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RESUMO

ANDRADE, Valfran Silva. Avaliagcio da toxicidade e de efeitos subletais da combinagéo de
inseticidas sintéticos e botanicos em Spodoptera frugiperda. S&o Cristovdo: UFS, 2025. 69p.
(Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade). *

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda, conhecida pelos danos que ocasiona a producao
de plantas e por sua elevada capacidade migratoria, esta presente em mais de 80 paises. Esse
inseto se destaca por sua polifagia, alta fecundidade e ciclo de vida curto, causando graves
prejuizos em diversos cultivos, especialmente ao milho. O controle dessa praga tem sido
dificultado devido a aquisicao de resisténcia a diferentes grupos de inseticidas e a tecnologias
transgénicas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar se a combinacdo de
inseticidas convencionais com compostos botanicos apresenta efeitos letais capazes de reverter
a resisténcia da S. frugiperda, tornando-a novamente suscetivel aos organossintéticos. Além
disso, investigou-se a capacidade dessas misturas em provocar efeitos subletais, com impacto
negativo no olfato dos adultos e no consumo foliar da lagarta. Os experimentos incluiram testes
de suscetibilidade em torre de Potter, utilizando as doses de campo dos inseticidas Premio®
(clorantraniliprole), Decis® (deltametrina) e Lannate® (metomil). Em seguida, foram
estabelecidas curvas de mortalidade e sobrevivéncia utilizando esses inseticidas e o 6leo
essencial (OE) de Lippia sidoides e timol, seu composto majoritario. As combinacdes dos
limites inferiores e superiores dos intervalos de confianga da dose letal para matar 50% da
populacdo (DLsg) de todos os compostos foram analisadas para identificar possiveis efeitos de
sinergismo, antagonismo ou aditismo. Nos bioensaios subletais, avaliou-se a influéncia dos
compostos isolados e em mistura no olfato de machos e fémeas, bem como na preferéncia e
consumo alimentar de larvas de terceiro instar. Os resultados confirmaram a resisténcia da S.
frugiperda aos inseticidas clorantraniliprole e deltametrina, ambos apresentaram mortalidades
inferiores a 80%. Dentre os sintéticos, a deltametrina foi o mais toxico, com DLso = 0,00839
ug/mg, e mais eficiente em reduzir o tempo de sobrevivéncia larval. Entre os botanicos, o éleo
essencial de L. sidoides apresentou maior toxicidade, com DLsg = 2,690 pug/mg. A combinacgéo
dos tratamentos revelou sinergismo entre os inseticidas sintéticos e o 6leo essencial de L.
sidoides, e aditividade na mistura dos sintéticos com o timol. Nos efeitos subletais, constatou-
se que a mistura dos organossintéticos com o 6leo essencial alterou o olfato dos adultos e a
alimentacédo das larvas. Esses resultados confirmam o potencial promissor da combinacao do
clorantraniliprole e da deltamentrina com o OE de L. sidoides e timol no controle da S.
frugiperda, demonstrando também sua capacidade de induzir efeitos subletais nesse inseto.

Palavras-chave: clorantraniliprole, deltametrina, Lippia sidoides, timol, resisténcia, mistura
binaria.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador).



ABSTRACT

Andrade, Valfran Silva. Evaluation of toxicity and sublethal effects of the combination of
synthetic and botanical insecticides on Spodoptera frugiperda. S&o Cristovao: UFS, 2025.
69p. (Thesis — Master’s in agriculture and Biodiversity). *

The fall armyworm Spodoptera frugiperda, known for the damage it causes to plant production
and for its high migratory capacity, is present in more than 80 countries. This insect stands out
for its polyphagy, high fecundity and short life cycle, causing serious damage to several crops,
especially corn. Control of this pest has been made difficult due to its developed resistance to
different groups of insecticides and genetic modification technologies. Therefore, this study
aimed to evaluate whether the combination of conventional insecticides with botanical
compounds presents lethal effects capable of reversing the resistance of S. frugiperda, making
it susceptible to organosynthetics again. Furthermore, the ability of these mixtures to cause
sublethal effects was investigated, with findings indicating a negative impact on the sense of
smell of adults and the leaf consumption of the caterpillar. The experiments included
susceptibility tests in a Potter tower, using field doses of the insecticides Premio®
(chlorantraniliprole), Decis® (deltamethrin) and Lannate® (methomyl). Mortality and survival
curves were then established using these insecticides and the essential oil (EO) of Lippia
sidoides and thymol, its major compound. For all compounds, combinations of the lower and
upper limits of the confidence intervals of the lethal dose to kill 50% of the population (LDso)
were analyzed to identify possible synergistic, antagonistic or additive effects. In sublethal
bioassays, the influence of isolated and mixed compounds on the sense of smell of males and
females was evaluated, as well as on the food preference and consumption of third-instar larvae.
The results confirmed the resistance of S. frugiperda to the insecticides chlorantraniliprole and
deltamethrin, both of which presented mortality rates below 80%. Among the synthetics,
deltamethrin was the most toxic, with LD50 = 0.00839 pg/mg, and the most efficient in
reducing larval survival time. Among the botanicals, the essential oil of L. sidoides showed
greater toxicity, with LDso = 2.690 pg/mg. The combination of treatments revealed synergism
between the synthetic insecticides and the essential oil of L. sidoides, and additivity in the
mixture of synthetics with thymol. In sublethal effects, it was found that the mixture of
organosynthetics with the essential oil altered the adults' sense of smell and the larvae's feeding.
These results confirm the promising potential of the combination of chlorantraniliprole and
deltamentrin with L. sidoides EO and thymol in the control of S. frugiperda, also demonstrating
its ability to induce sublethal effects in this insect.

Key-words: chlorantraniliprole, deltamethrin, Lippia sidoides, thymol, resistance, binary
mixture.

* Guidance Committee: Leandro Bacci — UFS (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Tendo como centro de origem as Ameéricas, 0 inseto-praga Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecido como lagarta-do-cartucho, possui elevada
capacidade migratéria (Kenis et al., 2023). Tal caracteristica favoreceu a sua rapida disperséo,
estando presente em mais de 80 paises (Wyckhuys et al., 2024), incluindo regides da Africa
(Goergen et al., 2016), Europa (Babendreier et al., 2022), Asia e Oceania (Tay et al., 2023). De
habito polifago, S. frugiperda é capaz de completar seu ciclo de vida em diferentes hospedeiros,
como o arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor), algodao (Gossypium hirsutum) e soja
(Glycine max) (Hardke et al., 2015; Montezano et al., 2018; Machado et al., 2020), apesar de
demonstrar preferéncia por plantas da familia Poaceae, especialmente o milho (Zea mays)
(Barros et al., 2010). A voracidade alimentar, ciclo de vida curto e alta fecundidade tornam essa
espécie uma importante ameaca a cultivos agricolas em todo o mundo (Barros et al., 2010).

Atualmente, o controle de S. frugiperda baseia-se principalmente no uso de inseticidas
sintéticos e da tecnologia de transgénicos que utiliza genes da bactéria Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt), para que as plantas expressem proteinas inseticidas (Burtet et al., 2017). Contudo,
0 uso excessivo dessas ferramentas, associado a falta de praticas de manejo integrado - ex. a
rotacdo de ingredientes ativos dos inseticidas sintéticos e a implementacao de areas de reflgio
em cultivos Bt - tem acelerado o desenvolvimento de resisténcia da lagarta-do-cartucho (Farias
etal., 2014b; Sparks et al., 2019). A resisténcia da S. frugiperda ja foi confirmada para diversos
grupos de inseticidas, incluindo piretroides, organofosforados, carbamatos, reguladores de
crescimento e diamidas (Carvalho et al., 2013). Aléem disso, ha relatos de resisténcia as
proteinas CrylF e CrylAb expressas em milho Bt (Farias et al., 2014a). A resisténcia de S.
frugiperda compromete a eficicia das estratégias de controle, exigindo o desenvolvimento de
novas alternativas para o controle dessa praga.

Nesse contexto, os 0leos essenciais de plantas (OEs) tém se destacado como alternativas
promissoras para o controle de S. frugiperda (Isman, 2020). Uma pratica que vem ganhando
espaco € a combinacao de compostos botanicos com inseticidas convencionais, cujo objetivo é
aumentar o sinergismo entre 0s compostos naturais e as moléculas sintéticas. Essa abordagem
busca potencializar a toxicidade dos compostos, podendo ser uma estratégia eficaz para o
controle de S. frugiperda (Fazolin et al., 2016).

Estudos comprovaram que a combinacdo de compostos botanicos com inseticidas
convencionais é eficaz no controle de insetos. No trabalho realizado por Silva et al. (2017),
observou-se que a mistura de Ocimum basilicum com a deltametrina reduziu em 80% a DL
desse inseticida. Efeito semelhante foi observado usando a combinagéo entre o OE de Piper
aduncum L. e os inseticidas teflubenzuron/alfacipermetrina, a qual mostrou acéo sinérgica
contra S. frugiperda (Fazolin et al., 2016). Os resultados encontrados por esses autores
evidenciam que a combinacdo dos compostos botanicos com inseticidas sintéticos pode
aumentar a mortalidade de pragas, superando falhas no controle.

Dentre os OEs, o de Lippia sidoides (Verbanaceae) destaca-se como potencialmente
promissor. Diversos estudos jA demonstraram sua atividade biol6gica contra uma ampla
variedade de organismos, incluindo fungos, bactérias e insetos (Silva et al., 2010; Veras et al.,
2013; Araujo et al., 2020; Melo et al., 2022).

Diante disso, neste estudo realizamos testes com S. frugiperda com os objetivos de: (i)
avaliar a resisténcia a trés inseticidas sintéticos: clorantraniliprole (antranilamida), deltametrina
(piretroide) e metomil (carbamato); (ii) testar os efeitos letais do OE de L. sidoides e do timol
(composto majoritario desse OE) e de inseticidas convencionais; (iii) verificar o efeito sinérgico
do OE de L. sidoides e do timol combinados com os inseticidas convencionais; (iv) analisar 0s
efeitos subletais do OE de L. sidoides e do timol, isoladamente e em combinagdo com os
inseticidas sintéticos, visando potencializar a eficacia dos compostos convencionais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Spodoptera frugiperda e a condicdo de praga

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como “lagarta-do-
cartucho”, é descrita como praga-chave na cultura do milho. Este lepiddptero polifago tem
origem nas Ameéricas, onde frequentemente atinge surtos populacionais (Kenis et al., 2023).
Atualmente, essa praga esta distribuida em diversas partes do mundo, como Américas, Africa
e Europa (Wyckhuys et al., 2024), o que se deve, em parte, & sua elevada capacidade de
dispersdo, uma vez que pode voar 100-150 km por noite (Sparks, 1979; Johnson, 1987). A
lagarta-do-cartucho pode provocar danos nas plantas de milho em todas as fases de
desenvolvimento (Busato et al., 2002). Ao se alimentarem das folhas, as lagartas reduzem a
area fotossintética, destroem o cartucho e danificam os grdos (Hellwig et al., 2017);
comprometendo assim 0 numero de espigas e 0 peso de grdos, com perdas que podem
ultrapassar 50% da producdo (Chimweta et al., 2020).

