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RESUMO

MOREIRA, Lilian Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2011. Preferéncia e performance de Plutella xylostella em relacdo as
caracteristicas bromatologicas e idade foliar de brassicaceas. Orientadora:
Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores: Joel Antonio de Oliveira, Raul
Narciso Carvalho Guedes, Thiago Renndé dos Mares Guia e Wellington Garcia
Campos.

Caracteristicas fisicas e quimicas das plantas hospedeiras podem modular a histéria
de vida e a abundancia de insetos herbivoros, pois as defesas qualitativas,
quantitativas e o contetdo nutricional variam com o desenvolvimento da planta.
Embora plantas e folhas mais jovens apresentem maiores concentracfes de
compostos quimicos de defesa, insetos especialistas apresentam preferéncia
alimentar por esses tecidos vegetais, pois estes sdo mais ricos em compostos
nitrogenados, agua e nutrientes. Plutella xylostella, também chamada de traca das
cruciferas, € um inseto cosmopolita, especialista em plantas da familia Brassicaceae
que se caracterizam por apresentar os glicosinolatos como metabolito secundério de
defesa. Nesse sentido, os objetivos desse trabalho foram avaliar: (i) se o
envelhecimento foliar afeta a performance e a preferéncia alimentar e de oviposicao
de P. xylostella; (ii) quais as caracteristicas quimicas da planta variam com seu
envelhecimento e afetam o desenvolvimento do inseto. Para esse fim, P. xylostella,
foi alimentada com folhas de trés classes etarias (novas, maduras e senescentes) de
quatro espécies de brassicas: couve (Brassica oleracea var. acephala), couve-flor (B.
oleracea var. botrytis), mostarda (B. juncea) e rabanete (Raphanus sativus). Todos 0s
parametros avaliados da histéria de vida do inseto foram afetados pelo
envelhecimento foliar das plantas hospedeiras. Foi verificada redugéo no percentual

de sobrevivéncia das larvas de primeiro instar e da fase imatura, aumento da duracéo

da fase larval, reducdo no sucesso reprodutivo e no potencial de crescimento

xii



populacional. Os valores encontrados para fecundidade diferiram estatisticamente
para mostarda e rabanete, e decresceram com o envelhecimento foliar. Ndo houve
diferenca significativa para couve e couve-flor. Em testes de multipla escolha, larvas
de segundo instar preferiram se alimentar em folhas novas. Por outro lado, mariposas
adultas ndo apresentaram o0 mesmo padrdo para oviposicdo. Em couve e couve-flor,
as mariposas depositaram seus ovos nas folhas de pior qualidade e, em mostarda e
rabanete, estas apresentaram resposta oposta, ovipositando em folhas de melhor
qualidade. Quanto as caracteristicas quimicas das plantas, observou-se que as
concentracdes de proteina total e de proteina indisponivel diminuiram com o
envelhecimento foliar. O conteudo de fibra em detergente neutro, hemicelulose,
matéria mineral e carboidratos totais foram diretamente proporcionais a idade das
folhas. O envelhecimento foliar afetou negativamente a performance de P. xylostella
podendo estar correlacionado a escolha das lagartas de primeiro instar e a qualidade
das plantas. Contudo, ndo ha uma correlacdo geral entre envelhecimento foliar e
preferéncia de oviposicdo, 0 que poderia ser explicado por fatores adicionais, como

microclima ou locais livres do ataque de inimigos naturais.

Xiii



ABSTRACT

MOREIRA, Lilian Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, november of
2011. Preference and performance of Plutella xylostella in relation to
bromatologic characteristics and leaf age of brassicaceaes. Adviser: Maria Goreti
de Almeida Oliveira. Co-advisers: Joel Antonio de Oliveira, Raul Narciso Carvalho
Guedes, Thiago Rennd dos Mares Guia and Wellington Garcia Campos.

Physical and chemical characteristics of host plants can modulate the life history and
the abundance of herbivorous insects, because the qualitative and quantitative
defenses and the nutritional content vary with the plant development. Although
plants and newer leaves showing higher concentrations of defensive chemical
compounds, specialist insects showing feed preference by these vegetal tissues, rich
in nitrogen compounds, water and nutrients. Plutella xylostella, also known as
diamondback moth, is a cosmopolitan insect, specialist in plants of the Brassicaceae
family, which characterized itself by show glucosinolates as secondary metabolite of
defense. By the way, the subjects of this work were to evaluate: (i) if the leaf ageing
affects the performance, the food and oviposition preference of P. xylostella; (ii)
what chemical characteristics of the plant varying with your ageing and affects the
insect development. For this purpose, P. xylostella were fed with leaves of three age
categories (young, mature and senescent) of four Brassica species: collard (Brassica
oleracea var. acephala), cauliflower (B. oleracea var. botrytis), mustard (B. juncea)
and radish (Raphanus sativus). All the parameters evaluated of insect life history
were affected by the leaf ageing of host plants. Were verified a decrease in
percentage of survival of first instar larval and the mature phase, increase in the
duration of larval phase, decrease of reproductive success and the potential

population growth. The values founded for fecundity were statistically different for

mustard and radish, and decreasing with the leaf ageing. There were no significantly
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difference for collard and cauliflower. In multiple choice tests, larvae of second
instar preferred fed in young leaves. However, adult moths didn’t show the same
pattern for oviposition. In collard and cauliflower, moths oviposited in leaves of
worse quality and, in mustard and radish, the response were opposite with the
females laying eggs in leaves of better quality. In regard to chemical characteristics
of plants, was observed that the crude and unavailable protein decreasing with the
leaf ageing. The content of neutral detergent fiber, hemicellulose, mineral matter and
total carbohydrates were positively correlated to the leaf age. The leaf ageing
affected negatively the performance of P. xylostella can be correlated to choice of
first instar larvae and the plant quality. However, there was no general correlation
between leaf ageing and oviposition preference that will be explained by additional

factors, as microclimate or places without attack of natural enemies.
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.................................................................................... Introdugdo

Insetos herbivoros sdo usualmente mais abundantes durante a fase vegetativa
(da germinacdo a maturacdo) de desenvolvimento de suas plantas hospedeiras ou
folhas de idade particular (Raupp e Denno, 1983; Spiegel e Price, 1996; Waltz e
Whitham, 1997; Facknath, 2005). Tais padrdes de ataque podem ser parcialmente
explicados pelos niveis troficos inferiores que sofrem mudangcas quimicas e
morfolégicas durante a maturacéo e a senescéncia da planta, exercendo um controle
ascendente sobre as populagdes de herbivoros (Kearsley e Whitham, 1987; Waltz e
Whitham, 1997; Karban e Thaler, 1999). De fato, aspectos da histéria de vida dos
insetos, tais como o consumo alimentar, a sobrevivéncia e a velocidade de
desenvolvimento, sdo afetados pela qualidade do alimento ingerido durante o
envelhecimento da planta ou das folhas (Campos et al., 2003; 2004; Facknath, 2005).

Tecidos novos de plantas sdo ricos em agua, nitrogénio e outros nutrientes,
embora eles, usualmente contenham maiores quantidades de compostos secundarios
toxicos. Durante a maturacdo e senescéncia, defesas toxicas, as quais sdo efetivas
mesmo em pequenas concentracdes (defesas qualitativas), sdo reduzidas ou ndo séo
produzidas. Contudo, o decréscimo de toxinas pode ser compensado pelas defesas
quantitativas, tais como: i) aumento dos redutores de digestibilidade (fibras e
inibidores de proteases), ii) aumento dos compostos de baixo valor nutricional, iii)
reducdo da quantidade de &gua e iv) reducdo da disponibilidade de nutrientes,
especialmente nitrogénio e minerais (McKey, 1974; Fenny, 1976; Rhoades e Cates,
1976; Coley, 1980; Mattson, 1980; Raup e Denno, 1983; Clancy et al., 1988;
Bernays e Chapman, 1994; Iwasa e Kubo, 1996; Scheirs et al., 2002; Lambdon et al.,

2003). Portanto, espera-se que a composic¢do nutricional e defensiva da folha



dependa da idade da prépria folha em particular e também da idade da planta como
um todo.

Os metabolitos secundarios empregados na defesa, em bréssicas, apresentam
variacdo na sua concentracdo em funcdo do estagio de desenvolvimento ontogenético
e de partes especificas da planta (Rangkadilok et al., 2002; Brown et al., 2003;
Halkier et al., 2006). Por exemplo, plantas na fase vegetativa ttm uma maior
concentracdo de glicosinolatos nas raizes do que nas folhas. Folhas jovens, por sua
vez, apresentam concentracbes mais elevadas de glicosinolatos que folhas mais
velhas. Em bréssicas, as maiores concentracGes de glicosinolatos sdo encontradas em
sementes e flores (van Dam et al., 2005; van Leur et al., 2006; Smallegange et al.,
2007). A concentracao de glicosinolatos nas folhas novas de plantas maduras é maior
que em folhas novas de plantas jovens (Brown et al., 2003), provavelmente porque as
defesas tdxicas podem ser realocadas de tecidos senescentes para tecidos jovens, 0s
quais sdo mais valiosos para a planta (McKey, 1974; Iwasa e Kubo, 1996). Desse
modo, folhas novas sdo mais bem protegidas por toxinas que a folhagem madura e
senescente (Lambdon et al., 2003) e essa diferenca parece aumentar durante o
desenvolvimento da planta (Brown et al., 2003).

A hipotese do envelhecimento foliar prediz que insetos herbivoros monéfagos
e oligofagos (especialistas) preferem e se desenvolvem melhor em plantas ou folhas
jovens do que em plantas ou folhas mais velhas (Karban, 1990; Scheirs et al., 2002;
Campos et al., 2003). Apesar de novos tecidos conterem maiores concentragdes de
metabdlitos secundarios toxicos, herbivoros especialistas seriam capazes de driblar
tais barreiras quimicas e assim ter acesso a um alimento de melhor qualidade

nutricional (Fenny, 1976; Rhoades e Cates, 1976). Como consequéncia, insetos



herbivoros deveriam ter o desenvolvimento acelerado e um aumento na
sobrevivéncia e na fecundidade quando alimentados de folhas novas.

