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RESUMO

PEREIRA, Giovanna dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2026. O efeito da disrupcao da microbiota no crescimento de Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Orientador: Jose Eduardo Serrao.

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), destaca-se como
uma das pragas agricolas mais destrutivas e resistentes globalmente. Apesar de seu
impacto econdmico, alguns aspectos da sua biologia, como o papel funcional de sua
microbiota intestinal permanece um tema de debate, se enquadrando dentro do
"dilema de lepidoptera"”, que questiona se a associagdo bacteriana do clado €
residente e essencial ou meramente transitéria. Este trabalho investigou a hipotese
de que a simbiose intestinal em Lepidoptera é facultativa, porém funcionalmente
critica sob estresse, sendo modulada pelo sistema imune do hospedeiro. O objetivo
foi avaliar como a modulacdo do microambiente intestinal, através de estressores
quimicos distintos, impacta o desenvolvimento e a sobrevivéncia do inseto. Para
tanto, lagartas foram submetidas a um gradiente de concentracées de tetraciclina
para supressao bacteriana e a doses subletais de imidacloprido como desregulador
imunoldgico, isoladamente e em combinagdo. Especificamente foram avaliados
parametros de duracao de instar, tempo de desenvolvimento total, mortalidade, peso
pupal e taxa de emergéncia de adultos. Os resultados revelam que a resposta de P.
xylostella a disbiose ndo é binaria, mas dependente da intensidade do estresse uma
vez que baixas concentragdes de antibidtico aceleram o desenvolvimento, enquanto
a maiores sao letais. Crucialmente, a associacdo do antibiético com imidacloprido
transformou quadros de adaptacdo em colapso metabdlico e travas de
desenvolvimento, evidenciando que o inseticida, ao suprimir a producdo de
peptideos antimicrobianos, impede o hospedeiro de modular a comunidade
bacteriana. Dessa forma, os resultados indicam que P. xyllostela é capaz de modular
ativamente sua microbiota, utilizando essa plasticidade para restabelecer a
homeostase frente a agentes estressores.

Palavras-chave: Neonicotinoides; Simbiose; Imunidade de insetos; AMP



ABSTRACT

PEREIRA, Giovanna dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2026. The effect of microbiota disruption on the growth of Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae). Adviser: Jose Eduardo Serrao.

The diamondback moth, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), is recognized
as one of the most destructive and resistant agricultural pests globally. Despite its
economic significance, aspects of its biology, such as the functional role of its gut
microbiota, remain debated, framing the "Lepidoptera dilemma," which questions
whether bacterial associations in this clade are resident and essential or merely
transient. This study tested the hypothesis that gut symbiosis in Lepidoptera is
facultative yet functionally critical under stress, subject to modulation by the host's
immune system. The objective was to evaluate how modulating the gut
microenvironment via distinct chemical stressors affects insect development and
survival. Larvae were exposed to a concentration gradient of tetracycline for bacterial
suppression and to sublethal doses of imidacloprid as an immune disruptor, both in
isolation and in combination. Evaluated parameters included instar duration, total
development time, mortality, pupal weight, and adult emergence rates. Results reveal
that the response of P. xylostella to dysbiosis is not binary but dependent on stress
intensity; low antibiotic concentrations accelerated development, whereas higher
concentrations proved lethal. Crucially, combining the antibiotic with imidacloprid
transformed adaptation states into metabolic collapse and developmental arrest,
demonstrating that the insecticide, by suppressing antimicrobial peptide production,
hinders the host's ability to modulate the bacterial community. Consequently, the
findings indicate that P. xylostella actively modulates its microbiota, utilizing this
plasticity to restore homeostasis when facing stressors.

