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RESUMO: A necessidade de novas tecnologias e produtos eficazes para o controle da
Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) motivaram diversos grupos de
pesquisa em todo o mundo a descrever novos protocolos sintéticos com eficacia no controle
do inseto. O objetivo da presente pesquisa foi determinar a atividade inseticida de compostos
N,S-acetais sintetizados utilizando Lipase de Pancreas de Porco (LPP) como biocatalizador
sob o ciclo de vida da P. xylostella. Para tanto foram sintetizados compostos N,S-acetais com
diferentes grupamentos, sendo eles grupamento metil (TB1), grupamento fluor (TB2),
grupamento metoxi (TB3) e grupamento hidro (TB4) e avaliados sobre ciclo de vida de P.
xylostella. As lagartas que se alimentaram do composto TB3 apresentaram aproximadamente
5 dias de vida sendo o periodo mais curto entre os tratamentos realizados, enquanto o
tratamento TB4 foi o mais longo periodo. Em relacdo a sobrevivéncia larval e duragéo pupal
observou-se reducdo em todos os tratamentos com TB. A sobrevivéncia pupal reduziu em
TB1 e TB3. O numero de casais formados para os tratamentos foi variavel, sendo formado
cinco casais para agua, TB2 e TB4. Os tratamentos TB1 e TB3 foram 2 e 4 casais
respectivamente. Nao foi observada diferenca entre os tratamentos para o nimero de ovos
produzidos, mas observou-se reducdo marcante na viabilidade em TB3 e TB4, ocasionando
reducdo na formacao de novas lagartas. Novos estudos devem ser conduzidos visando avaliar
a toxicidade destes ao longo do tempo.

PALAVRAS - CHAVE: N,S-acetais: Brassicas: Traca-das-cruciferas: Compostos sintéticos:
Sintese enzimatica: Biocatalizadores.

INTRODUCAO

A Brassicaceae também conhecida como Cruciferae compreende um grupo
diversificado de 350 géneros e mais de 3.500 espécies de dicotileddneas representado por 10
familias de plantas, importantes tanto economicamente e para a nutricdo humana, devido a
guantidade consumida, o alto valor nutricional e a grande produtividade (VICKERS et al.
2004). As culturas de brassicas sdo usadas como fontes de éleo, vegetais, condimentos de
mostarda e forragem (WARWICK et al. 2003), onde se inclui inUmeras espécies, como 0
repolho, couve, brocolis, mostarda, couve-flor e nabo. Apesar das caracteristicas botanicas
bem definidas de cada uma delas, essas espécies apresentam vulnerabilidades fitossanitarias
comuns (BRANDAO FILHO et al. 2010).



Perdas significativas na producdo dessas hortalicas sdo observadas devido ao ataque
de algumas pragas, entre elas a traca-das-cruciferas (Plutella xylostella (L. 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae)), um micro lepidoptero caracterizado como uma das pragas
cosmopolitas mais destrutivas de culturas brassicas devido a sua alta taxa de alimentacéo e
infestacdo durante o periodo, chegando a custar 1,0 bilhdo de ddlares anuais para o seu
gerenciamento globalmente (TALEKAR e SHELTON 1993). A P. xylostella causa grandes
danos a cultura, chegando a atingir até 100% de perdas na producdo, tornando sua
comercializagdo e consumo inapropriados (BARROS et al. 1993; HAMILTON et al. 2005;
HASEEB et al. 2004).

Para diminuir danos ocasionados pela herbivoria, as espécies da familia Brassicasseae
sintetizam, através do seu metabolismo secundario, um composto denominado glucosinolatos,
que sdo toxicos para insetos generalistas (LI et al. 2000; FAHEY et al. 2001), porém para a P.
xylostella, que possui poderosos mecanismos adaptativos em seu organismo (WITTSTOCK e
HALKIER 2002) estes mesmos compostos atuam como estimulante de oviposicdo e
alimentacdo em P. xylostella (IDRIS e GRAFIUS 1996; SHELTON 2004).

A aplicagdo de pesticidas é o método mais utilizado por produtores com o intuito de
controlar populagdes e diminuir danos ocasionados pelo inseto praga em questdo. Contudo o
uso exarcebado e indevido, dessas substancias fizeram com que a P. xylostella desenvolvesse
resisténcia a uma grande quantidade de produtos, fazendo com que perdessem sua total
eficacia (CHENG 1988; MIYATA et al. 1982; CASTELO BRANCO e MELO 2002), outras
complicacdes também foram apontadas, como a morte de insetos ndo alvo e inimigos naturais
(SHELTON 2004).