Na maioria dos insetos, as fémeas adultas selecionam a planta hospedeira
para ovipositar e garantir o melhor local para deixar os seus ovos, 0 que €
fundamental para assegurar a sobrevivéncia das larvas. Em tais casos, ha uma
correlacéo positiva entre a preferéncia da mée e a performance da prole (Courtney e
Kibota, 1990; Thompson e Pellmyr, 1991; Mayhew, 1997).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou responder as seguintes
questdes: (i) O envelhecimento foliar das plantas hospedeiras afeta negativamente a
performance, a preferéncia alimentar da prole imatura, bem como a preferéncia de
oviposicdo das fémeas adultas? (ii) Ha uma diminuicdo na qualidade nutricional
associada ao envelhecimento foliar, com a qual estdo relacionadas as respostas do

inseto?



............................................................. Revisdo da lteratura

2.1. A familia brassicaceae

A familia Brassicaceae (ou Cruciferae), também conhecida como familia do
repolho ou da mostarda é uma grande familia botanica pertencente & ordem
Brassicales. E reconhecida por possuir grande importancia econdmica, nutricional,
social e nutracéutica. Compreende 338 géneros e 3709 espécies nativas da regido do
mediterraneo e cultivadas em todo o mundo (Fahey et al., 2001), consistindo de
importantes cultivos agricolas na China, india, Japdo e Europa. No Brasil, ocorrem
sete géneros e cerca de 50 espécies (Souza e Lorenzi, 2005). A familia Brassicaceae
é subdividida em onze tribos. As principais plantas de importancia econémica
pertencem as tribos Brassiceae, Lepideae e Arabideae. Na tribo Brassiceae sdo
encontrados 0s gQéneros Brassica, Raphanus, Sinapsis, Diplotaxis, Cramble,
Rapistrum, Cakile, Morisia, Eruca, Thlaspi e Moricandia. As brassicaceas podem
ser distinguidas de outras angiospermas por apresentarem uma corola cruciforme,
seis estames (sendo os dois mais externos menores que 0s quatro mais internos), e
uma capsula com um septo, frequentemente contendo seiva aquosa de odor pungente
(Franzke et al., 2011).

Uma mesma espécie pode ser utilizada de diversas maneiras. O género
Brassica € o mais importante da familia Brassicaceae e é classificado em
oleaginosas, forrageiras, condimentos e hortalicas conforme a utilizagéo dos brotos,
inflorescéncias, raizes, sementes, caules e folhas (Cartea et al., 2011).

O género Brassica inclui algumas espécies de importancia econémica tais como
repolho (Brassica oleracea var. capitata), couve (Brassica oleracea var. acephala),
couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), couve-de-bruxelas (Brassica oleracea

var. gemmifera), brocolis (Brassica oleracea var. italica), mostarda negra (Brassica
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nigra), mostarda oriental (Brassica juncea), mostarda etiope (Brassica carinata),
nabo (Brassica rapa) e canola (Brassica napus), couve-chinesa (Brassica rapa var.
pekinensis). Outras cruciferas de importancia agricola da familia Brassicaceae
incluem o rabanete (Raphanus sativus), 0 agrido (Rorippa nasturtium-aquaticum), a
mostarda branca (Sinapis spp.) e a racula (Eruca sativa), (Filgueira, 2006; Cogbill,
2010; Musgrave, 2000).

As brassicaceas também incluem plantas ornamentais, medicinais e invasoras. As
ornamentais sdo representadas pelo aleli (Erysimum cheiri), o ‘candytuft’ (Iberis
umbellata), o alisso (Lobularia maritima), o ‘night-scented stock’ (Matthiola
longipetala), 0 mussambé (Cleome hassleriana). Entre as plantas medicinais e as
daninhas podem ser citados o mastruco-do-brasil (Coronopus didymus), 0 mastruco-
bravo (Lepidium pseudodydima) o mastruco bravo-maior (Lepidium ruderale), o
mastruco ordinario ou agrido de jardim (Lepidium sativum), as mostardas-do-campo
(Brassica rapa, Rapistrum rugosum e Sinapis arvensis), a bolsa-de-pastor (Capsella
bursa-pastoris), o agriao-bravo (Cardamine bonariensis) (Lorenzi, 2000).
Arabidopsis thaliana € uma planta herbacea da familia Brassicaceae utilizada nos
estudos de investigacdo genética e biologia molecular. Foi a primeira planta cujo
genoma foi seqlienciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Boivin et al.,
2004).

A popularizacdo e o aumento do consumo dos vegetais da familia Brassicaceae se
devem, em grande parte, ao reconhecimento do seu valor nutricional e das suas
propriedades fitoquimicas asseguradas pela atividade dos metabdlitos secundarios.
As cruciferas atuam como uma fonte de antioxidantes naturais devido aos elevados
niveis de carotenoides, tocoferois, acido ascérbico, compostos fenolicos e

glicosinolatos que podem ajudar a proteger o corpo humano contra espécies de



oxigeénio reativas e aos seus efeitos na reducdo do risco de doencas cronicas, como
cancer e problemas cardiovasculares (Podsedek, 2007; Hayes et al., 2008; Jahangir et
al., 2009).

2.2. Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae)

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), vulgarmente conhecida por
traca-das-cruciferas é a praga mais conhecida e destrutiva de cultivos de cruciferas
em todo 0 mundo e 0s custos anuais estimados para 0 seu manejo sdo de cerca de 1
bilhdo de dolares (Talekar e Shelton, 1993), podendo onerar os custos de producéo
em 50%. (Lim, 1986). Os danos ocasionados pela fase larval do inseto podem levar a
depreciacao do produto, retardar o desenvolvimento e/ou acarretar a morte da planta
(Castelo Branco e Franca, 2001; Monnerat et al., 2004). Acredita-se que P. xylostella
tenha se originado na regido do mediterraneo, centro de origem das brassicas
(Harcourt, 1957). Atualmente é uma espécie cosmopolita, ocorrendo em todos 0s
cinco continentes, nos locais onde brassicas sdo cultivadas. S&8o encontradas em
grande parte da América do Norte, sul da América do Sul, Europa, india, Sudeste
Asiatico, Nova Zelandia e partes da Australia (Hardy, 1938). O primeiro registro
desse inseto no Brasil foi realizado nos cultivos de repolho da Bahia (Bondar, 1928).
Na América do Norte, foi encontrada pela primeira vem em Illinois em 1854 e no
oeste do Canada em 1885 (Harcourt, 1962). No Havai, o primeiro relato consta do
ano de 1892. No Brasil, é encontrada em todos os cultivos de brassicas em todas as
épocas do ano, com excecao dos periodos chuvosos (Castelo Branco e Guimaraes,
1990; Barros et al., 1993; Melo et al., 1994).

P. xylostella € um inseto herbivoro oligéfago especializado em plantas da
familia Brassicacea (Cruciferae), que compreende um grupo diverso com cerca de

350 géneros e 3500 espécies nativas da Europa e praticamente cultivadas em todo o



mundo (Fahey et al., 2001), destacando-se o repolho, a couve, a canola, a mostarda e
0 brdcolis, dentre outras. A faixa de hospedeiros naturais de P. xylostella inclui
também cruciferas ornamentais como o aleli (Erysimum cheiri), 0 mussanbé (Cleome
hassleriana), o alisso (Lobularia maritima), e brassicas daninhas ou invasoras como
a mostarda selvagem (Brassica kaber), a mostarda-dos-campos (Sinapis arvensis L.)
0 rapistro [Rapistrum rugosum (L.) All.], a nabica-roxa (Raphanus sativus L.), 0
nabo forrageiro (R. sativus L. var. oleiferus Metzg.) (Lorenzi, 2000) que sdo
caracterizadas por conterem metabolitos secundarios caracteristicos, denominados
glicosinolatos (Brown et al., 2003; Halkier e Gershenzon, 2006).

A traca-das-cruciferas € um inseto desfolhador podendo se alimentar da folha
inteira com excecdo das nervuras e, algumas vezes, da epiderme superior. Contudo,
em brocolis e couve-flor, as lagartas podem se alimentar também das inflorescéncias.
Assim que as larvas eclodem dos ovos apresentam comportamento minador,
penetrando no mesofilo da folha onde permanecem consumindo o parénquima
durante 2 a 3 dias. Em seguida, abandonam as minas e migram para a epiderme
inferior das folhas, deixando-as com aspecto transparente. A partir do segundo instar,
a lagarta ja consegue se alimentar da folha inteira chegando a promover a completa
desfolhacdo da planta, sendo o ultimo instar o maior causador de dano. Lagartas de
segundo e terceiro instares sdo encontradas em folhas novas, enquanto as lagartas de
ultimo instar podem ser encontradas também nas folhas mais velhas. Em algumas
areas, a densidade de insetos € alta e torna-se impossivel o cultivo de brassicas.

A duragcdo do ciclo de vida da traga-das-cruciferas varia conforme a
temperatura (Medeiros et al., 2003), tendo sua duracdo reduzida em temperaturas

mais elevadas. Em 15,56°C, o ciclo de ovo a adulto é de 27 dias, podendo ocorrer até

14 geragdes por ano. Em 26,67°C, o ciclo de vida é de 11 dias, chegando a ocorrer



até 30 geracOes do inseto por ano. Os ovos Sd0 pequenos, com tamanho variando
entre 0,3 e 0,6mm de didmetro. Apresentam coloracdo amarelo brilhante, séo
elipticos e ligeiramente aplanados possuindo relevos ondulados na superficie
(Ho,1965). Os ovos sdo postos separadamente ou em grupos de 2 a 8 nas porcdes
adaxiais ou abaxiais das folhas e nos sulcos ao longo das folhas. Também podem ser
encontrados nas hastes jovens ou nos peciolos quando a densidade de ovos nas folhas
é alta. No intervalo de tempo que precede a eclosdo, 0s ovos tornam-se escurecidos e
as lagartas podem ser observadas sob o corion ou casca (Harcourt, 1957).