Keywords: Neonicotinoids; Symbiosis; Insect immunity; AMP
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1. INTRODUCAO

A microbiota de insetos pode ser dividida em duas categorias principais: 0s
endossimbiontes, que habitam células ou 6rgaos especializados, € os ectossimbiontes, que
ficam fora dessas células (Serrato-Salas e Gendrin, 2023). Os endossimbiontes estabelecem
uma relagdo proxima com o hospedeiro, a ponto de, em alguns casos, ndo conseguirem ser
cultivados fora dele, uma vez que podem perder parte do seu genoma por inativagdo ou
dele¢dao (Moya et al., 2008). A transmissdo desses endossimbiontes ¢ geralmente vertical, ou
seja, ocorre da mae para a prole, ou, no caso de insetos eussociais, por meio de contato entre
os membros da mesma colonia, o que favorece a selegdo das bactérias benéficas (Douglas,
2015). Os ectossimbiontes, embora ndo tenham uma relacdo intima com os hospedeiros,
podem habitar espagos internos do corpo do inseto, como o intestino médio ou até mesmo a
hemocele. Ainda que ndo sejam estritamente necessarios, estes microrganismos sao benéficos
para o hospedeiro e sao adquiridos de forma horizontal, principalmente pela alimentacao, pelo
contato com outros individuos da mesma espécie ou por dejetos (Engel e Moran, 2013).

As principais fungdes desempenhadas pela microbiota podem ser divididas em dois
grandes grupos: nutricionais e protetivas. A primeira fun¢do ¢ a mais conhecida,
microrganismos sdo capazes de fornecer diversos nutrientes aos seus hospedeiros, como
vitaminas, aminoacidos essenciais, esterois e até mesmo fixarem nitrogénio, seja por meio da
produgdo direta dos compostos ou auxiliando a degrada-los (Engel e Moran, 2013; Douglas,
2015; Serrato-Sallas e Gendrin, 2023). As fun¢des protetivas, envolvem diversos parametros,
como lidar com a infec¢do de possiveis patdgenos por meio de treinamento do sistema
imunolégico do hospedeiro (Engel e Moran, 2013), competicdo por recursos (Johnston e
Rolff, 2015) ou ataque direto aos patdégenos (Vorburger e Perlman, 2018). H4 também a
protecdo contra toxinas, em que a microbiota ¢ capaz de degradar potenciais compostos
toxicos como a cafeina (Ceja-Navarro et al., 2015) ou toxinas sintéticas (inseticidas), como

reportado em Riptortus pedestris (Hemiptera: Alydidae) expostos a fenitrotion (Kikuchi e
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Yumoto, 2013) e Plutella xystostella (Lepidoptera: Plutellidae) expostas ao clorpirifos (Xia et
al., 2018).

Douglas (2014) propde que a evolugdo de Eukaryota estaria intimamente relacionada a
interagdo com o microbioma, ndo apenas pela capacidade de habitar ambientes aerdbicos
gragas as mitocondrias ou por serem autotroficos devido aos cloroplastos, mas também pelo
fato de reduzirem seu escopo metabolico ao terceirizar a sintese de aminodcidos essenciais ou
até mesmo a sintese de acidos graxos, como em artropodes. Em 2015 continuou seu trabalho,
mas agora descrevendo os insetos como seres multiorganismo, uma vez que a aptidao desses
animais estd intimamente relacionada com o bom funcionamento da sua microbiota residente
(Douglas 2015). Em 2024, Scott Gilbert propds um novo conceito na biologia do
desenvolvimento, a simpoiese. Nele, o individuo ndo seria resultado apenas das células
zigbticas, mas o produto da interacdao de todas as espécies que lhe compde. Dessa forma, nao
existiria a no¢ao de “individuo bioldgico” sob nenhum parametro, sendo cada organismo um
holobionte (superorganismo composto pelo hospedeiro e sua microbiota), com o estudo do
desenvolvimento focando em um tnico genoma sendo visto como limitado (Gilbert, 2024).

Apesar desse complexo microrganismo/inseto ser cada vez mais explorado e
corroborado, em lepiddpteros ha uma aparente contradicdo. Hammer et al. (2017) propuseram
que lepiddpteros ndo abrigariam nenhuma bactéria residente ou um microbioma central,
estando o sucesso evolutivo associado ao fato de ndo necessitarem de microbiota para
explorar seus ambientes, uma vez que possuem estratégias proprias de desintoxicagdo e
digestdo, como ruptura mecanica, enzimas digestivas produzidas endogenamente e pH
intestinal alcalino. Essa capacidade de atuar independentemente pode ter um papel vestigial
da microbiota, por meio da aquisi¢do génica de enzimas com fungdes relacionadas durante
seu processo evolutivo. Sendo assim, ndo faria sentido “pagar alguém para fazer” e se expor a

riscos de seus microrganismos se tornarem patogénicos ou de oportunistas aproveitarem um
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ambiente propicio. Dessa forma, Hammer propde que nio exista apenas holobiontes, como
também individuos stricto sensu ¢ essa relacao de individuo com sua microbiota se basearia
em um espectro de interagdes.