No cenario mundial, o Brasil destaca-se como um dos principais produtores de milho.
Na safra 2023/2024, a area cultivada no pais foi de 21,5 milhdes de hectares sendo colhidas 123
milhdes de toneladas (CONAB, 2024). No Brasil, esse cereal € utilizado, principalmente, para
alimentacdo animal, seja como grdo concentrado ou silagem (Souza et al., 2018). Porém,
também é uma importante matéria-prima de produtos destinados a alimentacdo humana, o que
potencializa a sua importancia econdémica (Rouf Shah et al., 2016).

A lagarta-do-cartucho possui metamorfose holometabdlica e apresenta um ciclo de vida
que dura ~34 dias em condicGes de laboratério, abrangendo as fases de ovo, larva, pupa e
adultos (Sparks, 1979; Sharma et al., 2022). A fase de ovo tem uma duracdo média de 3 dias,
apos os quais as larvas eclodem (Montezano et al., 2019; Sharma et al., 2022). A fase larval se
estende por cerca de 16 dias e consiste em seis instares, com duragfes individuais entre 2 e 4
dias (Sparks, 1979). A maior taxa de mortalidade ocorre durante os trés primeiros instares
larvais (Sharma et al., 2022), o que sugere que 0 manejo da praga nesses estagios iniciais pode
ser mais eficaz e econdmico em condic¢des de campo (Silva et al., 2017). A fase pupal tem uma
duracdo variavel entre 8 e 13 dias. Posteriormente, os adultos emergem com uma taxa de
sucesso de 97,2% (Deshmukh et al., 2019; Sharma et al., 2022). O periodo de pré-oviposicao
dura, em média, 3 a 4 dias. O desenvolvimento do S. frugiperda pode ser influenciado por
fatores ambientais como temperatura, umidade relativa e hospedeiro (Jaba et al., 2020).

Na tentativa de controlar os surtos dessa lagarta e garantir a produtividade das lavouras,
sdo utilizados o controle quimico (Burtet et al., 2017) e cultivos transgénicos, com a tecnologia
que usa a bactéria B. thuringiensis (Hutchison et al., 2010). Porém, esses métodos tém
apresentado falhas no controle, como consequéncia do uso indiscriminado das moléculas
organossintéticas, que tém provocado o surto de popula¢des cada vez mais resistentes. Com
isso, ha a necessidade de novas moléculas inseticidas para que o controle seja alcancado (Castle
et al., 2009). Essa situagdo tornou-se mais grave com os diversos casos de resisténcia de
populagBes de S. frugiperda a importantes inseticidas comumente usados para o seu controle,
como piretroides (Diez-Rodrigues e Omoto, 2001), organofosforados (Carvalho et al., 2013), e
diamidas (Bolzan et al., 2019). Além da resisténcia aos inseticidas sintéticos, ha resisténcia de
S. frugiperda confirmada para diferentes proteinas Bt (Farias et al., 2014b). Consequentemente,
h& uma pressdo no mercado pela descoberta de novas moléculas ou de novas estratégias, que
sejam capazes de controlar essas populacdes resistentes (Bernardi et al., 2016).

2.2Resisténcia da Spodoptera frugiperda as estratégias de controle

O controle de insetos-praga foi fortemente transformado com o advento dos inseticidas
sintéticos, que, entre as décadas de 1940 e 1950, contou com a introdugdo de compostos como
o DDT, os organofosforados, os ciclodienos e os N-metilcarbamatos (Sparks et al., 2019). A
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acao desses compostos permitiu um controle eficaz, confiavel e bastante acessivel devido ao
baixo custo desses produtos (Achilladelis et al., 1987; Casida e Quistad, 1998).

No entanto, os excelentes resultados obtidos no controle de pragas levaram 0s
produtores a utilizarem essa tecnologia de forma excessiva, visando proteger seus cultivos e
aumentar a produtividade. Esse uso excessivo e indiscriminado de inseticidas expds as
populagOes de insetos a uma intensa presséo de sele¢do, favorecendo o surgimento de casos de
resisténcia em diversas espécies de pragas (Sparks e Nauen, 2015). A resisténcia dos insetos
pode ser definida como a capacidade de uma praga sobreviver a exposicdo a um inseticida que
seria letal para populacdes suscetiveis (Tabashnik et al., 2014). Esse problema, além de ser
historico, é continuo, pois os inseticidas vém apresentando perdas progressivas de eficacia,
resultando em falhas no controle de diversas pragas e exigindo o desenvolvimento de novos
mecanismos para 0 manejo desses insetos nas lavouras (Whalon et al., 2008).

Dentre os insetos que desenvolveram mecanismos de resisténcia aos inseticidas,
destaca-se S. frugiperda, principal praga da cultura do milho (Diez-Rodriguez e Omoto, 2001),
cultivo que consiste em uma importante commodity em diversos paises. Para contornar essa
situacdo e resolver o problema da resisténcia aos inseticidas, a biotecnologia desenvolveu
cultivares de milho para expressarem a proteina CrylF da bactéria B. thuringiensis. As plantas
com essa proteina possuem a capacidade de eliminar larvas de lepiddpteros, garantindo
protecdo a cultura e reduzindo a necessidade das aplicacfes dos inseticidas (Hutchison et al.,
2010; Klumper e Qaim, 2014). A primeira cultivar com a tecnologia Bt foi comercializada pela
primeira vez nos Estados Unidos da América (EUA) em 2003 (M. Willrich Siebert et al., 2008;
Storer et al., 2012). J& no Brasil, a comercializacdo de sementes com tecnologia dos
transgénicos foi disponibilizada em 2008 e utilizadas pela primeira vez na safra de 2009/2010
(Storer et al., 2012).

Contudo, a rapida adesao a essa tecnologia pelos agricultores fez com que o Brasil se
destacasse no cenario mundial como um dos principais usuarios dessa inovagao. Junto aos
inseticidas sintéticos, a tecnologia Bt tornou-se uma das principais estratégias para o controle
da lagarta-do-cartucho no pais (Moscardini et al., 2020). No entanto, assim como ocorreu com
os inseticidas sintéticos, o uso de cultivares de milho transgénicos ja apresenta problemas para
o0 controle da praga (Moscardini et al., 2020). O plantio intensivo de milho Bt, em extensas
areas e em mais de uma safra, tem provocado uma grande pressao de selecéo sobre S. frugiperda
(Gaughey e Whalon, 1992). Esse problema se agrava pelo uso inadequado da tecnologia, ja que
muitos agricultores deixam de plantar as areas de reflgio, destinadas ao cultivo de milho
convencional (Farias et al., 2014b). Essas areas sdo necessarias para manutencao de insetos
suscetiveis nas lavouras, o que permitiria que eles acasalassem com individuos resistentes,
contribuindo, dessa forma, para a manutencdo de populagdes sensiveis a tecnologia (Monnerat
et al., 2015).

A baixa adesdo as areas de refugio, aliada a biologia de S. frugiperda e a ampla extensdo
de lavouras com milho Bt, criou condigdes favoraveis para a rapida evolugdo da resisténcia a
essa tecnologia (Farias et al., 2014b; Bernardi et al., 2015; Fatoretto et al., 2017). Como
resultado, j& ha registro de resisténcia da S. frugiperda as proteinas CrylF e CrylAb expressas
pelo milho Bt no Brasil (Farias et al., 2014b), bem como em Porto Rico (Dangal e Huang,
2015), Argentina e EUA (Yang et al., 2022), onde também foram relatados casos de resisténcia
a proteina CrylF. Como consequéncia direta dessa resisténcia, no Brasil houve necessidade de
suplementacdo das aplica¢@es de inseticidas sintéticos em culturas geneticamente modificadas,
podendo chegar a até quatro aplicacdes, para eficacia do controle de S. frugiperda (Blanco et
al., 2016). No entanto, a lista de produtos eficazes tem diminuido devido a resisténcia ja
estabelecida para alguns grupos quimicos, como os piretroides (Carvalho et al., 2013) e, mais
recentemente, as diamidas (Bolzan et al., 2019).

Dessa forma, para garantir a protecdo da cultura contra S. frugiperda, torna-se
necessario o desenvolvimento e o registro de novas tecnologias de controle ou estratégias de
manejo da resisténcia, de modo a restabelecer a suscetibilidade da praga aos métodos existentes.
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Nesse sentido, a combinacdo de OEs com inseticidas sintéticos surge como uma alternativa
promissora, pois os OEs contém diversos constituintes bioativos (ex. terpenos) que podem atuar
de formas distintas das moléculas sintéticas, dificultando a selecdo de organismos resistentes
(Silva et al., 2017; Radhika et al., 2018).

2.3 Oleos essenciais e o controle de pragas

Durante o ciclo evolutivo, as plantas desenvolveram algumas estratégias de defesa
contra o ataque de insetos herbivoros, por exemplo, a sintese de metabdlicos secundarios com
propriedades inseticidas. Tais substancias apresentam atividade tdxica que podem causar a
morte dos insetos por diferentes modos de acdo ou provocar repeléncia (Rattan, 2010). Esses
produtos apresentam uma variedade de compostos ativos, que agem em conjunto e podem ser
empregados em sistemas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Navarro-Silva et al., 2009),
podendo controlar diferentes grupos de insetos, como mastigadores (lagartas), minadores
(larvas de moscas e mariposas) e sugadores (tripes, pulgdes e percevejos) (Isman, 2006). Os
OEs estdo entre os compostos provenientes do metabolismo secundario e desempenham papel
fundamental para o sistema de defesa das plantas contra fungos, bactérias, virus e insetos
herbivoros (Bakkali et al., 2008).

Os OEs sdo constituidos por complexas misturas de substancias organicas, como
terpenos e compostos fendlicos, e sua composicao difere amplamente entre diferentes espécies
de plantas (Pavela, 2015). Nas Gltimas décadas, os OEs tém sido amplamente investigados para o
manejo de pragas, ocupando um lugar de destaque na busca por alternativas aos pesticidas
sintéticos (Siegwart et al., 2015; Jyotsna et al., 2024). Os OEs de plantas podem ter efeitos
letais e subletais em uma variedade de insetos-praga (Melo et al., 2018; Oliveira et al., 2018) e
podem ser usados como modelo para o desenvolvimento de novos inseticidas (Bakkali et al.,
2008).

Devido a complexidade dos OEs, compostos por diversos constituintes, podem haver
interacdes entre esses componentes, resultando em efeitos sinérgicos, aditivos ou antagdnicos
(Fazolin et al., 2016). O sinergismo potencializa os efeitos biologicos dos xenobioticos, sejam
OEs ou inseticidas convencionais, permitindo a aplicagédo de doses menores e reduzindo 0s
custos de manejo, além dos impactos ambientais (Oliveira et al., 2023). No antagonismo, 0
efeito de um composto é reduzido ou suprimido na presenga de outro. J& no aditismo, a interacdo
entre dois compostos resulta em um efeito final que corresponde a soma dos efeitos individuais
de cada um, sem potencializacdo ou inibicdo mutua (Secoli, 2001). Dessa forma, a combinagao
de OEs com inseticidas organossintéticos pode ser explorada na gestdo da resisténcia de S.
frugiperda, recuperando a eficacia de produtos que ja apresentam falhas no controle (Radhika
et al., 2018).

Além dos efeitos letais, a exposicdo aos inseticidas botanicos e comerciais, quando
aplicados em doses baixas, pode causar efeitos subletais na fisiologia, biologia e
comportamento dos insetos expostos (Franca et al., 2017). Desta maneira, os efeitos subletais
podem ser estudados a fim de identificar a toxicidade ao inseto alvo e compreender como essas
exposi¢oes irdo influenciar no comportamento desses insetos (Herrero et al., 2018).