O estagio larval de P. xylostella consiste de quatro instares que se diferem
pelo tamanho das lagartas e por determinados aspectos morfoldgicos. As larvas de P.
xylostella sdo ativas, filiformes e apresentam pélos microscopicos e esparsos em seus
segmentos corporais. Inicialmente, o corpo da lagarta apresenta aspecto palido e, em
sequida, apresenta coloracdo verde clara. A cabeca das lagartas de primeiro e
segundo instares € preta, tornando-se marrom-esverdeada nos dois instares seguintes.
A duracdo do periodo larval pode variar de 6 a 30 dias, dependendo da temperatura
(Ho, 1965). Quando perturbadas, as larvas de P. xylostella se contorcem e podem
ficar temporariamente suspensas na folha por um fio de seda. Passada a perturbacao,
as lagartas sobrem pelo fio ou caem do mesmo para as folhas inferiores. As larvas
sdo suscetiveis a afogamento, sendo os primeiros estadios mais vulneraveis. A
mortalidade ocasionada pela chuva pode ser afetada pela temperatura e pela
intensidade da precipitacdo (Harcourt, 1957).

No final do desenvolvimento, as lagartas podem medir de 8 a 10 mm de
comprimento e comegam a confeccionar um casulo de seda de coloracdo branca sob

0 qual pode ser visualizada a crisalida. As pupas chegam a atingir 10 mm de



comprimento e 1,5 mm de largura. Quando maduras, as lagartas giram seu corpo até
abrir o casulo (Ho, 1965).

As lagartas de P. xylostella empupam em locais protegidos da planta,
principalmente na superficie abaxial das folhas. A mariposa adulta é pequena e pode
alcancar 10 mm de comprimento. Possui coloracdo parda e quando as asas estdo
dobradas, apresentam um desenho de trés marcac6es em forma de diamante ao longo
da linha mediana dorsal. Machos e fémeas sdo do mesmo tamanho. A razdo sexual é
de 1:1. As fémeas vivem de 7 a 47 dias, numa média de 16,2 dias e 0s machos vivem
de 3 a 58 dias, numa média de 12,1 dias. O acasalamento tem inicio no anoitecer do
dia da emergéncia, enquanto as mariposas estdo descansando sobre as plantas, e dura
cerca de 1h. Se os insetos sdo perturbados durante esse periodo, a fémea arrasta o
macho para um local mais abrigado. A postura comeca no anoitecer do dia seguinte a
emergéncia das mariposas adultas, atingindo o pico de oviposi¢do cerca de duas
horas mais tarde. Poucos ovos sdo colocados depois da meia-noite e a oviposi¢do
pode se estender por até 10 dias. As fémeas colocam 160 ovos em média, podendo
chegar a mais de 300 ovos. Esse numero pode ser influenciado pelo fotoperiodo,
temperatura, idade e alimentacdo da larva (Harcourt, 1967).

Os adultos sdo inativos durante o dia e quando perturbados voam de forma
irregular. No campo, as mariposas se alimentam do néctar das flores da familia
Brassicaceae, pouco antes do anoitecer. Em curtas distancias, as mariposas se
locomovem rastejando ou em saltos. Em distancias maiores, elas séo levadas pelo
vento. As fémeas sdo menos ativas e raramente voam em temperaturas abaixo de
12°C ou quando a velocidade do vento superior a 6,4 km/h (Harcourt, 1957). As
mariposas adultas apresentam pico de v6o durante a noite, entre 19h e 7h do dia

seguinte (1 hora ap6s o pbér-do-sol e 1 hora antes da alvorada) (Danthanarayana,



1986). Além da luminosidade, a atividade de vdo pode ser influenciada pela
temperatura e pela velocidade do vento (Goodwin e Danthanarayana, 1984).

O “status” de praga conferido a P. xylostella é devido a diversidade e
abundancia de suas plantas hospedeiras, 0 que inclui uma grande quantidade de
plantas selvagens, a sua grande capacidade de dispersdo, a auséncia de controle
efetivo por inimigos naturais, ao seu alto potencial reprodutivo (mais de 20 geracdes
por ano nas regides tropicais) e a sua elasticidade genética, que facilita o rapido
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas (Schroeder et al., 2000; Mohan e Gujar,
2003a; Vickers et al, 2004; Shelton, 2004).

Em certas areas de cultivo de bréssicas, sao realizadas de 50 a 60 aplicagdes
de inseticidas por ano (Zhao et al., 2002). Sob alta pressdo de selecdo, pragas
frequentemente desenvolvem altos niveis de resisténcia a inseticidas, o que parece
ser 0 caso de P. xylostella (Mota-Sanchez et al, 2002; Sarfraz e Keddie, 2005). P.
xylostella foi o primeiro inseto a desenvolver resisténcia ao organoclorado DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) o que ocorreu em 1953, na Indonésia (Ankersmit,
1953; Johnson, 1953). Atualmente, P. xylostella é encontrada em muitas regifes
produtoras de cruciferas e tem mostrado resisténcia a quase todos inseticidas
sintéticos (Yu e Nguyen, 1992; Mohan e Gujar, 2003b; Sayyed et al., 2004; Sarfraz e
Keddie, 2005). J& foi constatada a resisténcia de P. xylostella ao Bacillus
thuringiensis em diversas partes do mundo (Tabashnik, 1994; Charleston et al., 2005
APUD Nel et al., 1999).

2.3. Glicosinolatos

Os glicosinolatos compreendem um importante grupo de fitoquimicos,

derivados de aminoacidos, encontrados principalmente em plantas da familia

Brassicaceae (Halkier e Gershenzon, 2006). Sdo amplamente reconhecidos por
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ocorrerem em cultivos agricolas comerciais sendo seus subprodutos responsaveis por
conferir o odor e o sabor caracteristico ao repolho, mostarda, couve-flor, brocolis e
canola. Esses compostos atuam como metabdlitos secundarios, consistindo numa
barreira quimica em resposta a desafios bioticos, reduzindo o dano causado por
fitopatdgenos, insetos-praga, invertebrados aquaticos, passaros e alguns mamiferos
(Halkier e Gershenzon, 2006; Hopkins et al., 2009). Também tém sido apontados
como potenciais agentes anticarcinogénicos. O elevado consumo de brassicas estaria
correlacionado ao decréscimo no risco de cancer de pulméo, estdmago, colon, reto,
ovario, endométrio e préstata (Ambrosone et al., 2004, Hayes et al., 2008., Joseph et
al., 2004, Spitz et al., 2000).

Ja foram descritos, aproximadamente, 150 glicosinolatos diferentes (Navarro
et al., 2011), caracterizados por apresentar &tomos de nitrogénio e enxofre em sua
formula quimica. A estrutura basica de todos os glicosinolatos consiste de ésteres de
(2)-N-hidroximinosulfato ligados por um dtomo de enxofre a uma molécula de 3-D-
glicopiranose e a uma cadeia lateral variavel derivada de aminoacidos (Fahey et al.,
2001). A cadeia lateral e o grupo sulfato apresentam uma configuragéo
estereoquimica anti em torno da ligacdo dupla C=N, conforme observado andlise de
cristalografia de raios-X realizada para identificar a estrutura da sinigrina (Marsh e
Waser, 1970). A estrutura da cadeia lateral R pode possuir grupos alifaticos (alquil,
alquenil, hidroxialquenil, o-metiltioalquil, -sulfinil-, e w-sulfonilalquil), aromaticos
(benzil e benzil substituido) ou heterociclicos (indol). A presenca do grupo sulfato na
molécula de glicosinolato lhe confere propriedades fortemente acidicas. Desse modo,
esses compostos ndo sdo volateis e ocorrem na forma de sais, com 0 anion sendo
contrabalanceado por potéassio. A maioria dos glicosinolatos € quimicamente e

termicamente estavel sendo hidrolisados por enzimas (Holst e Williamson, 2004).
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Glicosinolatos intactos sdo relativamente inativos biologicamente (Razis et
al., 2010). A catélise envolve a mirosinase, uma [-tioglicosidase encontrada em
algumas bactérias intestinais (Fahey et al., 2001), ou nas células de mirosina das
plantas (Bones e Rossiter, 1996). Os glicosinolatos, por sua vez, estdo localizados
nos vacuolos de células ndo-especificas desses vegetais. Esse sistema de defesa,
chamado glicosinolato-mirosinase, também ¢ conhecido como “bomba o6leo de
mostarda” (Ratzka et al., 2002). Quando a planta sofre uma injuria, enzima e
substrato entram em contato, ocasionando a hidrolise da ligacdo tioglicosidica,
produzindo glicose e uma aglicona instavel, a tiohidroximato-o-sulfonato.
Dependendo da estrutura da cadeia lateral, das condic¢des reacionais, da presenca de
proteinas adicionais e cofatores, a aglicona sofre rearranjo espontaneo em diferentes
produtos possiveis, incluindo isotiocianatos, e outros produtos menos ativos como
oxazolidina-2-tionas, nitrilas, epitionitrilas, nitrilas e tiocianatos. Os produtos de
hidrélise mais comuns dos glicosinolatos sdo os isotiocianatos, formados por um
rearranjo de Lossen, envolvendo a migracdo da cadeia lateral do carbono da oxima
para 0 nitrogénio adjacente, sendo estaveis numa faixa de pH de 6 a 7 (Holst e
Williamson, 2004).

Apos a catdlise, a estrutura diferencial de cada glicosinolato é conferida ao
seu isotiocianato correspondente e esta relacionada ao seu efeito bioldgico (Navarro
et al.,, 2011). Em geral, isotiocianatos organicos (ITCs) sdo caracterizados por
apresentarem um grupo -N=C=S, em que o carbono central € eletrofilico e
prontamente reage com nucledfilos. Os isotiocianatos estdo entre 0os compostos
bioativos caracterizados por interferir no desenvolvimento de células cancerosas,

inibindo a ativagdo do carcindgeno, promovendo sua detoxificagdo, induzindo o
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bloqueio do ciclo celular, ativando a apoptose ou inibindo a metastase (Holst e
Williamson, 2004; Zhang, 2012).