A necessidade de novos métodos, novas tecnologias e novos produtos eficazes para o
controle da P. xylostella motivaram diversos grupos de pesquisa em todo o mundo com o
objetivo de descrever novos protocolos sintéticos que ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente,
e que resultaram no uso de catalisadores com reacfes mais rapidas.

Diferente dos metais pesados, comumente utilizados em inseticidas, enzimas sdo uma
Otima alternativa de catalizadores biodegradaveis de baixo custo, que permite seu uso em
solucgdes aquosas evitando o uso de poluentes como solventes (SCHMID et al. 2001). Devido
a importantes aplicagbes, ao longo dos anos, um grande numero de estratégias sintéticas
destinadas a produzir novos N, S-acetais foram desenvolvidas, porém ainda ndo havia
procedimentos descritos para a sintese utilizando um catalizador bioldgico
(ALBUQUERQUE et al. 2018). Assim, foi desenvolvido por Albuquerque et al. (2018)
métodos sintéticos que usam enzimas como catalisador para sintetizar alguns N, S-acetais sob
reacao leve e verde.

A principal motivacdo para estes esforgos foram claramente as importantes atividades
biolégicas de produtos naturais, que sdo ndo s6 de enorme interesse para a industria
farmacéutica e agroguimica, mas também tém um impacto sobre ciéncias naturais e no bem-



estar de longa duragcdo da nossa sociedade (GRONDAL et al. 2010), diminuindo o uso de
compostos e solventes de grande impacto ao ambiente.

O objetivo da presente pesquisa foi determinar a atividade inseticida de compostos
N,S-acetais sintetizados utilizando Lipase de Pancreas de Porco (LPP) como biocatalizador
sob o ciclo de vida da Plutella xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae).

MATERIAIS E METODOS

Esta criacdo e os ensaios experimentais foram realizados em ambiente controlado, com
temperatura de 25°C + 1°C, umidade relativa de 86% + 10% e foto periodo de 12 horas, no
Laboratdrio de Interacdo Inseto-Planta (LIIP) localizado no campus da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD) no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Criagéo De P. xylostella

Os adultos de P. xylostella foram coletados em um local de plantio de couve,
localizado no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil e foram reclusos em uma
gaiola. Esta gaiola consistiu em um recipiente de plastico esterilizado com alcool 70%,
contendo uma abertura lateral coberta com pléstico filme, adequadamente preparado para
fluxo de ar. Dentro desta gaiola foi depositado um disco de couve (Brassica oleracea L. var.
acephala DC.) sobre um disco de papel filtro, para a postura dos ovos.

Os adultos foram alimentados a cada 24 horas, por meio de uma abertura superior da
gaiola, onde foi colocado um tampéo feito de algoddo umedecido em uma solucdo de mel
diluido a 10%, esse algodao era renovado a cada dois dias.

Os discos com posturas eram transferidos diariamente para gaiolas de lagartas, estas
gaiolas pléasticas, continham uma abertura localizada na parte superior do recipiente, coberta
com voil para fluxo de ar. Dentro da gaiola haviam um papel toalha e duas folhas de couve
sobrepostas, com a face abaxial virada uma para outra, previamente lavadas com hipoclorito
de sodio a 2% e agua corrente.

A manuteng&o das gaiolas foi realizada diariamente, onde as folhas inferiores de couve
envelhecidas foram descartadas. As folhas superiores, bem como as lagartas, foram
transferidas para uma nova gaiola limpa, onde ficaram cobertas por uma folha de couve nova.
Este procedimento ocorreu até as lagartas atingirem a fase pupal.

Na sequéncia do ciclo, as pupas formadas foram recolhidas e armazenadas em
ambiente refrigerado, quando atingiram uma quantidade consideravel, foram transferidas para
uma gaiola de adultos, dando inicio a um novo ciclo de vida (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de criacdo de Plutella xylostella.
Obtengdo Do Composto

Para a avaliagcdo da bioatividade do composto, os extratos foram preparados por meio
de uma diluicdo entre composto/agua destilada (ImL de composto/99 mL de agua). Os
compostos testados foram: (Figura 2)
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Figura 2. Formula estrutural dos compostos analisados N,S-acetais com grupamento metil
(TB1), N,S-acetais com grupamento fluor (TB2), N,S-acetais com grupamento metoxi (TB3)
e N,S-acetais com grupamento hidro (TB4).