2.4 Lippia sidoides: potencial inseticida

Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), planta de crescimento arbustivo - popularmente
conhecida como “alecrim-pimenta” (Botelho et al., 2007) e também como “alecrim-do-
nordeste” ou “estrepa-cavalo” (Matos, 2002) - possui ampla distribuicdo nos estados do Ceara
e Rio Grande do Norte (Siqueira et al., 2011).

Essa planta é conhecida pela populacéo local por suas propriedades fitoterapicas, sendo
muito utilizada no tratamento de doencas infecciosas (Costa et al., 2002) e queimaduras, além
de possuir acdo antisséptica e anti-inflamatdria, geralmente empregada na forma de chéas ou
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macerados (Pascual et al., 2001). Além do uso popular, é possivel extrair o OE das folhas dessa
espécie, que apresenta um cheiro caracteristico relacionado ao seu principal constituinte, o
timol, um monoterpeno aromatico cujos teores variam entre 34,2% e 95,1%. Essa variacdo pode
ser explicada pela época e local de colheita, bem como pelo estagio de desenvolvimento da
planta (Matos, 2002; Leal et al., 2003).

Estudos cientificos tém comprovado a eficacia do OE de L. sidoides em diversas
atividades biologicas, como a¢do antifungica contra Lasiodiplodia theobromae, causador de
podriddo em raizes (Melo et al., 2022); acéo larvicida contra o Aedes aegypti (Carvalho et al.,
2013); acdo bactericida contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, ambas
causadoras de infeccOes de pele e do trato respiratorio (Silva et al., 2010; Veras et al., 2012);
acao acaricida contra Rhipicephalus microplus (Penha et al., 2021); e acdo inseticida contra a
traca-das-cruciferas (Plutella xylostella) e o caruncho-do-feijdo (Callosobruchus maculatus)
(Santos et al., 2018; Araujo et al., 2020). Essas atividades bioldgicas podem ser atribuidas ao
composto majoritario timol, uma vez que esse composto majoritario isolado apresenta
resultados semelhantes aos obtidos com o OE (Veras et al., 2013). Tais propriedades destacam
o0 potencial desse OE e de seu constituinte majoritario como agentes de controle alternativos,
apresentando uma opg¢ao menos nociva ao meio ambiente devido a sua origem botanica.

2.5 Interacdo entre compostos botanicos e pesticidas convencionais

Alguns compostos botanicos sdo conhecidos por sua atividade bioldgica contra insetos
e podem ser utilizados na forma de pos, extratos ou 6leos. Além de serem geralmente faceis de
obter, esses compostos apresentam menor risco para os aplicadores e consumidores (Corréa e
Salgado, 2011). Durante as décadas de 1930 e 1940, o Brasil destacou-se como um importante
produtor e exportador de produtos botanicos como rotenona, piretro e nicotina, amplamente
utilizados na agricultura para o controle de pragas devido a sua maior seguranga € menor
impacto ambiental (Meneses, 2005).

No entanto, a falta de padronizagdo na concentragdo dos constituintes ativos resultou
em variagcOes na eficiéncia desses compostos, 0 que levou a sua substituicdo gradual pelos
inseticidas sintéticos (Isman, 2008). Esses novos produtos, com ingredientes ativos
padronizados, apresentavam maior efeito residual e capacidade de controle prolongado das
pragas, garantindo protecdo e produtividade das lavouras (Yadav et al., 2015). Apesar dessas
vantagens, o uso prolongado de inseticidas sintéticos trouxe diversos problemas (Sparks e
Nauen, 2015), como a reducéo da biodiversidade, impacto negativo sobre os inimigos naturais,
contaminacdo ambiental e acimulo de residuos em alimentos, comprometendo a satde humana
(Alavanja e Bonner, 2012; Shareefdeen e Elkamel, 2024). Além disso, a aplicacdo
indiscriminada favoreceu o desenvolvimento de resisténcia em varias espécies de insetos
(Whalon et al., 2008; Fountain e Wratten, 2013; Sparks e Nauen, 2015).

Diante desse cenario, 0s compostos botanicos, como os OEs de plantas, voltam a ganhar
destaque (Regnault-Roger et al., 2012; Isman, 2020). Embora ainda existam desafios para o
registro comercial desses produtos, como a falta de padronizacéo e o baixo efeito residual, esses
compostos mostram-se promissores para reduzir os problemas causados pelos inseticidas
sintéticos (Clark e Menary, 1981; Pavela e Benelli, 2016).

Estudos recentes demonstram que a combinagcdo de compostos botanicos com
inseticidas convencionais pode ser uma estratégia eficaz (Fazolin et al., 2016; Silva et al.,
2017). A alta toxicidade de alguns compostos botanicos, resultante da complexidade de seus
constituintes, pode apresentar elevado efeito sinérgico quando associados a inseticidas
convencionais. Essa interacdo pode aumentar a mortalidade das pragas e permitir a reducéo das
dosagens aplicadas (Fazolin et al., 2017). Esse avan¢o promove um controle eficaz das pragas
com menor impacto ambiental, devido a reducdo da dosagem de inseticidas sintéticos, que
minimiza os residuos no campo. Além disso, a alta biodegradabilidade dos OEs contribui para
que esses compostos ndo permanegam no ambiente por longos periodos (Regnault-Roger et al.,
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2012). Dessa forma, a combinacéo entre compostos botanicos e inseticidas convencionais pode
ser uma alternativa viavel como estratégia para controle de pragas e de manejo da resisténcia.
Por exemplo, segundo Fazolin et al. (2016), o OE de P. aduncum combinado aos inseticidas
teflubenzuron/alfacipermetrina apresentou agdo sinérgica no controle de S. frugiperda. De
forma semelhante, a combinacdo do OE de O. basilicum com deltametrina reduziu a DLso do
inseticida sintético em 80% (Silva et al., 2017).

2.6 Efeitos subletais de xenobidticos a insetos

Além dos efeitos agudos provocados pelos OEs, pesquisas vém explorando a capacidade
gue esses compostos possuem em provocar efeitos cronicos contra diversos insetos, o que pode
gerar um impacto significativo no manejo de diferentes pragas fit6fagas (Desneux et al., 2007;
Cordeiro et al., 2010). O efeito cronico desses compostos decorre do fato de que, com o passar do
tempo, 0os compostos se degradam no ambiente e as pragas ficam expostas por periodos mais
longos a concentragdes subletais do que a letais (Little, 1990).

Os inseticidas, em geral, exercem sua acdo por meio da interacdo com um alvo
bioquimico primario ou provocando lesGes em sistemas metabdlicos essenciais (Casida e
Durkin, 2013). A toxicidade dos OEs, por exemplo, ¢ atribuida a sua acdo neurotoxica inicial,
como a inibicdo de enzimas (ex. acetilcolinesterase), semelhante ao mecanismo de alguns
inseticidas convencionais, que agem em alvos especificos do sistema nervoso dos insetos
(Anderson e Coats, 2012).

Além de atuarem em alvos primarios, os xenobidticos (compostos estranhos ao
organismo) (Bornaz Acosta e Bornds Acosta, 2019) podem apresentar acdo em sistemas
secundarios, 0 que pode resultar em impactos significativos na biologia dos insetos expostos
(Mdller, 2018). Essas substancias podem induzir alteracGes histolégicas no intestino, bem como
inativar enzimas digestivas, comprometendo a capacidade de absorc¢do de nutrientes (Jongsma
e Bolter, 1997; Bigham et al., 2010; Ali et al., 2017). No sistema reprodutor, os xenobioticos
podem provocar danos fisioldgicos nos ovarios, redugdo da espermatogénese e alteracdes na
fertilidade, o que pode comprometer seriamente as geracdes futuras dos insetos expostos (Alves
et al., 2014; Cruz et al., 2015). Essas alteragfes, normalmente, ndo causam mortalidade do
inseto, porém irdo impactar as proximas geraces, por afetarem aspectos biologicos,
fisiologicos, demograficos e comportamentais em individuos ou populag¢fes que conseguirem
sobreviver (Desneux et al., 2007).

2.7 Alteracbes comportamentais dos insetos

Comportamento pode ser entendido como qualquer acdo realizada por um individuo em
resposta a um estimulo (Hoy, 2019). Alteracbes comportamentais mediadas por inseticidas
decorrem do modo de a¢do do composto ou da resposta fisiologica do organismo (Guedes et
al., 2016). Embora os estudos sobre os efeitos comportamentais dos pesticidas tenham
aumentado recentemente, ainda h& muito a ser investigado (Martinou et al., 2014).

A avaliacdo dos efeitos subletais de compostos no comportamento dos insetos pode
contribuir significativamente para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes
na densidade populacional de fitdfagos (Franca et al., 2017). Inseticidas e bioinseticidas podem
alterar a atividade de locomocao, causar repeléncia (Lima et al., 2020; Teodoro et al., 2021) ou
irritabilidade, modificar a autolimpeza (Nadein e Gorb, 2022; Dantas et al., 2023) e 0
comportamento de acasalamento (Haddi et al., 2016; Tuelher et al., 2017).

Nesse contexto, € possivel observar que alteracdes nos padrbes de caminhamento de
insetos expostos a compostos inseticidas estdo relacionadas, por exemplo, as a¢des neurotdxicas
desses xenobioticos, que podem estimular ou inibir a mobilidade dos insetos, afetando os
padrdes de caminhada (Plata-Rueda et al., 2017). O timol, por exemplo, reduziu a velocidade e
aumentou o numero de meandros, resultando em desorientacdo de formigas expostas (Dantas et
al., 2023). O imidacloprido, por sua vez, intensificou a atividade locomotora de adultos do
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percevejo-marrom (Haddi et al., 2016), enquanto percevejos Podisus nigrispinus tratados com
permetrina reduziram a distancia percorrida (Silva et al., 2020).

Além disso, pesticidas podem comprometer a percepcao ambiental dos insetos, afetando
sua visdo ou olfato (Zeng et al., 2017). Essas alteragdes podem prejudicar a identificacdo de
alimentos, parceiros sexuais e locais adequados para ovoposi¢do. Os compostos podem
interagir com os quimiorreceptores localizados nas pecas bucais, provocando antagonismo
alimentar e reduzindo a atratividade dos alimentos (Blaney e Simmonds, 1990).