Os glicosinolatos estdo diretamente envolvidos nas interacfes inseto-planta.
Seus produtos de hidrélise tém papel ativo na defesa de plantas contra a herbivoria.
O mecanismo de acdo dos isotiocianatos nao é totalmente conhecido, porém acredita-
se que sua toxicidade esteja associada a sua reacdo com grupos amino e sulfidrila das
proteinas (Kawakishi e Kaneko, 1987). As plantas respondem a injUria provocada
por insetos pelo acumulo de altos niveis de glicosinolatos a nivel sistémico,
aumentando sua resisténcia a ataques subsesquentes (Agrawal et al., 2002; Mewis et
al., 2005; van Dam et al., 2005). Os glicosinolatos que atuam como defesa de
plantas, por intoxicacdo ou deterréncia, podem ser utilizados por herbivoros
especialistas como pistas de atracdo para o encontro do hospedeiro. Produtos de
hidrolise volateis sdo pistas de longa distancia, enquanto glicosinolatos intactos
servem como estimulos de alimentacdo ou oviposicdo. Insetos especialistas em
brassicas, como P. xylostella, apresentam algum estratégias metabdlicas para superar
a toxicidade da sua planta hospedeira e conseguir utilizd-la como alimento. Em
resumo, 0s insetos devem ser capazes de (i) excretar rapidamente os glicosinolatos
do seu corpo; (ii) metabolizar os glicosinolatos em derivados ndo-tdxicos, ou (iii) ser
completamente insensivel a acdo tdxica desses compostos. Lagartas de P. xylostella
utilizam uma sulfatase endogena para clivar o residuo sulfato da estrutura principal
do glicosinolato, resultando em um produto que ndo pode ser hidrolisado pela

mirosinase (Ratzka et al., 2002).
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e Material e Métodos

3.1. Coleta das plantas

A escolha alimentar de larvas, a preferéncia de oviposicdo de adultos e a
performance de P. xylostella foram avaliadas em folhas de quatro tipos de bréssicas:
couve (Brassica. oleracea var. acephala), couve-flor (B. oleracea var. botrytis),
mostarda (B. juncea) e rabanete (Raphanus sativus). As folhas analisadas foram
obtidas de cultivos comerciais localizados no municipio de S&o Jodo del-Rei, MG.
Todas as plantas foram cultivadas sob 0 mesmo sistema de adubacéo e irrigagao, sem
a utilizagdo de inseticidas e herbicidas e irrigadas de acordo com sua necessidade
hidrica. As coletas ocorreram sempre no periodo da manha e as plantas amostradas
ndo apresentaram vestigios de dano mecanico ou ataque de pragas. Folhas de plantas
maduras e em fase pré-reprodutiva foram classificadas através de avaliacdo visual em
trés categorias etarias: i) novas (folhas pequenas e menos pigmentadas do estrato
superior da planta), ii) maduras (quarta e quinta folhas totalmente expandidas, com
pigmentacdo verde intensa) e iii) senescentes (folhas velhas, com pigmentagéo
amarelada, do estrato inferior da planta). Para cada tipo de planta (couve, couve-flor,
mostarda e rabanete) foram amostradas folhas das trés idades em trés diferentes
cultivos (n = 3), do mesmo ou de diferentes horticultores.
3.2. Criagéo dos insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes de uma criagédo
estabelecida no biotério do Departamento de Engenharia de Biossistemas (DEPEB),
da Universidade Federal de Sado Jodo del-Rei (UFSJ), sob condigdes constantes de
temperatura (25 + 0,5°C), umidade relativa (65 + 5%) e fotoperiodo (12C/12E). As
larvas foram alimentadas com folhas de couve e de repolho, fornecidas conforme a

necessidade. A criacdo foi semestralmente renovada pela adicdo de larvas e pupas
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coletadas no campo. Os experimentos envolvendo o inseto foram conduzidos no
Laboratorio de Ecologia de Insetos, do Departamento de Engenharia de Biossistemas
(DEPEB) da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei.

Para coleta de ovos de P. xylostella, pupas foram colocadas em gaiolas
cubicas com 50cm de aresta, recobertas por tecido de organza e porta de vidro
transparente. Cada gaiola comportava cerca de 250 casais de insetos (500 pupas).
Apdbs emergirem, os adultos foram alimentados com uma solucédo de mel diluido em
agua (10% v/v), aplicada em um chumaco de algoddo depositado em uma placa de
Petri (¢ = 10cm) no fundo da gaiola. Transcorridas aproximadamente 48h apds a
emergéncia dos adultos, foi inserido na gaiola um envelope confeccionado com papel
toalha, contendo fragmentos de folhas de couve maceradas. Na manh& seguinte, o
envelope com ovos aderidos a sua superficie foi recolhido da gaiola.

3.3. Performance

Fragmentos do papel toalha contendo coortes de 70-75 ovos de P. xylostella
foram separados com o auxilio de estereomicroscopio e colocados isoladamente em
placas de Petri (¢ = 10cm). As placas de Petri foram armazenadas no interior de uma
camara climatizada a 25°C constantes. Dois dias depois, as coortes de ovos foram
transferidas das placas de Petri para caixas de plastico transparente (10 x 10 x 5¢cm),
contendo fragmentos de folhas de brassicas jovens, maduras ou senescentes; frescas
e recém-colhidas de plantas cultivadas no campo. Seis coortes diferentes (n = 6)
foram criadas em cada uma das trés idades foliares de couve, couve-flor e mostarda e
oito coortes em cada idade foliar de rabanete. Todas as repeticdes (coortes) para cada
tipo de planta foram conduzidas simultaneamente, e todas as folhas utilizadas foram

destacadas de plantas da mesma idade.

15



Como as larvas de primeiro instar sdo endofiticas, 0 nimero de larvas iniciais
em cada coorte foi obtido pela deducdo do nimero de ovos inviaveis que restavam
sobre o fragmento de papel toalha. Apds a emergéncia, as larvas de primeiro instar
de P. xylostella geralmente penetram no mesofilo foliar, onde elas minam até atingir
0 segundo instar. As larvas de segundo instar foram transferidas para folhas frescas
com o auxilio de um pincel de cerdas macias. Os fragmentos foliares foram trocados
diariamente até todas as larvas empuparem. A sobrevivéncia das larvas de primeiro
instar foi estimada pela diferenca entre 0 nimero de ovos viaveis de cada coorte e a
quantidade de larvas de segundo instar. A sobrevivéncia pré-imaginal foi
determinada pela diferenca entre 0 nimero de ovos viaveis e o nimero de adultos
que emergiram ao final. A duracdo da fase larval foi obtida pelo nimero de dias
compreendidos entre a incubacdo das coortes nas folhas até a pupacdo das larvas.
Todos os individuos foram utilizados para determinacdo média da fase larval e da
sobrevivéncia.

As pupas emergidas foram sexadas sob microscopio estereoscopio, apos a
remocao do casulo de seda, conforme descrito por Robertson (1939). Quinze casais
de cada coorte foram separados e acondicionados em caixas de plastico transparentes
(10 x 10 x 5cm). Logo que os adultos emergiram, um fragmento de folha (+ 6¢cm?)
foi inserido na caixa para oviposicdo. Nenhum suprimento de agua ou alimento foi
fornecido as mariposas para ndo mascarar o efeito da qualidade do material foliar
utilizado na alimentacdo das larvas. O numero de ovos colocados pelas fémeas foi
mensurado diariamente com o auxilio de um microscépio estereoscépio e 0s
fragmentos foliares, substituidos. Os ovos colocados nas paredes das caixas de

plastico eram também quantificados e eliminados diariamente.
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Os parametros mais utilizados para obter a medida do “fitness” ou aptidao
darwiniana sdo a taxa de crescimento populacional r e a taxa reprodutiva liquida Ry
(Mylius e Diekmann, 1995). Ambos os parametros foram avaliados como medidas da
performance do herbivoro em cada idade foliar. A taxa reprodutiva liquida (Ro) foi
calculada usando a fecundidade dos adultos sobreviventes menos a porcentagem dos
ovos da coorte inicial que ndo atingiram a fase adulta. Como a razdo sexual de P.
xylostella é de 50% de fémeas, calculou-se Ro = (fecundidade — mortalidade pré-
imaginal)/2. A taxa de crescimento populacional r foi calculada para cada replicata
do experimento usando a equacdo r = Ro/G, na qual G é o tempo de geracdo, obtido
pela soma do periodo pré-imaginal mais metade da longevidade dos adultos (Howe,
1953).

3.4. Preferéncia
3.4.1. Preferéncia alimentar larval

A preferéncia alimentar das larvas foi avaliada em testes de multipla escolha
usando discos de folhas novas, maduras e senescentes. Em cada teste de escolha
foram oferecidos trés discos foliares (¢ = 5cm), um para cada classe etaria. Os discos
foram cortados de folhas colhidas no campo, e imediatamente colocadas numa arena
de plastico (¢ = 15cm), sobre uma folha de papel toalha umedecida para prevenir o
ressecamento dos discos. O tamanho dos discos foliares e das arenas foi determinado
por testes preliminares. Uma vez que as larvas de primeiro instar de P. xylostella sdo
endofiticas, os testes de escolha foram realizados com larvas de segundo e quarto
instares. No inicio do teste, uma larva foi colocada no centro de cada arena com o
auxilio de um pincel fino de cerdas macias. As arenas foram cobertas com um pote
plastico (¢ = 15cm, 10cm profundidade) e foram mantidas em temperatura constante

(25 £ 0.5°C). A escolha larval foi registrada trés horas ap6s o inicio do teste,
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mediante avaliacdo visual. Normalmente, as lavras permaneceram no mesmo disco
que escolheram (observacdo pessoal). Desse modo, ao final das trés horas de
avaliacdo, foi registrado o disco em que cada larva se encontrava. O ensaio foi
repetido dez vezes para cada tipo de planta e para cada um dos dois estagios larvais.
Neste experimento, diferentemente dos demais, além de couve, couve-flor, mostarda
e rabanete, foram também utilizadas folhas novas, maduras e senescentes de repolho
(B. oleracea var. capitata).
3.4.2. Preferéncia de oviposicao

Para avaliar a preferéncia de oviposicdo foram realizados testes de multipla
escolha entre discos foliares das trés classes etarias. Gaiolas de (45 x 45 x 35cm),
recobertas com tecido de organza, receberam 120 casais de pupas provenientes da
criacdo-estoque e foram mantidas em sala climatizada a 25°C. Nos testes de escolha
foram utilizados trés discos (¢ = 10cm) cortados de folhas novas, maduras e
senescentes. Os discos foram colocados sobre papel toalha umedecidos da mesma
dimensdo, para prevenir a desidratagdo. Os discos foram inseridos nas gaiolas no
final da tarde do segundo dia apds a emergéncia das mariposas, dispostos em
posicOes alternadas em cada réplica. Na manha seguinte os discos foram removidos e
0s ovos quantificados. O teste de escolha foi executado novamente na noite seguinte,
com 0s mesmos casais. Durante 0s testes, as mariposas ndo receberam nenhum
suprimento de agua ou alimento. Foram realizadas seis repeticbes(n = 6) para cada
uma das cruciferas (couve, couve-flor, mostarda e rabanete), sendo utilizado o

namero total de ovos depositados nas duas noites consecutivas.

