a]
Citrus aurantium 48,03 (+6,14) [a] 33,21 (£3,63) [a] 60 (+9) [a]
L. var. amara
Decis® 25 EC 53,93 (+4,15) [a] 38,33 (+4,15) [a] 64 (£7) [a]
Eugenia 51,27 (+4,58) [a] 36,13 (£6,0) [a] 53 (£8) [a]
caryophyllata
Eugenol 52,61 (+5,17) [a] 34,08 (+5,12) [a] 51 (+7) [a]
Limoneno 53,38 (+4,79) [a] 34,45 (£5,15) [a] 56 (£8) [a]
Lufenuron (Match 50,43 (+4.5) [a] 38,87 (+5,53) [a] 59 (£8) [a]
50 ® EC)
Testemunha 50,64 (+5,45) [a] 33,0 (24,72) [a] 57 (2£9) [a]

YOleos essenciais, constituintes majoritarios, inseticidas comerciais e testemunha utilizados na sele¢éo de
Plutella xylostella; ¥Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey a p-valor<0,05; *Dados transformados para Vx+0,5 ou ARSIN (SQRT(X/100) estatisticamente.
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Fig 4. Taxa de sobrevivéncia (%) da fase imatura de Plutella xylostella (L.), submetidos aos 6leos
essenciais e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e inseticida sintético
comercial apds sucessivas geracdes em laboratorio, mantidos em sala climatizada: (Temperatura,
T: 2542 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12 horas. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a p-valor<0,05.
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Tabela 3. Médias de viabilidade de pupas, fecundidade e fertilidade (fémeas) de Plutella
xylostella (L.), submetidos aos 6leos essenciais e seus constituintes, inseticida botanico comercial
e inseticida sintético comercial apds sucessivas geracfes em laboratério, mantidos em sala
climatizada: (Temperatura, T: 25+2 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12

horas.

YEormulados

2\/jabilidade de
pupas (%)

YFecundidade

Fertilidade (%)

Azamax®

Citrus aurantium
L. var. amara

Decis® 25 EC

Eugenia
caryophyllata

Eugenol

Limoneno

Lufenuron (Match

50 ® EC)

Testemunha

83,85 (+2,63) [4]

82,57 (+3,05) [a]

88,27 (+0,09) [a]

82,72 (£3,47) [a]

84,07 (+3,36) [a]

83,42 (+3,56) [a]

84,91 (+4,06) [a]

91,58 (+2,24) [a]

76,72 (+21,85) [b]

122,18 (+15,64) [ab]

72,9 (+17,68) [b]

101,36 (+14,21) [b]

102,36 (+21,62) [b]

106,63 (£10,72) [b]

81,09 (+14,99) [b]

192,45 (+9,03) [a]

30,47 (£5,4) [b]

43,53 (+3,43) [ab]

48,96 (+8,23) [ab]

47,94 (+5,04) [ab]

42,84 (+4,83) [ab]

46,77 (+4,39) [ab]

44,46 (+6,15) [ab]

58,18 (+3,95) [a]
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YOleos essenciais, constituintes majoritérios, inseticidas comerciais e testemunha utilizados na selecéo de
Plutella xylostella; ¥Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey a p-valor<0,05; *Dados transformados para Vx+0,5 ou ARSIN(SQRT(X/100) estatisticamente.

Fémea x Sobrevivéncia

Testemunha (A)
Limoneno (AB)

C. aurantium (B)
Decis 25 EC (AB)
Lufenuron (B)
Eugenol (B)

E. caryophyllata (B)
Azamax (B)

Sobrevivéncia da fémea (%)

Idade (dias)
Fig 5. Curvas de longevidade (dias) de fémeas de Plutella xylostella (L.), submetidos aos 6leos
essenciais e seus constituintes majoritarios, inseticida botanico comercial e inseticida sintético
comercial apds sucessivas geragdes em laboratorio, mantidos em sala climatizada: (Temperatura,
T: 2542 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 £+ 10%) e Fotoperiodo de 12 horas. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a p-valor<0,05.
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Tabela 4. Fatores bioldgicos de crescimento populacional de Plutella xylostella (L.), submetidos

aos Oleos essenciais e seus constituintes, inseticida botanico comercial e inseticida sintético

comercial apds sucessivas geracdes em laboratorio, mantidos em sala climatizada: (Temperatura,
T: 252 °C); (Umidade Relativa, UR: 70 + 10%) e Fotoperiodo de 12 horas.