Para evitar a intoxicacdo por xenobidticos, insetos desenvolvem estratégias
comportamentais, como a repeléncia, quando evitam o contato com o composto, e a
irritabilidade, caracterizada pela fuga ap6s um breve contato (Cordeiro et al., 2010; Plata-Rueda
etal., 2017). A repeléncia esta relacionada a percepcao do inseto por meio de quimiorreceptores
distribuidos pelo corpo, especialmente nos tarsos e antenas, que permitem a avaliacdo das
condi¢bes ambientais (Patricia et al., 2017). J& a irritabilidade esta relacionada a respostas
neurotoxicas induzidas pela exposicdo (Soderlund e Bloomquist, 1989). Estudar as respostas
comportamentais dos insetos aos compostos sintéticos ou botanicos é fundamental, pois esses
fatores influenciam diretamente sua suscetibilidade aos toxicos e a eficacia do manejo integrado
de pragas (Guedes et al., 2016).
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4. ARTIGO 1 )
AVALIACAO DA TOXICIDADE E DE EFEITOS SUBLETAIS DA COMBINAGAO
DE INSETICIDAS SINTETICOS E BOTANICOS EM Spodoptera frugiperda

Artigo formatado de acordo com as normas do periédico: Crop Protection
RESUMO

Spodoptera frugiperda € uma mariposa origindria das Américas cuja elevada capacidade
migratdria permitiu sua disseminagdo em diversos paises, tornando-se uma importante praga
em varias culturas, especialmente no milho. Os produtores enfrentam desafios crescentes
devido a resisténcia desse inseto aos métodos tradicionais de controle, incluindo pesticidas
convencionais e culturas transgénicas. Diante desse cenério, este estudo objetivou avaliar
efeitos letais e subletais da combinacéo de inseticidas convencionais com compostos botanicos
sobre S. frugiperda. Para isso, foram realizados bioensaios para confirmar a suscetibilidade de
S. frugiperda aos inseticidas clorantraniliprole, deltametrina e metomil, além de determinar
curvas de mortalidade e sobrevivéncia para esses inseticidas e para o 6leo essencial (OE) de
Lippia sidoides e seu composto majoritario timol. Em seguida, foram conduzidos bioensaios
com compostos isolados e em misturas binarias para observar interacdes de sinergismo,
antagonismo e aditividade. Adicionalmente, foram realizados experimentos para verificar
efeitos subletais sobre a capacidade olfativa dos adultos, preferéncia e consumo foliar de
lagartas. Os resultados indicaram que S. frugiperda apresenta resisténcia ao clorantraniliprole
e a deltametrina. Dentre os sintéticos, a deltametrina apresentou maior toxicidade (DLsg =
0,00839 pg/mg), enquanto o OE foi 0 mais tdxico entre os compostos botanicos (DLso = 2,690
Hg/mg). A combinacdo de inseticidas sintéticos com o OE demonstrou sinergismo, enquanto a
combinagdo com o timol resultou em aditismo. Efeitos subletais das combinac¢es de compostos
incluiram alteracGes na escolha olfativa dos adultos e na preferéncia alimentar das larvas. Esses
resultados indicam o potencial da combinacdo desses compostos no controle e manejo da
resisténcia de S. frugiperda.

Palavras-chave: clorantraniliprole, deltametrina, Lippia sidoides, timol, resisténcia, mistura
binaria.
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4.1. INTRODUCAO

A expansdo da agricultura intensiva e as condi¢fes ambientais favoraveis facilitam a
proliferacdo de insetos-praga (Tudi et al., 2021). Dentre estes insetos, Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) se destaca como uma das mais devastadoras pragas nas
Ameéricas (Barros et al., 2010). Originaria dessa regido, essa espécie demonstrou notavel
capacidade de invaséo e adaptaco, expandindo-se para a Africa (Goergen et al., 2016), Europa
(Babendreier et al., 2022), Asia e Oceania (Tay et al., 2023). As larvas de S. frugiperda atacam
principalmente gramineas da familia Poaceae, como milho (Zea mays), trigo (Triticum
aestivum), arroz (Oryza sativa) e sorgo (Sorghum bicolor), embora também afetem culturas
como algodao (Gossypium hirsutum) e soja (Glycine max) (Barros et al., 2010; Montezano et
al., 2018).

O controle de S. frugiperda € realizado tradicionalmente com o uso de inseticidas
organossintéticos e plantas transgénicas, que produzem proteinas da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) (Burtet et al., 2017). No entanto, 0 uso intensivo e inadequado de
tais estratégias favoreceu o desenvolvimento de resisténcia, dificultando o controle dessa praga
(Paredes-Sanchez et al., 2021). A resisténcia de S. frugiperda foi confirmada para diversos
inseticidas, como carbamatos, piretroides, diamidas, organofosforados, inibidores da sintese de
quitina, e inclusive resisténcia as proteinas Cryl (Farias et al., 2014; Bolzan et al., 2019; Okuma
et al., 2022). Este fato tem gerado perdas econémicas significativas devido ao aumento da dose
e da frequéncia de aplicacdo desses produtos ou mesmo da necessidade de aplicacOes
suplementares de inseticidas em areas Bt (Siddiqui et al., 2023).

Diante dos problemas associados aos métodos de controle convencionais, 0S compostos
boténicos, como os 6leos essenciais (OEs), derivados do metabolismo secundario de plantas,
surgem como uma alternativa promissora para a protecdo de culturas (Isman, 2020; Lin et al.,
2022; Jyotsna et al., 2024). Esses compostos naturais, ricos em terpenoides, possuem multiplas

atividades bioldgicas: atuam como inseticidas, repelentes, fumigantes, larvicidas, ovicidas e
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fungicidas, além de serem biodegradaveis e mais seguros para mamiferos (Pavela, 2015;
Assadpour et al., 2024; Ayllon-Gutiérrez et al., 2024).

Os OEs protegem as plantas contra insetos por meio de mecanismos como o bloqueio
da fitofagia, a dissuasdo da ovoposicdo, a inibi¢cdo do crescimento e a imitacdo de hormonios
juvenis (Rattan, 2010). Um exemplo é o OE de Lippia sidoides Cham., uma planta da familia
Verbenaceae originaria da Caatinga brasileira, conhecida por seu contetdo rico em timol e
carvacrol, compostos com propriedades antimicrobianas, inseticidas e antifungicas (Araujo et
al., 2020; Saraiva et al., 2020; Antonia et al., 2024).

Estudos recentes tém relatado um importante atributo dos OEs, que se refere a sua
capacidade de potencializar o efeito de inseticidas convencionais (Norris et al., 2019; Fazolin
et al., 2016). Essa caracteristica pode ser explorada por meio da combinagdo desses compostos
para 0 manejo da resisténcia de pragas ou ao menos para corrigir falhas de controle apresentadas
por alguns organossintéticos. Por exemplo, a combinagdo de deltametrina com OE de Ocimum
basilicum (Lamiaceae) demonstrou um efeito sinérgico contra S. frugiperda, reduzindo a DLso
da deltametrina em 80% (Silva et al., 2017). Além disso, foi relatado que o tratamento
combinado de OE de Piper aduncum com inseticidas como alfa-cipermetrina, fenpropatrina e
gamma-cihalotrina aumentou a atividade larvicida contra S. frugiperda, permitindo reduzir as
doses de inseticidas entre 25% e 50% (Fazolin et al., 2016).

Diante disso, 0s objetivos deste estudo sobre S. frugiperda foram: (i) avaliar a resisténcia
a trés inseticidas convencionais, clorantraniliprole (antranilamida), deltametrina (piretroide) e
metomil (carbamato); (ii) testar os efeitos letais do OE de L. sidoides, do seu composto
majoritério (timol) e dos inseticidas convencionais; (iii) verificar o efeito sinérgico do OE de
L. sidoides e do timol, combinados com os inseticidas convencionais e; (iv) analisar os efeitos
subletais do OE de L. sidoides e do timol, isoladamente e em combinagdo com os inseticidas
convencionais. Os resultados desse estudo podem contribuir para potencializar a eficacia dos

inseticidas convencionais, especialmente para casos comprovados de falhas no controle.



86
87
88
89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110
111

112

113

22

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Criagéo dos insetos
Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes de criacdo (> 15 geracdes),

mantida no Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), Séao Cristovéo, Sergipe (SE), (10°54” S, 37°04’ W, 7 m de altitude), Brasil. O ambiente

foi mantido climatizado a 25 = 0,5°C, com umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12h.

Os adultos de S. frugiperda foram acondicionados em potes plasticos de 14 cm @, 15
cm de altura e volume de 2 L (Plaszom Pote 2000 mL Prt1000 St150 C/T C/12X25), revestidos
com papel oficio, utilizado como substrato para oviposi¢do. O fundo dos potes foi substituido
por uma placa de Petri de vidro (14 x 1,5 cm) forrada com papel filtro e a parte superior foi
vedada com tecido voal. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10%, fornecida
ad libitum em recipientes plasticos com 2 cm @ e 1 cm de altura. O papel oficio, contendo
massas de ovos, foi removido a cada trés dias, sendo recortadas as por¢cdes com ovos e
acondicionadas em recipientes plasticos de 500 mL (Pote 500 mL Tr Plaszom C/25 Kit). A
metodologia de criacdo dos insetos seguiu o protocolo de Lima et al. (2020), com pequenas
modificacBes. Apds a eclosdo das larvas, ~ 6 g de dieta artificial foram adicionadas a cada
recipiente, conforme o protocolo de Greene, Leppla e Dickerson (1976). Ao atingirem o terceiro
instar, as larvas foram individualizadas em potes de 100 mL (Pote 100 mL Branco/Cristalcopos
C/100) e alimentadas com dieta, renovada a cada trés dias, permanecendo nesses recipientes até
a fase de pupa. As pupas foram transferidas para potes plasticos de 500 mL, forrados com papel

toalha, onde permaneceram até a emergéncia dos adultos, reiniciando o ciclo bioldgico.

4.2.2. Obtencéo dos compostos
O OE utilizado foi extraido das folhas de L. sidoides (Verbenaceae) por meio de arraste

a vapor, pela empresa PRONAT, situada em Horizonte, Ceard, Brasil. O timol, composto

majoritario do OE (Oliveira et al., 2018), foi adquirido da empresa SIGMA-ALDRICH (Saint
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Louis, Missouri, EUA). Ja os inseticidas organossintéticos deltametrina (Decis® 25 EC, 25 g
i.a./L, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP), clorantraniliprole (Premio® SC, 200 g i.a./L, FMC Quimica
do Brasil Ltda., Campinas, SP) e o metomil (Lannate® SL, 215 g i.a./L, CTVA Protecédo de

Cultivos Ltda — Barueri, Tamboré) foram adquiridos comercialmente.

4.2.3. Bioensaios
Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da

Universidade Federal de Sergipe (UFS), Campus S&o Cristévao, SE.

Os compostos testados incluiram: os inseticidas convencionais a base de
clorantraniliprole, deltametrina e metomil; o OE de L. sidoides e o seu constituinte majoritario,
timol. Como solventes para a diluicdo dos inseticidas foram utilizados agua, Adesil®
(Sumitomo Chemical Industria Quimica S/A-Maracanal, Ceara), acetona (Panreac, UV-IR-
HPLC-GPC PAIACS, 99,9%) e Tween 80 (Dinamica®, Diadema, SP, Brasil). Para a realizacao
dos bioensaios com folhas de milho, utilizou-se a variedade hibrida (Milho AG 1051 Agroceres)
(Zea mays), adquirida em comercio local.

Para determinar a massa dos insetos, 50 lagartas de terceiro instar de S. frugiperda foram
individualmente pesadas em uma balanca de preciséo (Shimadzu, AUW220D). Posteriormente,
a média da massa dessas 50 lagartas foi calculada, e o valor obtido utilizado como peso padréo

para 0s bioensaios posteriores.