A sintese dos compostos foi realizada por Albuquerque et al. (2018) conforme segue-
se: Em um tubo de reacdo foi adicionado tiol (0,2 mol), amidosulfonas (0,1 mol), K,CO3(0,5
mol) e a enzima Lipase de Pancreas de Porco (LPP) (0,01 g) em DME (4 mL) a temperatura
ambiente. A reacdo foi agitada e monitorada por TLC (eluente: hexano / EtOAc, 90:10).
Quando do consumo dos reagentes de partida, a enzima foi filtrada e a mistura foi extraida
com DCM (3x10 mL). As fases organicas foram combinadas, secas com Na,SO, anidro;
filtradas e concentrada sob pressdo reduzida. Os produtos foram purificados por
cromatografia em coluna sobre silica gel (eluente: hexano / EtOAc, 90:10).

Posteriormente, as folhas de couve com 4 cm de didametro foram imersas nos extratos
aquosos por 5 minutos. O controle constituiu de discos imersos apenas em agua destilada.
Apo6s imersdo, os discos foram colocados sobre o papel filtro a temperatura ambiente para a
retirada do excesso de umidade (Figura 3).

Os parametros bioldgicos avaliados foram: duracdo e viabilidade larval, duracao,
viabilidade e biomassa pupal, oviposicéo, viabilidade dos ovos e longevidade dos adultos.

Bioatividade Do Composto Sobre P. xylostella

Os ensaios para avaliacdo da bioatividade dos compostos foram elaborados com cinco
repeticdes e cinco subamostra, totalizando 25 placas de Petri para cada tratamento
(CONTROLE, TB1, TB2, TB3, TB4).

Em cada placa de Petri foram colocados um disco de papel filtro umedecido com agua,
um disco de couve de 4 cm? de didametro com o tratamento e uma lagarta recém eclodida. As



placas foram tampadas com pléastico filme perfurado, para manter a circulacdo de ar. Os
discos de couves foram trocados diariamente até a formacéao das pupas.

As pupas formadas foram armazenadas em tubos de ensaio com tampa. Apés a
emergéncia, os adultos foram sexados e formado casais com a mesma data de emergéncia.

Os casais foram colocados em gaiolas individuais contendo um disco para a postura dos
ovos (couve e papel filtro) e foram alimentados com solugdo de mel a 10%. Os discos com
ovos foram transferidos para uma placa de Petri identificada e novos discos foram colocados
na gaiola do casal. As placas e as gaiolas foram monitoradas diariamente, verificando a
guantidade de ovos ovipositados por casal e a quantidade de ovos eclodidos. E ainda, a data
da morte dos adultos foi anotada para verificacdo da longevidade dos mesmos (Figura 3).

O numero de casais formados para os tratamentos foi muito varidvel, sendo formado
cinco casais para agua, TB2 e TB4. Os tratamentos TB1 e TB3 foram 2 e 4 respectivamente.
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Figura 3. Esquema de obteng&o do composto e bioatividade.
Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamento e cinco repeti¢cdes de cinco subamostras, totalizando 25 placas testes. Quando 0s
dados néo apresentaram normalidade, estes foram transformados: sobrevivéncia larval e pupal
transformados para arcoseno da Vx/100 e duracdo larval e pupal, longevidade de machos e



fémeas e o de fecundidade para Vx +0,5. Os resultados foram submetidos 4 analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS

As lagartas que se alimentaram do composto TB3 apresentaram aproximadamente 5
dias de duracdo e diferiram estatisticamente do controle (7,26 dias), enquanto o tratamento
TB4 apresentou maior duracdo larval (7,82 dias), mas ndo se diferiu do controle. Em relacéo a
sobrevivéncia larval e duragdo pupal observa-se reducdo em todos os tratamentos com TB. A
sobrevivéncia pupal reduziu em TB1 e TB3. Ndo observou-se diferenca para biomassa pupal
entre os tratamentos (Tabela 1).

Na fase adulta a longevidade de machos foi maior para o controle (macho 23,2+1,71) e
fémeas em TB4 (24,7+1,11), os demais tratamentos ndo diferiram entre si.

Né&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para 0 nimero de ovos
produzidos, mas observou-se reducdo marcante na viabilidade em TB3 e TB4, que diferiram
do controle.
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Figura 2.  Numero de ovos e viabilidade dos ovos de Plutella xylostella tratados com
diferentes compostos.