Y/Formulados ’Ro T (dias) 2Rm TD (dias) 2\
Azamax® 25,59 [c] 15,50 [d] 0,29 [a] 2,33 [a] 1,33 [a]
(7,43 - 43,76) (15,11 - 15,89) (0,21 - 0,36) (1,55 - 3,10) (1,23 -1,43)
Citrus 39,11 [bc] 18,39 [b] 0,27 [a] 2,51 [a] 1,31 [a]
aurantium L. (26,73 - 51,50) (18,08 - 18,69) (0,24 - 0,30) (2,26 - 2,77) (1,28 - 1,35)
var. amara
Decis® 25 EC 36,89 [bc] 16,87 [c] 0,30 [a] 2,21 [a] 1,36 [a]
(11,43 - 62,35) (16,56 - 17,17) (0,24 -0,37) (1,66 - 2,75) (1,27 - 1,45)
Eugenia 39,20 [bc] 18,19 [b] 0,28 [a] 2,45 [a] 1,32 [a]
caryophyllata (19,62 - 58,77) (17,95 - 18,42) (0,23 -0,32) (2,05 - 2,86) (1,26 - 1,37)
Eugenol 31,32 [bc] 20,38 [a] 0,24 [a] 2,77 [a] 1,27 [a]
(6,64 - 56,02) (19,47 - 21,29) (0,17 -0,31) (1,78 - 3,76) (1,18 - 1,36)
Limoneno 39,14 [bc] 19,29 [a] 0,27 [a] 2,48 [a] 1,31 [a]
(24,44 - 53,84) (18,87 - 19,71) (0,24 - 0,30) (2,17 - 2,80) (1,27 - 1,36)
Lufenuron 31,83 [c] 18,63 [b] 0,27 [a] 2,51 [a] 1,31 [q]
(Match 50 ® (20,40 - 43,27) (18,41 - 18,85) (0,24 - 0,30) (2,21 - 2,80) (1,27 - 1,35)
EC)
Testemunha 105,15 [ab] 19,26 [ab] 0,32 [a] 2,09 [a] 1,38 [4]
(51,13 -159,18) (18,61 - 19,90) (0,28 - 0,37) (1,76 - 2,42) (1,32 - 1,45)

YOleos essenciais, constituintes majoritarios, inseticidas comerciais e testemunha utilizados na sele¢éo de

Plutella xylostella; ¥Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
Jackknife; *Dados transformados para \Vx+0,5 ou ARSIN(SQRT(X/100) estatisticamente; Ro= Taxa
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liquida de reproducéo; T= Tempo médio entre geracBes de Plutella xylostella; Rm= Taxa intrinseca de

crescimento; TD=Tempo de duplicagdo da populagdo; A= Razio finita de aumento.
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

O uso de inseticidas naturais a base de metabolitos de plantas apresenta-se como uma
alternativa no manejo de artropodes-praga. Uma das evidencias que mostra a sustentabilidade na
utilizacdo de inseticidas naturais é a capacidade de biodegradabilidade e com minima acdo de
toxicidade sobre os mamiferos. Portanto, & importante entender os mecanismos de bioatividade em
insetos e a natureza quimica das substancias ativas provenientes do metabolismo secundario de
plantas. Os insetos possuem grande capacidade de diminuir os efeitos deletérios de inseticidas
através de metabolizacdo ou detoxificacdo de compostos ou ingredientes ativos. Desse jeito, na
exposicdo continua de qualquer artropode ao inseticida, pode surgir uma maior tolerancia ou
resisténcia geralmente associada a mudanca genética. Uma modificacdo genética e adaptacdo
bioldgica nos mecanismos de defesa dos insetos seria uma estratégia de diminuir a eficiéncia dos
inseticidas. A utilizacdo de inseticidas a base de metabdlitos ativos em plantas no manejo de
artrépodes-praga passa a ter ultimamente uma ampla utilizacdo na agricultura organica ou familiar.
Por isso, é fundamental o monitoramento da suscetibilidade ao longo do tempo, visando 0 manejo
de resisténcia de uma determinada praga quando se utilizar um extrato, éleo essencial e composto
puro. Os resultados da presente pesquisa demonstram que os insetos, em especial, P. xylostella
pode desenvolver algum grau de toleréncia ou resisténcia quando € exposta diretamente a um
constituinte majoritario de um o0leo essencial. Vale ressaltar que este estudo € um avango nas
taticas para evidenciar no futuro os niveis de acdo que deveriam ser adotados dentro de uma

perspectiva de manejo de resisténcia de P. xylostella.
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No entanto, apesar dos resultados obtidos, outros estudos deverdo ser realizados para
corroborar com mais confirmacfes sobre a resisténcia ou maior tolerancia de P. xylostella aos
Oleos essenciais e seus principais componentes. Em conclusdo, podemos dizer que o trabalho é
considerado como uma investigacdo preliminar e mesmo assim proporciona mais um entendimento

sobre os mecanismos de defesa em artropodes-praga contra os inseticidas naturais.
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