4.2.3.1. Avaliacdo da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda aos inseticidas
A suscetibilidade das lagartas de terceiro instar aos trés inseticidas foi avaliada

utilizando uma torre de Potter (Potter Precision Laboratory Spray Tower - Burkard Scientific)
para pulverizacdo nas doses recomendadas para uso em campo, seguindo a metodologia descrita
por Busato et al. (2006). Os inseticidas foram diluidos em dgua mais espalhante adesivo Adesil

na concentracdo de 0,02%. No controle foram aplicados apenas agua e Adesil a 0,02%.
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Nesse bioensaio, as lagartas foram expostas aos inseticidas por trés diferentes vias: (i)
exposicdo por contato direto (CD), (ii) exposi¢do por contato residual (CR) + ingestdo (In) e
(iii) exposicao por contato direto (CD) + contato residual (CR) + ingestéo (In). Para a exposicao
por (CD), 96 lagartas foram distribuidas em 12 placas de Petri (9 x 1,5 cm), cada uma contendo
8 individuos. As placas foram pulverizadas com 2 mL da solucéo a uma pressdo de 15 Ib/pol?,
garantindo uma deposicdo de 1,5 + 0,5 mg de calda/cmz2. Apéds a pulverizacdo, as lagartas foram
transferidas individualmente para pogos de placas de cultura celular (Global Trade Technology,
Monte Alto, SP, Brasil) (24 orificios), forrados com papel filtro umedecido com 25 pL de 4gua
destilada (para manter a umidade), e contendo uma se¢do foliar de milho (~5 cm?) para
alimentacdo das larvas.

Na exposicdo por ‘CR + In’, folhas de milho foram cortadas em sec¢des de ~ 5 cm? e
pulverizadas sob as mesmas condi¢bes ‘CD’. No total, 96 se¢Oes foliares foram preparadas e
distribuidas em 12 placas de Petri, contendo 8 folhas cada. Apos a secagem, as folhas foram
transferidas para placas de cultura celular, alocando-se uma folha por pogo, onde foi inserida
uma lagarta ndo tratada para se alimentar do material pulverizado. Na exposi¢édo por ‘CD + CR
+ In’, o procedimento foi semelhante, com a diferenca de que cada placa de Petri continha
simultaneamente 8 lagartas e 8 folhas pulverizadas sob as mesmas condi¢des e quantidades
previamente descritas. ApoOs a secagem, folhas e lagartas foram transferidas para placas de
cultura celular, alocando-se uma folha e uma lagarta tratada em cada pogo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, composto por 12 repeti¢des, cada uma com oito
individuos, totalizando 96 lagartas por dose de cada tratamento. As avalia¢des foram realizadas
72 horas ap6s a exposi¢do. Consideraram-se mortas as lagartas que ndo respondiam aos

estimulos feitos com um pincel.

4.2.3.2. Toxicidade
Os bioensaios para determinacéo das doses letais foram realizados com grupos de larvas

de terceiro instar. Inicialmente, foram conduzidos testes preliminares com doses de 1, 5 e 10
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Kg das substancias (inseticidas organossintéticos, OE e timol) por mg de inseto. Posteriormente,
doses intermediarias foram utilizadas para estabelecer as curvas de dose-mortalidade, conforme

Santos et al. (2022).

Para a diluicdo do OE de L. sidoides e do timol, foi empregada acetona com pureza de
99,9%, conforme Lima et al. (2020). Ja os inseticidas convencionais passaram por diluicdes
seriadas, utilizando agua e acetona como solventes. Os tratamentos foram aplicados
topicamente (0,5 pL) na regido toracica de cada inseto, com o auxilio de uma microseringa
(Hamilton®, Reno, NV, USA). A acetona, usada como solvente dos compostos botanicos, foi
empregada como controle negativo, uma vez que testes preliminares demonstraram que ela nao
afeta negativamente a sobrevivéncia desses insetos.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, as larvas foram acondicionadas em placas de cultura
celular com 24 pocos, forradas com papel filtro umedecido com 25 pL de dgua destilada. Em
cada poco, foi adicionada uma secdo (~5 cm?) de folha de milho para alimentacdo das larvas.
O delineamento experimental foi idéntico ao adotado no bioensaio de suscetibilidade.

As placas contendo as larvas tratadas foram mantidas em estufa incubadora do tipo
B.O.D. (Biotech®, Piracicaba, SP, Brasil) sob condi¢des controladas de 25 + 0,5 °C, umidade
relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes de mortalidade foram realizadas
72 horas apds a montagem do bioensaio. Diariamente o papel filtro foi novamente umedecido
com 10 pL de 4gua destilada. Foram consideradas mortas as larvas que permaneceram imoveis

apos estimulo com um pincel.

4.2.3.3. Tempo letal
Para determinar as curvas de sobrevivéncia e o tempo letal necessario para matar 50%

da populagéo (TLso), larvas foram expostas as DLgo previamente estabelecidas nos bioensaios
de toxicidade (4.2.3.2). Os procedimentos foram semelhantes ao bioensaio de toxicidade, com

a diferenca de que as larvas foram individualizadas em placas de Petri (6 x 1,5 cm), forradas
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com papel filtro umedecido com 200 pL de agua destilada. Em cada placa foi inserida uma
secdo de folha de milho (~5 cm?) para as larvas se alimentarem. Para evitar a fuga dos insetos

e preservar a umidade, as placas foram cobertas com plastico filme.

Foram realizadas 35 repeticbes por tratamento (N = 35). A mortalidade foi avaliada
inicialmente a cada 10 minutos até completar 1 hora do inicio da aplicacdo e, em seguida, em
intervalos de 30 minutos até completar 2 horas. Posteriormente, novas avaliacdes foram
realizadas nos intervalos de 1, 2 e 4 horas, correspondendo aos tempos de 6, 24 e 48 horas apds
a aplicacdo. Apos esse periodo, as avaliacdes passaram a ser realizadas a cada 24 horas, até

completar 96 horas.

4.2.3.4. CombinacbGes dos inseticidas convencionais com 0S compostos
boténicos

Para verificar a toxicidade aguda dos inseticidas convencionais e dos compostos
boténicos isoladamente e em combinacdo, adotou-se procedimento semelhante ao descrito

anteriormente (ver tépico 4.2.3.2), inclusive quanto ao delineamento experimental.

Os valores de DLsg de todos os compostos (ver topico 4.2.3.2) foram utilizados como
base para determinar as doses das misturas binarias. Para isso, foram combinados os limites
inferiores e superiores dos intervalos de confianga das DLsg dos inseticidas comerciais e dos
compostos boténicos, na proporgao de 1:1, conforme Oliveira et al. (2017).

Todos os compostos foram aplicados individualmente para quantificar a mortalidade
observada e, em seguida, as aplicacdes foram realizadas com as combinag¢des dos compostos,
para verificar a mortalidade esperada das misturas, permitindo comparacGes entre oS
tratamentos. A mortalidade observada foi comparada a mortalidade esperada, classificando os
efeitos das misturas como aditivos, sinérgicos ou antagbnicos, seguindo protocolo de Oliveira

et al. (2017) modificado.

4.2.3.5. Preferéncia olfativa de fémeas
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O bioensaio foi realizado para avaliar possiveis alteracdes na resposta olfativa de fémeas
(?) de S. frugiperda ao odor de folhas de milho (substrato de oviposi¢cdo) na presencga de
diferentes tratamentos. O experimento foi conduzido utilizando um olfatdmetro em formato de
“Y”, com 2,2 cm @, 10 cm de comprimento em cada brago e angulo de 75° entre eles. A
velocidade do fluxo de ar foi mantida constante em 0,2 L/min em cada braco. A metodologia
usada foi semelhante a descrita por Zhang et al. (2013).

Cada braco do olfatbmetro foi conectado a um recipiente de vidro hermeticamente
fechado (Pote de Vidro, Potes e Cia, 800 mL, com Tampa, Ref. 341), interligado por
mangueiras de teflon (Mangueira de Teflon, Tubo PTFE 4x2,5 mm, Alta Temperatura, 5 m,
IM). Em cada recipiente foram colocadas trés folhas de milho (~10 cm de comprimento),
retiradas préximas ao cartucho de plantas com 30 dias de idade. Além disso, em um dos
recipientes havia um papel filtro contendo o tratamento e no outro recipiente havia outro papel
filtro com o controle. Cada papel filtro (6 cm @) foi umedecido com 200 pL dos tratamentos a
uma concentracdo de 0,05%: inseticidas convencionais, OE, timol, ou a combinacdo dos
inseticidas convencionais com 0s compostos botanicos. Para as combinagfes, a mistura dos
compostos foi realizada utilizando a solucdo de cada composto a 0,05% na proporgéo 1:1 (v/v).
Apos a aplicacdo do composto, aguardou-se por trés minutos, até a completa evaporagdo da
acetona. O controle consistiu em papel filtro tratado apenas com 200 pL de acetona.

Na extremidade inicial do tubo do olfatometro, foi introduzida uma fémea adulta em
estagio reprodutivo (trés dias ap6s a emergéncia das pupas). Para obter os individuos, 10 casais
foram mantidos em potes de 2 L, forrados com papel oficio contendo solugdo agucarada para
alimentacdo. Apds a observagdo das primeiras massas de ovos, as fémeas foram transferidas
para outro pote para serem utilizadas nos testes. A sexagem dos insetos para a formagdo dos
casais e a selecdo das fémeas utilizadas no experimento foi realizada com base na observacéo
do dimorfismo sexual caracteristico da espécie, conforme descrito por Wink et al. (2024).

Durante cada observacdo, o comportamento da fémea foi monitorado até que ela
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escolhesse um dos bracos do olfatdmetro, permanecendo no local ~1 minuto. O tempo maximo
de observacdo foi de 3 minutos, descartando-se os individuos que ndo realizaram nenhuma
escolha nesse periodo. As fémeas foram substituidas a cada repeticdo. O olfatdmetro, as folhas
de milho e o papel filtro tratado foram renovados a cada cinco repeticdes, ocasido em que 0S
lados do olfatbmetro foram invertidos: o brago originalmente destinado ao controle passou a

receber o tratamento, e vice-versa. Para cada tratamento foram utilizadas 25 fémeas.

4.2.3.6. Preferéncia olfativa de machos
Este bioensaio foi conduzido para avaliar alteragdes na resposta olfativa de machos ()

de S. frugiperda em relacdo ao odor de () na presenga de diferentes tratamentos. Os testes
foram realizados utilizando um olfatometro em “Y” da mesma forma e com as mesmas

especificaces do bioensaio anterior (tdpico 4.2.3.5).

No entanto, diferentemente do bioensaio anterior (4.2.3.5), dentro de cada recipiente foi
inserida uma (%) virgem de S. frugiperda em maturidade sexual (3 dias apds a emergéncia).
Além disso, cada pote continha um papel filtro tratado com 200 uL das solugbes testadas
(inseticidas convencionais, OE, timol, ou a combinagdo do inseticida convencional com cada
composto botanico) a uma concentracgao de 0,05%. Um dos recipientes foi usado como controle,
contendo uma () e o papel filtro tratado com 200 pL de acetona. Foram testadas as seguintes
combinag6es: (i) (¥) com controle x (%) com clorantraniliprole; (ii) (£) com controle x (%)
com deltametrina; (iii) (9) com controle x (¢) com OE de L. sidoides; (iv) (%) com controle x
(?) com timol; (v) (%) com controle x () com mistura binaria clorantraniliprole+OE de L.
sidoides; (vi) (¥) com controle x (?) com mistura binaria clorantraniliprole+timol; (vii) (%)
com controle x (¥) com mistura binaria deltametrina+OE de L. sidoides; (viii) (¥) com controle
X (¥) com mistura binaria deltametrina+timol.