18



3.5. Qualidade nutricional da folha
3.5.1. Analises bromatoldgicas

As analises bromatologicas foram realizadas no Laboratorio de Analises
Quimicas, do Departamento de Engenharia de Biossistemas (DEPEB) da
Universidade Federal de Séo Jodo del-Rei (UFSJ). A mateéria seca foi determinada de
acordo com Silva e Queir6z (2002) e as determinagdes de matéria mineral, extrato
etéreo e proteina bruta seguiram a metodologia da AOAC (1980). Fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram analisadas
segundo Van Soest et al., 1991. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.
3.5.1.1. Coleta e secagem das folhas

As folhas analisadas foram obtidas dos mesmos cultivos descritos no item
3.1. As coletas ocorreram no periodo da manha e as folhas das trés categorias etarias
foram obtidas de plantas maduras do mesmo estadio daquelas utilizadas nos
experimentos com o inseto. As folhas foram retiradas das plantas com o auxilio de
um estilete, acondicionadas em saco de plastico preto de 100L e imediatamente
conduzidas ao laboratério. Todas as folhas foram lavadas com esponja e &agua
corrente para retirada de terra e detritos e, em seguida, cerca de 300g de cada uma
das amostras foram pesadas em balanga semi-analitica. As folhas foram distribuidas
em bandejas de maneira homogénea e levadas para secar em uma estufa com
circulacédo e renovacdo forcada de ar a 50 = 5°C, até o material foliar apresentar peso
constante. As bandejas foram retiradas da estufa e deixadas resfriar a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras secas foram pesadas. Todas as folhas coletadas e
pré-secas foram moidas em moinho do tipo ciclone utilizando-se uma peneira com
crivo de 1,0mm. O material triturado obtido foi armazenado em potes de plastico

para as analises posteriores.
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3.5.1.2. Matéria seca

A matéria seca foi determinada a partir da matéria pré-seca, de acordo com
Silva e Queirdz (2002). Cadinhos de ceramica numerados foram lavados e secos em
estufa a 105°C por 30min. Os cadinhos foram retirados da estufa e colocados no
dessecador até entrar em equilibrio com a temperatura ambiente. Uma aliquota de
0,59 de matéria pré-seca foi adicionada nos cadinhos, que foram imediatamente
levados para a estufa a 105°C durante 12 \h. Os cadinhos foram retirados da estufa e
colocados no dessecador para resfriar até alcancar temperatura constante. Os
conjuntos cadinho e amostra pré-seca foram pesados e a umidade das amostras foi

calculada segundo a formula abaixo:

MS (%)= —
amostraimida

amostraseca jxloo

3.5.1.3. Fibra em detergente neutro (FDN)

Para determinar a FDN das amostras, que consiste na quantificacdo da
hemicelulose, celulose e lignina, foi utilizado um determinador de fibras (Tecnal®,
modelo TE-149), e uma solucdo de detergente neutro (Van Soest et al., 1991).
Saquinhos confeccionados com TNT 100 foram numerados e secos em estufa a
105°C por 30 min e, em seguida, retirados e colocados no dessecador para equilibrar
a temperatura com a do ambiente. Os saquinhos foram pesados e um grama de
amostra foi adicionado em cada um deles. Os saquinhos foram selados e novamente
pesados para verificar se houve perda de material durante o procedimento. As
amostras foram lavadas por 1h no determinador de fibras contendo a solugdo de
detergente neutro fervente (100°C). O detergente foi eliminado e as amostras foram
submetidas a trés lavagens consecutivas por 10 min, com agua destilada a 100°C. Os
saquinhos contendo as amostras foram lavados com alcool etilico P.A. duas vezes

consecutivas e levados para secar em estufa a 105°C por 12h. As amostras foram
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retiradas da estufa e colocadas em dessecador até equilibrar sua temperatura com a
do ambiente. Os saquinhos foram pesados e o valor da FDN foi calculado segundo a
formula:

(amostraFDN)x (amostraemMS$)
(amostraota)
(amostremMS)

x1000

FDNem MS(g/kg)=

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada uma das idades foliares de cada
um dos tres cultivos (n = 3) de cada um dos quatro tipos de planta.
3.5.1.4. Fibra em detergente &cido (FDA)

O conteudo de lignina e celulose das amostras foi determinado pela analise de
FDA sequencial. A andlise de FDA difere da FDN no tipo de solucdo detergente
utilizada, conforme descrito por Van Soest et al., 1991. Apds a lavagem da FDN,
secagem e pesagem, as amostras foram colocadas no determinador de fibras
contendo a solugdo de detergente acido em ebulicdo (100°C) e foram lavadas por
uma hora. O detergente é escoado e as amostras sdo lavadas trés vezes consecutivas
com agua destilada a 100°C. Em seguida, os saquinhos foram lavados com alcool
etilico P.A. e submetidos a secagem em estufa a 105°C, durante 8h. As amostras
foram colocadas em dessecador até resfriarem e, posteriormente pesadas. O
procedimento foi realizado em triplicata para todas as idades foliares das quatro
brassicas.

(amostraFDA)x (amostraemMS$)
(amostraota)
(amostremMS)

x1000

FDAem MS(g/kg)=

O contetdo de hemicelulose das amostras foi obtido subtraindo-se o conteddo de
FDN, da FDA.
Hemicelulee em MS(g/kg)=(FDN)—(FDA)
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3.5.1.5. Proteina total

A concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi determinada pelo
método semimicro-Kjeldahl descrito pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists, 1984). Cada amostra foi colocada em um tubo de vidro ao qual foram
adicionados 3g de uma mistura de catalisadores quimicos (Na;SO,4 e CuSO,) e 10mL
de H,SO,; 95%. Cada tubo foi colocado em uma chapa de aquecimento com
temperatura final de 400°C, durante 4h. Apds a obtencdo do material digerido, os
tubos foram retirados da chapa e mantidos em temperatura ambiente até esfriarem.
As amostras digeridas foram destiladas e a amonia liberada nesse processo foi
recolhida em um erlenmeyer de 125mL contendo 20mL de solucdo de &cido borico
4%. O material recolhido foi titulado com HCI 0,01N. O volume de HCI gasto na
titulacdo foi registrado e utilizado para o céalculo da concentracdo de nitrogénio total

da amostra segundo a férmula:

(amostr&emMS)x (v HCIxF 0,0014+6,25) x1000
(amostraotal

(amostremMS$)

proteinatotakm MS(g/kg)=

em que:
v HCI = volume de HCI gasto na titulacdo das amostras;
f = fator de corre¢do da normalidade do HCI,
0,0014g = massa de nitrogénio na solugdo de HCI utilizada (0,01N) e
6,25 = fator utilizado para conversdo do nitrogénio em proteinas.
3.5.1.6. Proteina ligada a fibra
O contetdo de proteina aderida a fibra foi determinado seguindo o
procedimento descrito anteriormente utilizando amostras previamente lavadas com a

solucdo de detergente neutro (procedimento FDN, item 2.4.1.2). Ap0s serem lavadas,
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as amostras foram secas em estufa a 55°C, para que ndo houvesse qualquer
transformacéo sob acdo do calor, durante 12 horas. As amostras foram transferidas
para um dessecador e pesadas. Uma aliquota das amostras foi colocada nos tubos de
ensaio contendo catalisador e submetida a digestdo e destilacdo conforme descrito no
item 2.4.1.5.
3.5.1.7. Extrato etéreo

Para determinacdo da quantidade de gordura presente nas folhas das brassicas
foi utilizada a metodologia da AOAC (1980). Um grama de amostra pré-seca foi
colocado em papel de filtro qualitativo, previamente pesado e seco em estufa a
105°C, por 30 min. O papel foi dobrado de modo a se obter um cartucho e ndo haver
perdas. O conjunto, papel de filtro e amostra, foi levado para a estufa a 105°C, por
2h. Os cartuchos foram colocados em um equipamento determinador de gordura
(Tecnal®, modelo TE-044), onde foram adicionados 50mL de éter etilico P.A. em
cada reboiler. A extracdo aconteceu por um periodo de 4h, a 200°C. As amostras
foram retiradas do equipamento e levadas para estufa a 105°C, por 2h e o solvente
foi recuperado. Os cartuchos foram pesados para o célculo da concentracdo de
gordura, utilizando-se a seguinte férmula:

(extratcetéreoda amostrgx (amostraemMsS)
(amostraotal
(amostremMS)

x1000

extrateetéreoem MS(g/kg)=

3.5.1.8. Matéria mineral

Cadinhos de porcelana limpos foram previamente calcinados em mufla a
550°C, por 30 min. Depois de resfriarem em dessecador, 2g das amostras pré-secas
foram pesadas e colocadas na mufla a 550°C, por 5h. Os cadinhos foram novamente

colocados em dessecador e, em seguida, pesados, seguindo metodologia da AOAC
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(1980). A quantidade de matéria mineral foi determinada utilizando-se a seguinte

férmula;

(matériamineralda amostrgx (amostraem M$)
(amostratotal
(amostremMS)

=x1000

matériamineralem MS(g/kg)=

3.5.1.9. Carboidratos totais

A concentracdo de carboidratos totais das amostras foi obtida por diferenca
percentual, levando-se em conta as concentracfes de proteina total, matéria mineral e
lipideos totais (extrato etéreo).