Phalnikar et al. (2019) sugerem que possa existir uma associacdo em Lepidoptera, mas
essa nao seria dietética, uma vez que a exclusdo de uma das principais fun¢des da microbiota
com o uso de antibidticos, ndo permite a deteccdo de alguma bactéria oportunista ou patogena
que possa ser controlada pelo microbioma intestinal. Isso foi demonstrado em Spodoptera
spp. (Lepidoptera: Noctuidae) que em tratamentos apenas com antibidticos, ndo apresentou
diferenga de organismos axénicos € o grupo com a microbiota (Devi et al., 2022). Entretanto,
ao se explorar a infec¢do por Bacillus thuringiensis (Bt), foi reportado que se o inseto nao
tivesse contato com bactérias durante seu desenvolvimento, sua tolerdncia a Bt seria
drasticamente reduzida, uma vez que elas teriam func¢do na pré-ativacdo imunoldgica do
organismo do hospedeiro (Broderick et al., 2010).

Shao (2024) propde que as interacdes entre o microbioma e o seu hospedeiro
dependem do contexto ambiental e ecoldgico que habitam, o que ndo pode ser elucidado em
condi¢cdes ideais utilizadas nos estudos laboratoriais. Isso explicaria o motivo de diferentes
estudos com clados semelhantes demonstrarem resultados contraditorios, como em S. litura
alimentada com folhas de mamona embebidas com estreptomicina e rifampicina ndo
apresentarem alteragdo na sua tabela de vida (Devi et al., 2022), enquanto em S. frugiperda ao
serem alimentadas com dieta artificial, em concentragdes mais baixas dos antibidticos,
demonstraram um menor peso corporal, menores taxas de sobrevivéncia e menor aptidao
reprodutiva (Fu et al., 2024). Dessa forma, sugere-se que a simbiose em Lepidoptera ndo seja
residente e que o inseto seja capaz de modular sua populacdo simbionte conforme as

demandas do contexto ecoldgico.
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Além disso, a discussdo deixa de considerar aquelas espécies que possuem uma
alimentacgdo restrita (oligafas e monofagas), como Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae),
que se alimenta de solanaceas, mas principalmente o tomate (Campos et al., 2017); Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), que consome cera de abelha (Kong et al., 2019); e P.
xylostella, restrita a brassicas. Essas espécies, por mais que estejam em contextos ecologicos
diferentes, sdo mais especificas e intimas a sua alimentagdo que espécies polifagas como
Spodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Os achados nessas
espécies sdo contrarios a hipdtese do dilema de lepidoptera. Em 7. absoluta, populagdes
geograficas distintas mantém a mesma diversidade alfa, caracterizando um microbioma
residente (Zare Banadkuki et al., 2024), possuem células intestinais que abrigam bactérias
(Santos et al., 2015) e uma comunidade bacteriana com mais de 20 grupos funcionais (Lateef
et al., 2024). Similarmente, a microbiota de G. mellonella oferece protecdo contra
entomopatogenos (Johnston e Rolff, 2015) e apresenta translocagdo bacteriana para os
ovocitos (Freitak et al., 2014), enquanto em P. xylostella observa-se fixacdo de nitrogénio in
vitro (Indiragandhi et al., 2008) e presenca de genes para celulase ausentes no genoma do
hospedeiro (Xia et al., 2017). Dessa forma, ¢ plausivel sugerir que esse “dilema de
Lepidoptera” evidencie ndo uma contradi¢do, mas a natureza facultativa dessa simbiose, na
qual o hospedeiro parece modular a comunidade microbiana para atender as demandas
especificas impostas por sua dieta ou pelo ambiente. Assim, para compreender os servigos
prestados por essa, € necessaria a investigacao de casos isolados sob diferentes interagdes.