Na extremidade inicial do tubo do olfatdmetro, foi inserido um (&) virgem em

maturidade sexual para observar a sua resposta aos estimulos de odor. Cada observacédo foi
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encerrada quando o inseto escolhia um dos bracos do olfatdmetro, permanecendo por ~1
minuto. O tempo méaximo de observacdo foi de 3 minutos, sendo descartados 0s insetos que nao
realizaram nenhuma escolha durante esse periodo. Os (3 foram substituidos a cada repeticéo.
O olfatémetro e o papel filtro tratado foram renovados a cada cinco repeticdes, ocasido em que
os lados do olfatdmetro foram invertidos: o braco originalmente destinado ao controle passou

a receber o tratamento, e vice-versa. Para cada tratamento foram utilizados 25 machos.

4.2.3.7. Preferéncia alimentar e consumo foliar
Para avaliar a preferéncia e o consumo alimentar das larvas em relagdo aos diferentes

tratamentos, foram conduzidos bioensaios com chance de escolha, para preferéncia e consumo
foliar e sem chance de escolha, para o consumo foliar. No teste com chance de escolha, as
lagartas tiveram acesso simultaneo as folhas tratadas e ndo tratadas, enquanto no teste sem
chance de escolha, cada grupo teve acesso apenas as folhas tratadas ou apenas as folhas ndo

tratadas.

Para tanto, foram retiradas folhas de milho proximas ao cartucho, das quais foram feitos
discos foliares de 2,2 cm @. Esses discos foram submersos por 10 segundos em uma solugéo
com concentracdo de 0,05% de cada tratamento e suas misturas binarias. Para o preparo da
solucdo do OE, inicialmente realizou-se a pesagem do composto, seguida da sua diluicdo em
agente tensoativo Tween® 80 (1% v/v). Ap6s homogeneizagéo, adicionou-se acetona (1% v/v)
a mistura, que foi novamente homogeneizada. Por fim, completou-se o volume desejado com
agua destilada. O procedimento para a diluicdo do timol seguiu as mesmas proporc¢des adotadas
para o OE; contudo, apds a pesagem, o timol foi primeiramente dissolvido em acetona, antes
da adicdo do Tween® 80 e da agua. Os inseticidas foram inicialmente diluidos em &agua,
seqguidos pela adicdo de acetona (1% v/v) e Tween® 80 (1% v/v), com posterior

homogeneizacao. Para o preparo das misturas binarias, as solucGes individuais, previamente
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preparadas, foram combinadas na proporcdo de 1:1 (v/v). O controle consistiu em agua

destilada e nos solventes utilizados para a diluicdo dos compostos.

Apbs a imersdo, os discos foliares foram deixados para secar por 5 minutos e, apds
estarem completamente secos, foram transferidos para placas de Petri (9 x 1,5 cm), forradas
com papel filtro umedecido com 1000 pL de agua destilada. No bioensaio com chance de
escolha, em cada placa, foram dispostos dois discos tratados e dois discos ndo tratados, de forma
cruzada e equidistante. Para identificar os discos tratados, foi feita uma marcagéo no papel antes
de transferir as folhas. Ap6s a disposicdo das se¢des foliares, uma lagarta de terceiro instar foi
liberada no centro de cada placa, que foi coberta com plastico filme.

As avaliagdes da preferéncia das lagartas foram realizadas nos tempos 5, 10, 15, 30, 60,
120, 360, 720 e 1440 minutos apos a liberacao das lagartas, semelhante ao protocolo usado por
Campos et al. (2010). Ao final das 24 horas, os discos foliares que apresentaram consumo foram
fotografados para posterior analise da &rea consumida, utilizando o software ImageJ — VVersdo
1.52.

O bioensaio sem chance de escolha seguiu 0 mesmo procedimento do teste com chance
de escolha, diferindo apenas pelo uso de um Unico disco foliar tratado por placa. Para ambos 0s

testes foram realizadas 40 repeti¢Ges por tratamento.

4.3. Anéalises estatisticas
Os dados de mortalidade obtidos com o bioensaio de toxicidade foram submetidos a

anélise de Probit para a determinacdo das curvas de dose-resposta para cada tratamento,
utilizando o procedimento PROC PROBIT do SAS (SAS Institute, 2008). A partir das curvas,
foram estabelecidas as doses letais capazes de ocasionar 30, 50 e 90% de mortalidade (DLso,
DLso e DLgg), com seus respectivos limites de confianga a 95% de probabilidade (LCos%). As
DLs foram comparadas pelo critério de ndo sobreposicdo dos limites de confiangca com a

origem.
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As andlises de sobrevivéncia foram realizadas usando estimadores de Kaplan-Meier por
meio do teste de Log-Rank (SigmaPlot, versao 14.0). Por meio dessa anélise, foram obtidas as
curvas de sobrevivéncia e tempos letais capazes de causar mortalidade em 50% dos individuos
(TLso), com seus respectivos intervalos de confianca a 95% (ICos%). As curvas foram
comparadas pelo método de comparacdes multiplas de Holm-Sidak a 5% de probabilidade e as
TLsso foram comparadas pela sobreposi¢cdo dos intervalos de confianca com a origem
(SigmaPlot, versao 14.0).

Nos bioensaios de misturas binarias, as mortalidades esperadas foram calculadas
segundo a formula descrita por Hummelbrunner e Isman (2001): E = Oa + Ob (1 - Oa), onde:
E ¢é a mortalidade esperada, e Oa e Ob sdo mortalidades observadas dos compostos puros. Os
efeitos das misturas binérias foram classificados por meio de comparagdes entre o y? calculado
e 0 y? tabelado (y%m = 3,84; g.l. = 1; a = 0,05). O ¥ foi calculado da seguinte forma: ¥ =
(Om- E)¥ E, onde: Om € a mortalidade observada da mistura binaria.VValor do par analisado
com el < 3,84, 0 efeito é de aditismo (também chamado ndo-efeito). Valor do par analisado
com y %cal > 3,84, 0 efeito é de sinergismo ou antagonismo. Neste Gltimo caso, deve-se observar
as mortalidades esperadas e observadas das misturas binarias.

Os resultados de preferéncia olfativa de (?) e (&) submetidos aos odores dos inseticidas
convencionais e inseticidas botanicos isolados e em combinagdo foram analisados por meio de
teste de proporcéo, usando teste de qui-quadrado (x2) a p<0,05 (SigmaPlot, versdo 14.0). Para
analisar o tempo de escolha entre um dos lados do olfatbmetro, foi seguido o mesmo protocolo
usado na analise de sobrevivéncia, comparando a sobreposicao do intervalo de confianga com
a média do tempo gasto para a escolha.

Os dados de preferéncia alimentar e consumo foliar foram inicialmente submetidos a
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (Brown-Forsythe). Para
0s conjuntos de dados que ndo atenderam aos pressupostos de normalidade, foram aplicadas

analises ndo paramétricas: o teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a preferéncia
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alimentar e o consumo foliar com chance de escolha. Para a anadlise do consumo foliar no
bioensaio sem chance de escolha, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de

Dunn’s para comparagdes multiplas.

4.4. Resultados

4.4.1. Suscetibilidade da Spodoptera frugiperda aos inseticidas
Houve variacao significativa na eficacia dos trés inseticidas convencionais testados

(clorantraniliprole, deltametrina e metomil), apds 72 horas da exposi¢do das larvas por ‘CD’,
‘CR+1In’ e ‘CD + CR + In’ (Figura 1). O metomil resultou em 100% de mortalidade nas vias
de exposicdo por 'CD' e na exposi¢do combinada de 'CD + CR + In'. Na exposicdo 'CR + In', a
mortalidade causada por este inseticida foi de 93,8+1,9% (Figura 1). Por outro lado, tanto o
clorantraniliprole quanto a deltametrina apresentaram mortalidades inferiores a 80% em todas
as vias de exposicdo. Na média das trés vias de exposicao, estes inseticidas causaram 28,5+3,4%
e 14,6+2,4% de mortalidade, respectivamente (Figura 1). A alta mortalidade causada por
metomil justifica sua exclusdo dos demais bioensaios, uma vez que os dados indicam que, para

esse composto, a populacgdo de lagartas testadas ndo apresenta resisténcia.

4.4.2. Toxicidade
Tanto os inseticidas convencionais (clorantraniliprole e deltametrina) quanto 0s

compostos botanicos (OE de L. sidoides e timol) foram toxicos para larvas de terceiro instar de
S. frugiperda (Figura 2). As doses letais necessarias para matar 50% da populagédo (DL so) foram
de 0,00839 pg/mg para a deltametrina, 0,0728 pg/mg para o clorantraniliprole, 2,690 pg/mg
para 0 OE e 4,486 pg/mg para o timol (Figura 2). Embora os inseticidas convencionais
apresentem uma maior toxicidade em relacdo aos compostos botanicos, conforme indicado
pelas DLsso, as curvas de toxicidade dos compostos botanicos mostraram inclinagbes mais

acentuadas, resultando em toxicidades superiores em doses mais elevadas. Dessa forma, os
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compostos botanicos igualaram a toxicidade dos inseticidas convencionais nas doses letais 93

e 96 para clorantraniliprole e deltametrina, respectivamente (Figura 2).

4.4.3. Tempo letal
As larvas expostas a DLgo dos compostos apresentaram reducdo significativa na

sobrevivéncia ao longo do tempo (Teste de Log-rank: x2 = 124,938; g.1 = 4; p < 0,001) (Figura

3). Todos os inseticidas causaram 100% de mortalidade com menos de 96 horas (Figura 3).

Entre os inseticidas convencionais, a curva de sobrevivéncia do clorantraniliprole
apresentou diferenca significativa em relagdo a curva de sobrevivéncia da deltametrina. Por
outro lado, as curvas dos inseticidas botanicos mostraram-se semelhantes entre si e em
comparagdo com os inseticidas convencionais. Os menores tempos letais necessarios para matar
50% da populacdo de S. frugiperda foram observados para a deltametrina (TLso = 9,5h; 1Cgs%
= 6,3-12,6) e o timol (TLso = 12,4h; 1Ces = 5,9-18,9), que nédo diferiram entre si. Da mesma
forma, o tempo letal do clorantraniliprole (TLso = 25,4h; 1Cos0% = 18,9-31,9) nédo diferiu

significativamente do tempo letal observado para L. sidoides (TLso = 28,6h; 1Cgs0 = 15,9-41,2).

4.4.4. Combinacgdes dos inseticidas convencionais com 0s compostos botanicos
O efeito da combinacdo entre os inseticidas sintéticos e botanicos foi avaliado utilizando

os limites superiores e inferiores do intervalo de confianca da DL s, estabelecidos no bioensaio
de toxicidade (Figura 2). Ao combinar os limites inferiores dos compostos, observou-se um
efeito sinérgico nas misturas do OE com clorantraniliprole e do OE com deltametrina, tendo

em vista que os valores de ¥? calculados foram superiores aos y* tabelados (Figura 4a).

O mesmo efeito sinérgico foi verificado na combinagdo dos limites superiores da DL so
do clorantraniliprole com o OE e da deltametrina com OE (Figura 4b). Por outro lado, as

combinag6es envolvendo o clorantraniliprole com timol e deltametrina com timol apresentaram
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valores de y? calculados inferiores ao y* tabelado, tanto na mistura dos limites superiores quanto

na dos limites inferiores, caracterizando efeito aditivo (Figura 4a e 4b).

4.4.5. Preferéncia olfativa de fémeas
No bioensaio de preferéncia olfativa de (9), avaliou-se a capacidade dos inseticidas

convencionais e botanicos, isoladamente e em combinacdo, de alterar a escolha das (%) em

relacdo ao substrato de oviposicéao.