Carboidrabs totaig%)=100-((matériaminera)+ (extrat@téreg+ (proteinaotal)

3.6. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) e aos testes de
médias paramétricos, Holm-Sidak ou Tukey a 5%, ou nao-paramétrico, Kruskall-
Wallis, utilizando-se o programa SigmaStat 3.5 (SSPS, 2006) e plotados pelo

programa Sigma Plot, versdo 10.0 (SSPS, 2006).
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eereeeeseennenn. ReSultados

4.1. Performance

O envelhecimento foliar afetou negativamente todos os parametros da histéria
de vida de P. xylostella. Nas quatro espécies de plantas testadas, a sobrevivéncia das
larvas de primeiro instar diminuiu com o envelhecimento das folhas (Figura 1;
couve: Fygp = 115,16; couve-flor: Fyg., = 272,49; mostarda: Fg., = 107,37; rabanete:
Fa9.2 = 60,29, todos P’s < 0,001). Em geral, a sobrevivéncia das larvas foi, pelo

menos, 40% maior nas folhas jovens do que nas senescentes.
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Figura 1 — Percentual de sobrevivéncia de larvas de primeiro estagio de P. xylostella
alimentadas com folhas novas, maduras e senescentes de quatro tipos de
brassicaceas. Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta
indicam que ndo houve diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n
=10 grupos iniciais com 95 a 110 larvas cada.
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A sobrevivéncia pré-imaginal também foi afetada negativamente pelo
envelhecimento das folhas (Figura 2; couve: F17., = 21,01, P < 0,001; couve-flor: Fy7.
» = 8,33, P = 0,004; mostarda: Fi6.» = 41,53, P < 0,001; rabanete: Fy3, = 10,57, P <
0,001). O envelhecimento foliar provocou uma tendéncia geral de diminuicdo do

numero de individuos que sobreviveram até alcancar a fase adulta.
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Figura 2 — Percentual de sobrevivéncia da fase imatura (da eclosdo do ovo até a
emergéncia do adulto) de P. xylostella alimentada em laboratdrio com folhas novas,
maduras e senescentes destacadas de quatro tipos de brassicaceas cultivadas no
campo. Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que
ndo houve diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 6 coortes
iniciais de 70 a 75 ovos cada.

A duracdo da fase larval também diferiu com o envelhecimento foliar para os
quatro tipos de plantas (Figura 3; couve: Fi7, = 92,06, P <0,001; couve-flor: Fi7., =

9,46, P = 0,002; mostarda: Fi7., = 19,91, P < 0,001; rabanete: Fy3o = 163,38, P <
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0,001). O envelhecimento foliar provocou um aumento generalizado no tempo que as

larvas levaram para desenvolver até a fase de pupa.
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Figura 3 — Duracdo da fase larval (da eclosdo do ovo até a formacgéo da pupa) de P.
xylostella alimentada em laboratério com folhas novas, maduras e senescentes
destacadas de quatro tipos de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e desvio
padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 6 coortes iniciais de 70 a 75
ovos cada.

Pelo menos em duas das quatro espécies de plantas testadas, couve e
mostarda, a fecundidade das fémeas adultas diferiu em relacdo ao recurso alimentar
recebido durante o seu desenvolvimento larval (Figura 4; couve: Anova, P= 0,070;
couve-flor: Kruskal-Wallis, P = 0,19; mostarda: Fis.» = 3,86, P = 0,046; rabanete:
Kruskal-Wallis, P < 0,050). N&o houve diferenga significativa entre as trés idades
foliares para couve e couve-flor, pelas andlises de variancia para couve, e pelas

analises de variancia e Kruskal-Wallis para a fecundidade em couve-flor.
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Usualmente a fecundidade de P. xylostella varia amplamente entre individuos mas,
ainda assim, destacou-se uma tendéncia significativa de reducdo da fecundidade em
folhas senescentes de mostarda e rabanete, quando comparadas com folhas novas do

estrato superior da planta.
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Figura 4 — Fecundidade de P. xylostella criada em laboratério com folhas novas,
maduras e senescentes destacadas de dois tipos de brassicaceas cultivadas no campo.
Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que nao
houve diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 6 grupos de 18
casais cada. Para couve e couve-flor, ndo houve diferenca significativa entre as
idades foliares, pelas analises de variancia e de Kruskal-Wallis, respectivamente.

O sucesso reprodutivo de P. xylostella foi negativamente afetado pelo
envelhecimento foliar em todas as plantas (Figura 5; couve: P = 0,004; couve-flor:
Fi6-2 = 5,01, P = 0,023; mostarda: F17., = 26,25, P < 0,001; rabanete: Kruskal-Wallis,

P < 0,001).
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Figura 5 — Sucesso reprodutivo de P. xylostella alimentada em laboratério com
folhas novas, maduras e senescentes destacadas de quatro tipos de brassicaceas
cultivadas no campo. Taxa calculada considerando a fecundidade e a sobrevivéncia
pré-imaginal de fémeas. Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma
planta indicam que ndo houve diferencga significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5%
para n = 6 coortes iniciais de 70 a 75 ovos cada.

A taxa instanténea de crescimento populacional r diminuiu significativamente
nas folhas senescentes (Figura 6, couve: Kruskal-Wallis, P = 0,001; couve-flor: F17-,
= 9,82, P = 0,002; mostarda: Fi7, = 43,41, P < 0,001; rabanete: Kruskal-Wallis, P <
0,001). Em geral, o potencial de crescimento populacional diario de P. xylostella foi
maior em folhas mais novas do que em folhas mais velhas ou senescentes. Cada
fémea alimentada com folhas novas apresentou o potencial de acrescentar, por dia,
até duas ou trés vezes mais filhas a populagdo do que fémeas criadas com folhas

senescentes.
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Figura 6 — Potencial de crescimento populacional diario de P. xylostella alimentada
em laboratorio com folhas novas, maduras e senescentes destacadas de quatro tipos
de brassicaceas cultivadas no campo. Taxa calculada considerando a fecundidade, a
sobrevivéncia pré-imaginal e o tempo gasto para completar uma geracdo de fémeas.
Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que néo
houve diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 6 coortes
iniciais de 70 a 75 ovos cada.

4.2. Preferéncia alimentar larval e de oviposicéo

Para mostarda e rabanete, ndo houve preferéncia larval significativa para
qualquer uma das trés idades foliares. No entanto, houve uma escolha significativa
das larvas de segundo instar entre folhas de diferentes idades nas plantas de couve,
couve-flor e repolho, embora larvas de quarto instar ndo apresentaram nenhum
padrdo de escolha (Tabela 1). Nessas trés plantas, as larvas tenderam a escolher as
folhas novas em relagdo as mais velhas (Figura 7, couve: Fi7, = 10,29, P < 0,001;

couve-flor: Kruskal-Wallis P = 0,010).
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Tabela 1 — Andlises de variancia (ANOVA) da escolha de larvas de segundo e de
quarto estagio de P. xylostella por fragmentos de folhas novas, maduras e
senescentes de cinco tipos de brassicaceas, com n = 10 larvas ou testes de livre
escolha.

Planta Estagio larval ) P
Couve 2 10,29 <0,001
4 2,74 0,082
couve-flor 2 9,18 0,010
4 0,17 0,844
repolho 2 14,48 <0,001
4 1,11 0,343
mostarda 2 0,42 0,661
4 0,32 0,732
rabanete 2 0,98 0,390
4 0,01 0,995

O padrdao de preferéncia larval (Figura 7) coincidiu com os indices de
performance (r e Ry) de P. xylostella (Figuras 5 e 6) demonstrando que as larvas
apresentam preferéncia para folhas novas, nas quais a performance foi superior. No
entanto, embora o inseto tenha apresentado um melhor desempenho em folhas mais
novas de mostarda e rabanete (Figuras 5 e 6), as lagartas ndo demonstraram nenhuma

preferéncia foliar para essas plantas (Tabela 1).
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Figura 7 — Escolha de larvas de segundo estagio de P. xylostella por folhas novas,
maduras e senescentes de brassicaceas. Preferéncia foi medida em testes de livre
escolha nos quais se possibilitou a larva a selecdo entre trés fragmentos foliares de
diferentes idades do mesmo tipo de bréssica. Barras e desvio padrdo com letras
iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca significativa pelo
teste de Holm-Sidak a 5% para n = 10 larvas ou testes de escolha.

Ndo houve um padrdo generalizado para a escolha de oviposicdo pelas
mariposas. Em couve e couve-flor houve maior postura em folhas senescentes,
qguando comparadas as folhas novas e maduras (Figura 8, couve: Fi7, = 21,06, P <
0,001; couve-flor: F17., = 12,4, P < 0,001). Nestas plantas, houve tendéncias opostas
entre preferéncia e a performance larval (Figuras 5, 6 e 7) em comparacdo com a
preferéncia de oviposi¢do (Figura 8). Por outro lado, nas plantas de mostarda e
rabanete, houve uma maior preferéncia de oviposicao por folhas novas e maduras em

relacdo as senescentes (Figura 8, mostarda: Fi7., = 7,77, P = 0,005; rabanete: F17., =
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11,88, P < 0,001). Nestes casos, a preferencia de oviposicdo coincidiu com

performance (Figuras 5 e 6), mas as larvas ndo apresentaram escolha (Figura 7).
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Figura 8 — Preferéncia de oviposicao de mariposas de P. xylostella por folhas novas,
maduras e senescentes de quatro tipos de brassicaceas. Cerca de 120 casais de
mesma idade foram deixados para ovipositar, durante uma noite, em gaiolas
contendo trés fragmentos de igual tamanho de folhas de diferentes idades de um
mesmo tipo de planta. Barras e desvio padrdo com letras iguais para uma mesma
planta indicam que ndo houve diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5%
para n = 6 gaiolas de oviposicéo.

4.3. Qualidade nutricional das folhas

A concentracdo de proteina total encontrado nas folhas foi inversamente
proporcional ao envelhecimento das mesmas, para todas as plantas analisadas (Figura
9, couve: Fpg.p = 2227,32, P < 0,001; couve-flor: Fyg, = 185,91, P < 0,001; mostarda:
F29.2 = 54,35, P < 0,001; rabanete: F,9., = 56,68, P < 0,001). O conteddo protéico foi

maior nas folhas novas.
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Figura 9 — Concentracdo de proteina total presente nas folhas das trés classes etarias
de quatro espécies de bréssicas cultivadas no campo. Barras e desvio padrdo com
letras diferentes para uma mesma planta indicam que houve diferenca significativa
pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeticdes e triplicatas.

A quantidade de proteina indisponivel para o inseto também diminuiu com o
envelhecimento foliar (Figura 10, couve: Fyg, = 251,45, P < 0,001; couve-flor: Fyg.»
= 183,03, P < 0,001; mostarda: F9., = 28,17, P < 0,001; rabanete: Fyg., = 297,05, P <
0,001). Embora ndo tenha havido diferenca significativa entre folhas novas e
maduras de couve-flor e mostarda, as folhas senescentes apresentaram, de maneira
consistente em todas as plantas, menor conteudo protéico ligado as suas fibras.