DISCUSSAO

A reducdo da fase larval € uma caracteristica positiva para os compostos alternativos
pois reduzem o tempo de vida do inseto no campo, como observado em TB3, levando em



consideracdo que a fase larval é a Unica responsadvel pelo prejuizo. Por outro lado, o
prolongamento na fase larval permite que o inseto fique em contato por mais tempo com o
composto e dessa forma espera-se redugéo nas fases subsequentes como observado em TB4.
O prolongamento da fase larval pode ser atribuido a um crescimento mais lento das lagartas,
devido a presenca de inibidores de crescimento, deterrentes de alimentacdo ou substancias
toxicas existentes nesses extratos, no qual, acarreta na reducédo da eficiéncia de conversao do
alimento ingerido (TORRES et al. 2006; TANZUBIL e MC CAFFERY 1990). Todos o0s
compostos analisados (TB1, TB2, TB3 e TB4) reduziram a sobrevivéncia larval e a duragdo
pupal e percebe-se que de forma direta os compostos agiram impedindo que 0 inseto
transformasse em pupa. De forma direta a sobrevivéncia pupal foi mais afetada por TB3.



Tabela 1. Duragéo (dias) e sobrevivéncia (%) de larvas e pupas, biomassa pupal (mg) de Plutella xylostella L. tratadas com composto N,S-

acetais (25 + 2°C; 86 + 10 umidade relativa; 12h fotoperiodo).

Duracéo Sobrevivéncia Duracéo Sobrevivéncia Biomassa
larval (Dias) larval (%) pupal (Dias) pupal (%) pupal (mg)
Controle 7,26 £ 0,06 a 90,00 £ 0,00 a 5,64+0,13 a 61,14 + 37,83 a 530217 a
n=25 n=25 n=25 n=22 n=22
TB1 6,49 + 0,47 ab 56,53 + 14,73 b 3,07+£0,43Db 41,31+750b 1,80+0,45a
n=25 n=16 n=16 n=11 n=11
TB2 5,90 + 0,52 ab 53,99+ 14,18 b 2,20+0,26b 43,84 +£4,91 ab 24+0,38a
n=25 n=16 n=16 n=12 n=12
TB3 497+0,74b 39,00+£6,34b 2,20+0,35b 34,16 £491b 1,2+0,19a
n=25 n=10 n=10 n=38 n=8
TB4 7,82+0,60a 43,84 +10,22 b 340+041b 60,00 + 0,00 ab 2,7+0,57 a
n=25 n=12 n=12 n=7 n=7
C.V (%) 18,39 30,16 28,58 21,18 22,00

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia a 5% de probabilidade quando comparadas pelo teste de

Tukey. n=nimero de individuos.



A reducdo da sobrevivéncia pupal, ocorreu, provavelmente, devido a atuacgdo de
compostos inseticidas sobre tecidos e 6rgdos endocrinos, assim, uma vez introduzidos
no corpo por meio do aparelho bucal, tais compostos provocam ma formacdes no
estagio pupal e ndo emergéncia de adultos (SUN et al. 2013; GUO et al. 2014). Outra
explicacdo para os resultados encontrados pode ser devido ao forte efeito antialimentar
dos compostos, mas a literatura consultada ndo traz nada a respeito. Com exposicéo
prolongada, os insetos foram propelidos a comer mais pela fome, o que levou ao
aumento da dose dos compostos, resultando no aumento da taxa de mortalidade no
estagio posterior (FENG et al. 2008).

Os casais provenientes do tratamento TB3 apresentaram um menor nimero de
ovos e a viabilidade desses foi reduzida. De forma geral espera-se dos compostos
quimicos a reducdo no namero de individuos, o que foi observado para TB3 e TB4. O
nimero de ovos inférteis, pode ser explicado pela quantidade e a qualidade dos
nutrientes absorvidos durante a fase larval, pois podem influenciar o nimero de
ovariolos por ovério e consequentemente reduzir a producdo de ovos (COSTA et al.
2004).

Dessa forma, novos estudos devem ser conduzidos visando avaliar a toxicidade e
a relacdo da estrutura/ atividade destes compostos ao longo do tempo considerando os
resultados aqui encontrados.

CONCLUSAO

O fato de ocorrer a reducdo do numero de ovos e consequentemente a
diminuicdo do numero de individuos nas proximas geracdes € muito importante em
campo, pois, com menor quantidade de lagartas eclodindo, diminui os danos e prejuizos
causados as culturas.
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