Os resultados evidenciaram que a maior parte das fémeas expostas aos tratamentos
preferiu 0 lado em que o odor do substrato ndo estava misturado com o odor dos compostos,
exceto o timol e suas misturas binarias com os inseticidas convencionais (Figura 5a).

Além do lado escolhido, foi possivel mensurar o tempo médio de escolha dos insetos
entre os diferentes lados do olfatdmetro. Assim, verificou-se que, quando 0s compostos
provocaram repeléncia nas (), como o clorantraniliprole e sua mistura com o OE de L.
sidoides, elas tenderam a escolher o lado ndo tratado de maneira mais rapida, em menos de 60
segundos (Figura 5b). Da mesma forma, a deltametrina, o OE de L. sidoides e a mistura binaria

destes compostos propiciaram uma escolha mais rapida para o lado nédo tratado (Figura 5b).

4.4.6. Preferéncia olfativa de machos
No bioensaio de preferéncia olfativa, avaliou-se o efeito dos compostos, isolados e em

combinacdo, na escolha dos (J4') em relacdo ao odor das ({). Entre os compostos testados de
forma isolada, o inseticida convencional deltametrina e o OE de L. sidoides mostraram-se
igualmente repelentes, com 72% dos machos optando pelo lado nédo tratado (Figura 5c). Nas
combinagdes, a mistura entre a deltametrina e o OE destacou-se como a mais repelente, fazendo
com que a maior propor¢do dos (3 escolhesse o lado ndo tratado do olfatémetro (Figura 5c).
J& os tratamentos com clorantraniliprole e timol ndo provocaram repeléncia significativa,

mesmo quando em combinagdes (Figura 5c).
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Com relacdo ao tempo de escolha dos (&), foi verificado que os compostos mais
repelentes (deltametrina, OE e a mistura de ambos) provocaram uma escolha mais rapida do
(&), fazendo com que ele optasse pelo lado em que o odor da fémea néo estava misturado ao

odor dos tratamentos (Figura 5d).

4.4.7. Preferéncia alimentar e consumo foliar
Os resultados do bioensaio de preferéncia alimentar mostraram que as lagartas

preferiram os discos foliares nédo tratados. No entanto, foi observado um efeito incomum nos
bioensaios com folhas tratadas com clorantraniliprole, tanto isolado quanto em combinacéo
com compostos botanicos, nos quais houve uma tendéncia de preferéncia por essas folhas

tratadas (Figura 6b).

No bioensaio de consumo foliar com chance de escolha, os tratamentos com timol e com
0s inseticidas convencionais, assim como as combinagdes destes compostos, reduziram
significativamente o consumo das lagartas. J& a quantidade consumida pelas lagartas nos
tratamentos com o OE de L. sidoides e suas misturas binarias ndo diferiu do controle (Figura
6¢). No teste sem chance de escolha, os tratamentos que mais inibiram o consumo foram os
inseticidas convencionais (<1 mm?2) e a combinacao de clorantraniliprole com timol (<7 mm?)

(Figura 6d).

4.5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o teste de suscetibilidade usando torre de Potter,
evidenciaram a baixa mortalidade de S. frugiperda quando exposta aos inseticidas
clorantraniliprole e deltametrina, ambos com eficiéncia inferior a 80%. Esse valor corresponde
ao limite minimo de eficécia exigido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) para o registro de inseticidas (MAPA, 2023). Por outro lado, o inseticida metomil,
provocou 100% de mortalidade nas vias de exposicao de (CD) e (CD+CR+In). Esses dados séo

corroborados por estudos anteriores que relataram a evolucédo da resisténcia de S. frugiperda a
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diversas classes de inseticidas (Yu et al., 2003), incluindo as diamidas e piretroides, como o
clorantraniliprole e a deltametrina, respectivamente (Bolzan et al., 2019; Gutiérrez-Moreno et
al., 2019; Posos-Parra et al., 2024). Os elevados casos de resisténcia a esses e outros inseticidas
podem ser atribuidos ao uso indiscriminado desses produtos ao longo dos anos, resultando em
pressdo de selecdo sobre as diferentes populacGes (Sparks e Nauen, 2015).

A baixa mortalidade das lagartas expostas ao clorantraniliprole pode estar associada a
alteracdes em receptores rianodinicos, frequentemente observados em populacdes de S.
frugiperda expostas a diamidas (Lv et al., 2021). Ja a baixa mortalidade observada para a
deltametrina pode ser explicada pela presenca de mutacdes em genes codificadores dos canais
de sddio voltagem-dependentes, os principais alvos desse inseticida (Carvalho et al., 2013;
Guan et al., 2021). Por outro lado, a alta suscetibilidade ao metomil indica que a populacao de
S. frugiperda usada neste trabalho ainda ndo apresenta padrdes de resisténcia a essa classe de
inseticida, apesar de ja haver relato de padrfes de resisténcia de outras populacGes da lagarta-
do-cartucho para o metomil, como verificado por Yu e Nguyen (1994).

O bioensaio de toxicidade indicou que todos 0s compostos testados foram téxicos para
as larvas de terceiro instar. Os inseticidas convencionais, como clorantraniliprole e
deltamentrina, apresentaram maior toxicidade em comparagdo aos compostos botanicos. No
entanto, em doses mais altas (~DLgs) a toxicidade dos inseticidas botanicos se equipara as
mortalidades causadas pelos inseticidas convencionais. 1sso se deve as maiores inclinagdes das
curvas obtidas para os inseticidas botanicos em relacdo aos convencionais. Dessa forma, a
populacéo de S. frugiperda responde de forma mais homogénea aos compostos botanicos.

Entre os compostos boténicos, o OE de L. sidoides se destacou por apresentar toxicidade
superior ao seu composto majoritario, o timol. Essa diferenca pode ser atribuida a complexidade
de seus constituintes, que, em combinacdo, podem exercer efeitos sinérgicos (Fazolin et al.,

2016). A toxicidade observada para o OE esta, em grande parte, relacionada ao timol, cuja acéo
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pode ter sido potencializada pela interagdo com outros constituintes menos expressivos
(Bakkali et al., 2008; Niculau et al., 2013).

A toxicidade do timol pode estar associada a sua capacidade de inibir as enzimas do
complexo P450, responsaveis pela desintoxicacdo de xenobidticos nos insetos (Gaire et al.,
2021). Em um estudo com Spodoptera litura, Ruttanaphan e Bullangpoti (2022) observaram
que o timol reduziu a atividade dessas enzimas, um mecanismo que possivelmente também
ocorre em S. frugiperda. Além disso, a inibicdo do complexo P450 pode ter potencializado
outras acdes tdxicas do timol, uma vez que esse monoterpeno pode se ligar ao neurotransmissor
inibitdério &cido gama-aminobutirico (GABA). Essa interacdo leva a abertura dos canais de cloro
(CI"), aumentando o influxo desse ion nos neurdnios, resultando em alteragcdes nos impulsos
Nervosos e, consequentemente, na morte dos insetos (Tong e Coats, 2012).

A analise do tempo letal (TLso) revelou que a deltametrina foi 0 composto com o0 menor
tempo letal, causando a morte das larvas de forma rapida. Esse resultado esta alinhado com
estudos que destacam a acdo rapida dos piretroides devido a sua interferéncia no sistema
nervoso central dos insetos (Soderlund, 2010). Por outro lado, o clorantraniliprole apresentou
TLso maior, sugerindo que sua eficacia depende de um periodo de exposi¢do mais longo para
induzir a mortalidade dos insetos. Nesse bioensaio, foi observado que ao serem expostas a esse
inseticida, as larvas diminuiam sua movimentacao, o que é um sintoma da a¢éo desse composto
nos receptores rianodinicos. Muito provavelmente, a paralisia muscular resultante impediu a
alimentacdo desses insetos, justificando assim sua mortalidade mais lenta devido a inanigdo
(Teixeira e Andaloro, 2013). Um resultado semelhante foi reportado por Buczkowski, Scherer
e Bennett (2012), em um estudo com cupins, no qual foi observado que, apds a exposicdo ao
clorantraniliprole, os insetos cessaram a alimentagcéo e demoraram mais tempo para morrer.

A andlise das combinagdes entre os inseticidas botanicos e os inseticidas convencionais
revelou que a mistura de OE com clorantraniliprole e de OE com deltametrina, utilizando os

limites superiores e inferiores dos intervalos de confianca das DLso desses compostos,
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apresentou efeito sinérgico. Em contrapartida, a mistura de timol com esses mesmos inseticidas
exibiu efeito aditivo. A sinergia observada nas combinacdes com o OE pode ser atribuida a
complexidade de seus constituintes, pois mesmo em menor propor¢cdo, 0S coOMpostos nao
majoritarios podem interagir entre si, influenciando a atividade biologica do OE (Jiang et al.,
2009; Akhtar et al., 2012), bem como sua interacdo com os inseticidas convencionais (Fazolin
et al., 2024).

Esses resultados reforcam o papel dos OEs como potencializadores de inseticidas
convencionais. Estudos revelam que os OEs podem, em um primeiro contato, exercer acao
neurotdxica nos insetos, como a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Anderson e Coats,
2012), a interferéncia na acdo da octopamina (Rattan, 2010) e a atuacdo nos canais de cloro
modulados pelo &cido gama-aminobutirico (GABA) (Isman, 2006). Nesse contexto, a
combinacdo do OE de L. sidoides com clorantraniliprole e do OE com deltametrina pode ter
ampliado a acdo neurotdxica desses compostos, possivelmente por atuar em componentes do
sistema nervoso dos insetos que também é o local alvo desses organossintéticos (Jankowska et
al., 2017). Em contraste, o efeito aditivo das combinagdes com timol isolado sugere que a
auséncia de constituintes minoritarios limitou seu potencial toxico, uma vez que ndo houve
interacOes sinérgicas. Tak e Isman (2017) observaram que a toxicidade do timol foi
potencializada quando combinado com p-cimeno, indicando uma maior capacidade de
penetracdo cuticular da mistura em comparagcdo com o composto isolado, um efeito que
possivelmente poderia ter ocorrido em S. frugiperda.

Estudos anteriores sugerem que o uso de OEs pode reduzir a presséo de selecdo sobre
populacOes de insetos, retardando o desenvolvimento da resisténcia (Isman, 2006). Esse efeito
é atribuido a presenca de multiplos compostos presentes nos OEs, que atuam em diferentes
alvos bioldgicos, dificultando a adaptagdo dos insetos (Pavela e Benelli, 2016). Além disso, 0
efeito positivo encontrado nas combinagfes com o OE pode reduzir a quantidade de pesticidas

na calda, diminuindo os custos de controle. Quando aliado & menor probabilidade de
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desenvolvimento de resisténcia, esse fator torna essa abordagem promissora para 0 manejo mais
sustentavel de S. frugiperda (Ribeiro et al., 2003). Adicionalmente, a biodegradabilidade,
caracteristica comum dos OEs, minimiza os impactos ambientais, reduzindo o risco de efeitos
adversos sobre organismos nao alvo e garantindo maior seguranca no manejo de pragas (Pavela
e Benelli, 2016).