O contetdo de fibra em detergente neutro (FDN) aumentou com a idade das
folhas. N&o houve diferenca significativa entre folhas maduras e senescentes, mas

nas folhas novas foi determinado um menor teor de fibras (Figura 11, couve: Fyg, =
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146,09, P = 0,005; couve-flor: Fyq., = 22,47, P = 0,002; mostarda: Fy9., = 37,76, P <

0,001; rabanete: P = 0,841).
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Figura 10 — Concentracdo de proteina indisponivel presente nas folhas das trés
classes etéarias de quatro espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e
desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve
diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeticdes e
triplicatas.

Para rabanete, ndo houve diferenca significativa no contetdo de fibras entre
as trés idades foliares. Possivelmente, um aumento no nimero de repeti¢cbes permita

que se identifique uma tendéncia para essa planta.
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Figura 11 — Concentracdo de fibra em detergente neutro (FDN) presente nas folhas
das trés classes etarias de trés espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e
desvio padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve
diferenca significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeticdes e
triplicatas.

O conteudo de fibra em detergente &cido (FDA), que consiste na
quantificacdo de celulose e lignina presentes no tecido foliar, ndo diferiu
significativamente entre as idades foliares para todas as plantas analisadas (Tabela
2). Contudo, os valores de FDA obtidos foram utilizados para o calculo da

quantidade de hemicelulose presente nas amostras.
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Tabela 2 — Analises de variancia (ANOVA) para o contetdo de FDA das folhas de
trés classes etarias: nova, madura e senescente, de quatro espécies de bréassicas com
n=3 repeticdes e triplicatas.

Planta Fag.2 P

couve 2,145 0,198
couve-flor 4,587 0,062
mostarda 3,578 0,095
rabanete 0,591 0,583

Com o envelhecimento foliar houve aumento na quantidade de hemicelulose
em couve, couve-flor e mostarda (Figura 12, couve: Fyg., = 12,93, P = 0,007; couve-
flor: Fp9., = 18,08, P = 0,003; mostarda: Fg., = 7,61, P = 0,023; rabanete: P = 0,519).
A concentracdo de hemicelulose em folhas maduras e senescentes de couve e couve-
flor ndo diferiu significativamente. Para mostarda, s6 houve diferenca significativa
entre folhas novas e senescentes. Assim como para FDN, os dados ndo permitiram
nenhuma concluséo a respeito do contelldo de hemicelulose em rabanete.

A concentracdo de matéria mineral apresentou correlacdo positiva com o
envelhecimento das folhas para todas as brassicas avaliadas (Figura 13, couve:
Kruskal-Wallis, P = 0,004; couve-flor: Fog., = 44281,02, P < 0,001; mostarda: Fg.» =
7391,95, P < 0,001; rabanete: Kruskal-Wallis, P = 0,004). Contudo, para couve e

rabanete somente houve diferenca significativa entre folhas novas e senescentes.
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Figura 12 — Concentracdo de hemicelulose presente nas folhas das trés classes etarias
de trés espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e desvio padrdo com
letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca significativa
pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeti¢des e triplicatas.

A concentracdo de extrato etéreo presente nas folhas diminuiu com o
envelhecimento foliar de couve e couve-flor. Em ambas as plantas foi encontrada
uma maior quantidade de extrato etéreo nas folhas novas, decrescendo com o
desenvolvimento das folhas. (Figura 14, couve: Fy9, = 12,27, P = 0,004; couve-flor:
Fo9.0 = 26,14, P < 0,001; mostarda: Fog.o = 5,38, P = 0,046; rabanete: Fog.o = 6,46, P =

0,032).
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Figura 13 — Concentragcdo de matéria mineral presente nas folhas das trés classes
etarias de quatro espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e desvio
padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% para couve e rabanete e Holm-Sidak a 5%
para couve-flor e mostarda. Foram amostradas n = 3 repeticdes e triplicatas.

Contudo, ndo houve diferenga significativa entre folhas maduras e
senescentes dessas mesmas plantas. Para mostarda, ndo houve diferenga significativa
do conteudo lipidico total das folhas. Para rabanete, a concentracdo de lipideos foi
menor nas folhas maduras, quando comparadas a determinada nas folhas
senescentes. Nao houve diferenca significativa na concentracdo de lipideos totais em

relacdo as folhas novas.
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Figura 14 — Concentracdo de extrato etéreo presente nas folhas das trés classes
etarias de quatro espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e desvio
padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeti¢des e triplicatas.

Os carboidratos totais foram obtidos pela diferenca encontrada apds a

determinacdo do conteddo de lipideos, proteinas totais e matéria mineral. A

concentragdo de carboidratos totais aumentou com o envelhecimento das folhas, para

todas as plantas avaliadas (Figura 15, couve: Fy9., = 18,51, P = 0,003; couve-flor:

Fog9.o = 20,31, P = 0,002; mostarda: F»g., = 11,40, P = 0,009; rabanete: Fyq., = 18,70,

P = 0,003). Em couve-flor e mostarda ndo houve diferenca significativa entre as

folhas novas e maduras.
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Figura 15 — Concentracao de carboidratos totais presentes nas folhas das trés classes
etarias de quatro espécies de brassicaceas cultivadas no campo. Barras e desvio
padrdo com letras iguais para uma mesma planta indicam que ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Holm-Sidak a 5% para n = 3 repeti¢des e triplicatas.
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Folhas jovens e outros tecidos das plantas em desenvolvimento devem
apresentar niveis mais elevados de nutrientes e de compostos de defesa porque esses
tecidos requerem mais recursos para sustentar um rapido crescimento (McKey, 1974;
Fenny 1976; Rhoades e Cates, 1976). Nesse sentido, observou-se que o
amadurecimento e o envelhecimento foliar das plantas anuais avaliadas afetaram
negativamente a qualidade do tecido vegetal. Com o envelhecimento foliar, houve
aumento das defesas constitutivas, caracterizadas pelo endurecimento foliar
promovido pelo aumento na quantidade de fibras. A digestdo de hemicelulose,
celulose e lignina podem atuar como redutores de digestibilidade para insetos néo
xil6fagos, uma vez que é desvantajosa para a maioria dos insetos. O fator limitante
para o desenvolvimento dos herbivoros é a qualidade da proteina presente na dieta,
ndo o carboidrato. Desse modo, hemicelulose, celulose e lignina podem agir como
redutores de digestibilidade para insetos ndo xil6fagos. Insetos que se alimentam em
dietas nutricionalmente pobres podem apresentar algum tipo de celulase (Campbell,
1990; Terra e Ferreira, 1994) ou contar com organismos simbiontes auxiliares nesse
processo (Martin, 1983;1991). A concentracdo de carboidratos totais também
aumentou com o amadurecimento das folhas. Embora a concentracéo de carboidratos
seja maior nos tecidos foliares mais velhos, eles ndo se encontram disponiveis para o
consumo dos fitdéfagos. Carboidratos que ndo estdo na forma de agucares solUveis sao
empregados, basicamente, no enrijecimento da parede celular, resultando na
diminuicdo da quantidade de nutrientes essenciais disponiveis e atuando como
defesas fisicas contra a herbivoria (Bezemer e Jones,1998).

Em brassicas, o envelhecimento foliar também afeta a composicéo e estrutura

de outras barreiras fisicas. Em geral, a cerosidade da superficie foliar é determinada
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pelo teor de alcano e sinigrina (Spencer, 1996; Ulmer et al., 2002). Folhas de alguns
géneros da familia Brassicaceae apresentam uma camada cerosa epicuticular espessa
(10 um para a canola, Brassica napus) (Stadler e Reifenrath, 2009), composta por
alcanos de cadeia longa (82% de C29 e 16% de C31), cetonas e alcodis secundarios
(Koch et al., 2006). A cuticula cerosa ¢ impermeavel ao vapor d’adgua e aos
compostos polares e, praticamente toda troca gasosa realizada por essas folhas,
incluindo compostos volateis emitidos pela planta, ocorrem por meio dos estbmatos
(Stadler e Reifenrath, 2009). Fendtipos que apresentam camadas cuticulares cerosas
mais densas sofrem menos ataque herbivoro e reduzem a sobrevivéncia das larvas
que se desenvolvem nessas plantas (Eingenbrode e Espelie, 1995), pois as ceras
dificultam a fixacdo dos insetos na superficie das plantas. Neste trabalho, a
concentracdo de extrato etéreo, que corresponde a quantidade total de compostos
apolares presentes nas amostras analisadas, foi maior nas folhas novas de couve e
couve-flor. Spencer et al., (1999) demonstrou que os alcanos presentes nas cuticulas
das bréassicas ndo estimulam a oviposicdo das fémeas de P. xylostella. Contudo, ndo
h& nenhuma demonstracdo convincente que os glicosinolatos estejam presentes nas
ceras que recobrem as folhas das cruciferas, com excecéo de Barbarea vulgaris, uma
espécie de brassica selvagem (Badenes-Pérez et al., 2011), Cultivares de brassicas
contendo camadas epicuticulares muito espessas podem atuar como deterrentes de
oviposicdo de P. xylostella (Eingenbrode e Espelie, 1995), entretanto, essa ndo foi a
correlacdo encontrada para a concentracdo de extrato etéreo e a preferéncia de
oviposicdo das mariposas nas plantas de mostarda e rabanete. Folhas velhas, com
menor concentragcdo de cera, poderiam facilitar a sobrevivéncia dos ovos. Outros