No bioensaio de preferéncia olfativa realizado com (2) e (Q), expostos a compostos
boténicos e convencionais, de forma isolada e combinada, observou-se uma tendéncia dos
insetos em evitar o lado tratado. Esse comportamento destaca a capacidade dos insetos em
detectar e evitar a presenca de xenobidticos no ambiente (Brito et al., 2020). Essa resposta esta
em concordancia com a ja conhecida acdo repelente dos OEs, amplamente atribuida a sua
complexa mistura de compostos volateis (Pavela, 2015). Além disso, o bioensaio revelou que
a combinacdo de OE com inseticidas convencionais pode potencializar a acao repelente desses
compostos, constituindo promissores dissuasores de oviposicdo das (), e repelir os (3) das
(%), reduzindo a possibilidade de encontro e cépula desses insetos.

Por outro lado, uma observacéo distinta foi registrada nos tratamentos com timol. Nesse
caso, tanto (') quanto (9) ndo demonstraram diferenca significativa na escolha entre os lados
do olfatdmetro. Esses resultados sugerem que, quando isolado, o timol pode ndo possuir o
mesmo efeito repelente observado na mistura com outros constituintes do OE. A auséncia de
interacBes sinérgicas entre 0s compostos volateis presentes nas misturas analisadas neste
trabalho parece reduzir a eficacia do timol como agente repelente.

A preferéncia olfativa observada nas mariposas pelo odor contendo timol pode ser
explicada pela presenca desse composto em vérias plantas aromaticas, que podem atuar como
fontes de alimento, como o néctar utilizado pelas mariposas. Algumas familias de plantas
possuem espécies que produzem o timol como um de seus constituintes quimicos, como
observado nas familias Lamiaceae (ex: Ocimum gratissimum L., Origanum vulgare L. e

Thymus vulgaris L.), Verbenaceae (ex: Lippia alba) e Asteraceae (ex: Bidens pilosa L.) (Borges
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et al., 2012; Ventura et al., 2019; Haida, 2007). Logo, as mariposas usadas nos bioensaios
podem ter optado pelo odor do timol por associd-lo a uma possivel fonte alimentar.

No bioensaio de preferéncia alimentar, as lagartas demonstraram maior preferéncia
pelos discos foliares ndo tratados (Figura 6b). No entanto, houve preferéncia das lagartas por
folhas tratadas com clorantraniliprole, isolado ou em combinacdo com compostos botanicos
(Figura 6b). Este comportamento é incomum e ndo relatado na literatura. Contudo, pode ser
explicado pelo fato de o clorantraniliprole ndo apresentar caracteristicas repelentes para alguns
insetos, conforme relatado por Pazini et al. (2016) e Antigo et al. (2013), o que pode justificar
a escolha das lagartas pelas folhas tratadas com esse inseticida. Além disso, o clorantraniliprole
pode ter interagido com compostos botanicos e mascarado os seus odores (Mauchline et al.,
2005), reduzindo a percepcdo dos insetos sobre a presenca dessas substancias. Isso é
evidenciado pelo fato de que, quando os compostos botanicos foram aplicados isoladamente,
houve repeléncia.

No entanto, a preferéncia pelas folhas tratadas com clorantraniliprole ndo resultou em
maior consumo de area foliar. Tanto nos tratamentos com possibilidade de escolha (Figura 6c)
guanto naqueles sem escolha (Figura 6d), as lagartas consumiram menos as folhas tratadas. 1sso
sugere que, embora os insetos ndo tenham detectado imediatamente o tratamento, foram
contaminados ao entrar em contato com o clorantraniliprole, o que pode ter afetado
negativamente seu comportamento alimentar.

Por outro lado, a repeléncia provocada pelos compostos botanicos pode ser atribuida a
complexa mistura de constituintes volateis, que possivelmente atuaram como agentes
dissuasores, diminuindo a preferéncia das lagartas pelas folhas tratadas. Esse resultado
corrobora com estudos realizados por Nerio et al. (2010) e Souza da Cruz et al. (2024) (Figura
6b). J& o consumo observado em folhas tratadas com os compostos boténicos, tanto nos testes
com escolha quanto sem escolha, pode ser explicado pela rapida degradabilidade de seus

compostos volateis (Regnault-Roger et al., 2012) (Figuras 6c e 6d).
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Com relacdo a deltametrina, a menor atratividade pode ser atribuida a sua agéo
repelente, caracteristica comum dos piretroides, como demonstrado por Fernandes et al. (2016)
(Figura 6b). Além disso, sua rapida acdao neurotoxica pode ter afetado os insetos mesmo em
baixas concentracdes, impedindo a aproximacdo das lagartas as folhas tratadas, conforme
descrito por Casida e Durkin (2013) e Sparks e Nauen (2015). Essas caracteristicas explicam o
menor consumo das folhas tratadas com a deltametrina, tanto isolada quanto em combinac¢éo
(Figuras 6c e 6d).
De forma geral, os tratamentos repeliram os insetos e diminuiram o seu consumo foliar,
evidenciando os efeitos subletais dos compostos testados sobre o0 comportamento alimentar das

larvas de S. frugiperda.

4.6. CONCLUSAO

Este estudo confirmou a resisténcia de S. frugiperda aos inseticidas clorantraniliprole e
deltametrina, enquanto o metomil demonstrou alta eficacia. O OE de L. sidoides mostrou-se
mais toxico do que seu composto majoritario (timol), sugerindo um efeito sinergico entre seus
constituintes. Além disso, as combinagdes do OE com clorantraniliprole e deltametrina
evidenciaram sinergismo, indicando seu potencial para 0 manejo da resisténcia de S. frugiperda.
Os efeitos subletais observados, como a alteragdo na percepcao olfativa e a reducdo do consumo
foliar, reforcam a aplicabilidade desses compostos no manejo dessa praga.

Com base nesses resultados, o uso de OE surge como uma alternativa promissora para
0 manejo integrado de pragas. Pesquisas futuras devem avaliar a estabilidade e persisténcia
desses compostos no campo, sua compatibilidade com outros métodos de controle e seu impacto
sobre organismos ndo alvo. Além disso, estudos sobre os mecanismos de sinergismo com
inseticidas convencionais podem otimizar formulacdes mais eficazes e sustentaveis para o

controle de S. frugiperda.
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977 Figura 1. Mortalidade de larvas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda apds 72 horas de
978 exposicdo as doses recomendadas dos inseticidas clorantraniliprole, deltametrina e metomil
979 aplicados com torre de Potter em larvas (exposi¢do por contato direto), em folhas de milho
980 (exposicdo por contato residual + ingestdo) e em larvas e folhas de milho (exposi¢do por contato
981 direto + contato residual + ingestdo). As linhas tracejadas e continuas dentro dos boxplots
982 representam a média e a mediana, respectivamente. As extremidades da caixa representam 0s
983 percentis 25 e 75, as linhas do erro correspondem aos percentis 10 e 90 e os circulos representam os
984 percentis 5 e 95. A linha tracejada representa o limiar minimo de eficiéncia exigido para o inseticida,
985 segundo os critérios de registro de inseticidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e

986 Abastecimento do Brasil (MAPA).
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Figura 2. Curvas de dose-mortalidade de larvas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda apos

72 horas de exposicao aos inseticidas convencionais clorantraniliprole (a) e deltametrina (b) e aos

inseticidas botanicos 6leo essencial de Lippia sidoides (c) e timol (d) aplicados topicamente com o

auxilio de uma microseringa. As linhas tracejadas indicam os intervalos de confianca de 95% e 0s

circulos as medias das mortalidades observados nos experimentos.
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TLso) (média + 1Cgs0) de larvas de terceiro
instar de Spodoptera frugiperda apds 72 horas de exposicdo as DLg dos inseticidas
convencionais clorantraniliprole e deltametrina e dos inseticidas botanicos 6leo essencial de
Lippia sidoides e timol aplicados topicamente com o auxilio de uma microseringa. TLso = tempo
letal necessario para matar 50% da populacdo. Curvas de sobrevivéncia seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente pelo método de Holm-Sidak. As extremidades das caixas
representam os percentis 25 e 75% e a linha dentro da caixa a mediana. Os circulos representam

a média e as linhas do erro o intervalo de confianca a 95%.
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Figura 4. Mortalidade observada de larvas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda apo6s 72 h
de exposicdo tdpica aos inseticidas convencionais (clorantraniliprole e deltametrina) e aos
inseticidas botanicos (6leo essencial de Lippia sidoides e timol) e mortalidades esperadas e
observadas de suas misturas binarias nas doses correspondentes ao limite inferior (a) e superior
(b) do intervalo de confianca da DLsy de cada inseticida determinadas nos bioensaios de
toxicidade. Clorantraniliprole (ICgs0 = 0,0507-0,107 pg/mg), deltametrina (1Cgs0 = 0,00466-
0,0139 pg/mg), 6leo essencial de Lippia sidoides (ICos% = 2,29-3,13 pg/mg) e timol (ICgso = 4,04-
4,92 ng/mg). ¥? tabelado = 3,84. %2 calculado > tabelado = sinergismo, ? calculado < tabelado =

aditismo.
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Figura. 5. Resposta olfativa de fémeas (a, b) e machos (c, d) de Spodoptera frugiperda expostos aos
odores dos inseticidas convencionais (clorantraniliprole e deltametrina), inseticidas botanicos (6leo
essencial de Lippia sidoides e timol) e suas misturas binarias. Os experimentos foram conduzidos
em um olfatbmetro de tubo Y (didametro de 2,2 cm, comprimento de 10 cm e angulo de 75°). Para o
controle dos experimentos, foram utilizadas folhas de milho e fémeas virgens em maturidade sexual
para as fémeas e machos, respectivamente. A diferenca na proporcdo de escolha foi analisada por
meio do teste de qui-quadrado (p < 0,05), e os histogramas em duas cores representam as misturas
binarias. O tempo gasto (s) indica o periodo necessario para que 50% dos adultos escolhessem um
dos lados do olfatbmetro. As barras de erro representam os intervalos de confianca a 95% de

probabilidade e os quadrados as médias observadas nos experimentos.
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Figura 6. Preferéncia (b) e consumo foliar (¢, d) de larvas de terceiro instar de Spodoptera
frugiperda, em arenas de 9 cm de didmetro contendo folhas tratadas e ndo tratadas. (a) Legenda e
esquema do bioensaios com e sem chance de escolha. (b) A diferenca na proporcao de escolha foi
analisada com o teste de Mann-Whitney, com a mediana representada no histograma e os percentis
de 40 e 60% indicados pelas linhas de erro. (¢) Consumo foliar no bioensaio com possibilidade de
escolha, analisado com o teste de Mann-Whitney. O histograma mostra a mediana e as linhas de erro
indicam os percentis 40 e 60%. (d) Consumo foliar no bioensaio sem possibilidade de escolha,
analisado com o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s, comparando os tratamentos
com o controle. As medianas estdo representadas nos histogramas, com linhas de erro indicando os
percentis 40 e 60%. Os histogramas em duas cores representam as misturas binérias. Os histogramas

com asterisco indicam diferencas significativas na escolha das larvas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa evidenciam o potencial da combinacdo dos inseticidas
convencionais clorantraniliprole e deltamentrina com o 6leo essencial de L. sidoides, tanto na
letalidade de S. frugiperda quanto na alteracdo do seu comportamento. A associacdo desses
compostos resultou em efeitos sinérgicos, ou seja, a mistura potencializou a a¢do dos inseticidas
sobre S. frugiperda. Esses resultados sugerem que essa estratégia pode representar uma
alternativa viavel e ambientalmente mais segura para o controle da lagarta-do-cartucho, além
de contribuir para 0 manejo da resisténcia dessa praga aos inseticidas convencionais avaliados
neste estudo.
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