fatores, como a presenca de tricomas, podem estar envolvidos na escolha das fémeas.
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Além das barreiras fisicas, a planta pode aumentar sua resisténcia ao ataque
de herbivoros e patdgenos, reconfigurando seu metabolismo primario (Berenbaum,
1995). A disponibilidade de nutrientes para insetos fitofagos é um dos principais
limitantes a sua performance e sucesso reprodutivo. A inducdo de defesas em couve
(Brassica oleracea) pela aplicacdo de &cido jasmonico reduziu os niveis de agucares
e aminodcidos totais e induziu a producdo de glicosinolatos. Pieris rapae, um
lepidoptero especialista, adaptado a glicosinolatos, e Mamestra brassicae, um
lepidoptero generalista, foram ambos afetados negativamente, pela reconfiguracdo do
metabolismo primério da planta (van Dam e Oomen, 2008). Nitrogénio, agua e
micronutrientes sdo 0s mais importantes constituintes nutricionais para os insetos e
seu conteudo relativo pode afetar a qualidade total da planta para o herbivoro. Partes
jovens de plantas estdo em pleno desenvolvimento, sendo locais de intensa sintese
protéica e outros processos anabdlicos, resultando numa rica fonte de alimento para
os fitéfagos. Em geral, insetos necessitam dos mesmos aminoacidos essenciais
requeridos pelos mamiferos, para crescerem e se desenvolverem, sendo estes obtidos
a partir das proteinas ingeridas na dieta (Slansky e Feeny, 1977; Mattson, 1980; Chen
et al., 2008). Em todas as brassicas avaliadas, as folhas jovens apresentaram uma
maior concentracdo de proteinas totais, com a quantidade decrescendo com o
envelhecimento foliar. Lambdon et al., 2003, encontraram o0 mesmo padrédo para
folhas emergentes, novas, maduras e senescentes de quatro cultivares de Brassica
napus e B. rapa. A concentracdo de nitrogénio total reduziu com o envelhecimento
das folhas para as duas espécies de cruciferas. Folhas senescentes representam um
pequeno reservatorio de recursos para a planta, pois 0s compostos nitrogenados séo
realocados para as vagens durante o periodo de floracdo (Rossato et al., 2001). Nem

toda a proteina permanece de forma disponivel na planta. Neste trabalho, uma

44



quantidade de compostos nitrogenados permaneceu indisponivel para os insetos em
todas as plantas analisadas. A concentracdo de proteina bruta aderida a fibra em
detergente neutro também foi inversamente proporcional ao envelhecimento foliar. A
quantidade de matéria mineral foi diretamente proporcional ao envelhecimento
foliar. Esse resultado é consistente ao encontrado por Miller-Cebert et al., 2009, em
que em trés estagios de desenvolvimento de plantas de canola (B. napus), dos
macronutrientes, K, Na, Ca, Mg e P, apenas a concentracdo de sodio decresceu com
0 crescimento da planta.

A qualidade do tecido vegetal é um dos fatores que afeta a fecundidade dos
herbivoros (Awmack e Leather, 2002) e os insetos podem compensar a menor
disponibilidade de nutrientes em tecidos foliares aumentando o consumo alimentar
ou prolongando o periodo de alimentacdo (Slansky e Feeny, 1977; Augner, 1995;
Winterer e Bergelson, 2001). Neste trabalho, o prolongamento da fase larval ocorrido
com o envelhecimento foliar, ndo assegurou a sobrevivéncia dos imaturos, nem
elevou a fecundidade das fémeas adultas nas folhas senescentes. Pela hipotese do
lento desenvolvimento/alta mortalidade, proposta por Clancy e Price (1987), tecidos
vegetais de baixa qualidade, (i) estenderiam o tempo de desenvolvimento do inseto
ou aumentariam a propor¢cdo de tempo gasto com alimentacdo, e (ii) o
prolongamento do tempo de desenvolvimento e do tempo de alimentagéo tornariam
as lagartas mais vulneraveis a parasitoides, predadores e intempéries (Bernays e
Denno, 1997; Bernays, 1997; Scheirs e DeBruyn et al., 2002; Mulatu et al., 2004). A
alimentacdo compensatoria também pode ser exibida quando a planta apresenta
baixo contetido de nitrogénio (Bezemer e Jones,1998; Whittaker et al., 1999, Coll e
Hughes, 2008). A reducdo na quantidade de proteina bruta e o aumento na

concentragédo de fibras com o envelhecimento foliar podem ter sido fatores causais na
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diminuicdo na qualidade da planta, que contribuiram para o aumento na duracdo da
fase larval e, consequiente aumento no periodo de alimentacédo de P. xylostella.

Se a qualidade nutricional varia entre as folhas de uma mesma planta, espera-
se que as larvas fossem capazes de discriminar entre folhas que representassem um
melhor recurso para o seu crescimento. Contudo, lagartas de segundo instar de P.
xylostella s6 apresentaram preferéncia para folhas jovens em plantas de couve e
couve-flor. Para mostarda e rabanete as lagartas ndo apresentaram nenhuma
discriminacdo entre as folhas. Dados adicionais obtidos em folhas de repolho
apontam que ndo houve diferenca significativa na escolha das lagartas de segundo
instar entre folhas jovens e maduras. Lagartas de quarto instar ndo apresentaram
preferéncia para folhas de nenhuma das trés classes etérias, para as plantas avaliadas.
Em testes de escolha, ja foi demonstrado que lagartas de P. xylostella foram capazes
de realizar escolhas e foram fortemente atraidas por discos de folhas induzidas a
apresentar elevadas concentracdes de glicosinolatos (Mathur et al., 2011).

A hipétese do envelhecimento da planta prediz que insetos herbivoros
especialistas preferem e apresentam melhor performance em plantas novas e partes
jovens de suas plantas hospedeiras do que em plantas ou folhas mais velhas (Karban,
1990; Scheirs et al., 2002; Campos et al., 2003). Embora a fecundidade nédo tenha
apresentado forte diferenca entre as classes etérias para qualquer uma das plantas,
folhas novas asseguraram uma maior sobrevivéncia e um tempo de desenvolvimento
mais curto para P. xylostella. O padrdo decrescente encontrado para a taxa
reprodutiva liquida Ry e para a taxa instantanea de crescimento populacional com o
envelhecimento foliar estd de acordo com as predicbes da hipdtese do

envelhecimento da planta.
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Embora haja correlacfes positivas entre performance da prole e preferéncia
de oviposicdo das fémeas (Carr et al., 1988; Thompson e Pellmyr, 1991; Stein e
Price, 1995; Nylin et al., 1996; Heisswolf et al., 2005; Staley et al., 2009; Karungi et
al., 2010; Sadek, 2011) muitos outros relatos (Thompson, 1988; Courtney e Kibota,
1989; Mayhew, 1997; Jallow e Zalucki, 2003; Rajapakse e Walter, 2007; Clark et al.,
2011) rejeitam a hipotese que fémeas preferem ovipositar em locais onde as larvas
terdo acesso a um recurso de melhor qualidade. De fato, ndo se verificou um padréao
entre o local escolhido para oviposicdo e as folhas de melhor qualidade para o
desenvolvimento das lagartas de P. xylostella. Para duas das plantas hospedeiras,
couve e couve-flor, as mariposas preferiram ovipositar nas folhas de pior qualidade
para a prole, resposta oposta encontrada para as plantas de mostarda e rabanete.
Explicacdes alternativas para a auséncia de um padréo para preferéncia de oviposicao
e performance da prole ndo se aplicam a P. xylostella: (i) Fémeas de algumas
espécies de insetos que se alimentam quando adultas, preferiram ovipositar onde o
recurso € melhor para si, independente da performance das lagartas. Lagartas e
fémeas adultas se alimentariam de recursos diferentes e, nesse caso, as fémeas se
desenvolveriam a custa da performance da prole, alocando energia para reproducéo
(Scheirs e DeBruyn, 2002; Jervis et al., 2008). P. xylostella ndo se alimenta depois de
adulta; (ii) Insetos polifagos apresentariam uma capacidade neural reduzida para
discriminar entre multiplas op¢des quando comparados a insetos mais especializados
na utilizacdo do recurso alimentar (Bernays, 1998; 2001), o que nédo é o caso de P.
xylostella.

Maes e larvas também podem ter interesses conflitantes (Trivers, 1974), mas
h& poucos estudos correlacionando preferéncia e performance larval. E, em geral,

essas pesquisas comparam plantas de diferentes espécies, que diferem em varios
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aspectos constitutivos. Shikano et al (2010) realizaram testes de escolha e néo-
escolha com larvas e fémeas adultas de Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae), um
inseto generalista, em seis plantas de cinco familias diferentes. Nesse caso, tanto as
larvas quanto as mariposas demonstraram preferéncia em se alimentar e ovipositar
em couve e couve-chinesa (B. rapa), plantas consideradas hospedeiras naturais de T.
ni. Contudo, lagartas sdo pequenas e apresentam mobilidade limitada para escolher
entre plantas em condi¢des de campo.

Em nosso estudo, esperavamos que houvesse correlacdo positiva entre a
preferéncia das larvas e das mariposas de P. xylostella, entretanto, essa resposta ndo
foi encontrada. E mesmo que a correlacdo tenha sido negativa, ela deve ser
considerada dentro de um contexto ecoldgico, como interagdes tritroficas. Uma
folha, a principio considerada como um recurso de baixa qualidade nutricional
poderia ser preferida por razBGes adaptativas. A arquitetura da planta pode fornecer
abrigo contra parasitdides e predadores (Bjorkman et al., 1997; Denno et al., 1990;
Lima e Dill, 1990; Nomikou et al., 2003; Heisswolf et al., 2005; Van Mele et al.,
2009) e competidores (Wise e Weinberg, 2002) e fatores abioticos, como o
microclima (Willmer et al., 1996).

Em geral, nas condi¢Ges controladas de laboratério, individuos tratados em
folhas mais velhas apresentaram chances reduzidas de sobrevivéncia e de deixar
descendentes, portanto, tiveram menor aptidao darwiniana do que individuos tratados

em folhas mais novas.
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e CONClusdo

Neste trabalho foi verificado que o envelhecimento foliar de quatro espécies
de bréssicas afetou negativamente todos os parametros avaliados da historia de vida
de P. xyllostella, resultando na redugéo do sucesso reprodutivo e do potencial de
crescimento populacional. A qualidade nutricional foi inversamente proporcional ao
envelhecimento foliar e interferiu negativamente no desenvolvimento do inseto.
Embora as lagartas de primeiro instar tenham preferido as folhas mais novas das
plantas hospedeiras, as mariposas preferiram ovipositar em folhas de pior qualidade,
para duas das plantas avaliadas. E possivel que a arquitetura dessas plantas exija que
as fémeas busquem abrigo contra inimigos naturais ou evitem que variagdes bruscas

no microclima que afetem a sobrevivéncia da prole.
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	3.4.1. Preferência alimentar larval
	A preferência alimentar das larvas foi avaliada em testes de múltipla escolha usando discos de folhas novas, maduras e senescentes. Em cada teste de escolha foram oferecidos três discos foliares (( = 5cm), um para cada classe etária. Os discos foram c...
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