Dentre os Lepidoptera, P. xylostella, também conhecida como traca-das-cruciferas, ¢
um microlepidoptero oligdéfago que se alimenta especificamente de brassicas sendo
considerado uma das pragas agricolas mais destrutivas do mundo, podendo causar perdas de
rendimento de até 90% em cultivos, somando mais de US$ 4 bilhdes de prejuizo anuais pelo

mundo (Zalucki et al., 2012; Ahmed et al., 2022). Um dos principais motivos de tamanho
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dano estd na facilidade dessa espécie em desenvolver resisténcia a basicamente todas as
classes de inseticidas modernos. Segundo o Banco de Dados de Resisténcia a Pesticidas de
Artrépodes (APRD, 2026), essa espécie possui resisténcia a 104 ingredientes ativos unicos de
inseticidas em 1.099 casos documentados e ¢ classificada como a praga mais resistente a
inseticidas do mundo. Essa resisténcia se estende aos bioinseticidas, incluindo 14 variantes de
proteinas de B. thuringiensis, historicamente eficazes contra Lepidoptera (APRD, 2026).

Outros fatores para o sucesso dessa praga agricola ¢ seu ciclo de vida curto e alta
fecundidade (Jaleel et al., 2019). A espécie possui apenas quatro instares que duram em média
dois dias cada e um periodo de pupagdo com média de quatro dias, totalizando 12 dias de
desenvolvimento pos-embrionario (Gu et al., 2022). Em comparacdo a outros lepiddpteros
considerados pragas agricolas como H. armigera e S. frugiperda que concluem seu
desenvolvimento em 30 a 60 dias (Kriticos et al., 2015; Bentes et al., 2024), sua capacidade
de re-infestacdo nos campos de cultivo ¢ ainda maior. Quando adultos, iniciam a maturidade
sexual no segundo dia pos emergéncia, ovipositando por mais de 12 dias, com um pico no
quarto dia, chegando a colocar 150 ovos em 24 horas (Ahmed et al., 2022).

Diferentes estudos investigaram a composi¢ao da microbiota de P. xylostella, sendo o
filo mais representativo Proteobacteria, seguido de Firmicutes, sendo as familias mais
abundantes a Enterobacteriaceae (Proteobacteria: Enterobacteriales) e Carnobacteriaceae
(Firmicutes: Lactobacillales) (Xia et al., 2013; 2017). O género Wolbachia também ¢
encontrado entre os simbiontes dessa espécie, caracterizado por manipular o comportamento e
a biologia do hospedeiro, sendo transferido pela fémea via ovocito, podendo induzir
partenogénese e influenciar na fecundagdo com machos nao infectados (Nation, 2022; Zhu et
al., 2023). Ademais, diferente do que ¢ descrito em outros lepiddpteros, o perfil taxondmico
dos simbiontes se mantém relativamente estavel em todos os estagios de vida, embora a

diversidade seja maior na fase larval devido a demanda metabdlica para degradar carboidratos
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complexos das plantas (Xia et al., 2013). O estudo metagenomico de Xia et al. (2017) apontou
diversas fungdes executadas pela microbiota de P xylostella, como biodegradagdo
xenobidtica, metabolismo de terpendide, digestio de celulose e hemicelulose, sintese de
histidina e treonina. Além da nutri¢do, a microbiota pode influenciar diretamente a resisténcia
a inseticidas. O género Enterococcus foi capaz de aumentar a resisténcia de P. xylostella a
clorpirifés em 23%, enquanto a presenca de Serratia teve efeito oposto, reduzindo-a na
mesma propor¢ao (Xia et al., 2018). Isso sugere que a composi¢do da comunidade intestinal
pode ser um fator determinante na capacidade da praga de sobreviver a pesticidas.

A modulacdo da microbiota intestinal em P. xylostella frente a diferentes contextos
ambientais possui evidéncias robustas. Han et al. (2025) demonstraram que, embora os 50
clados bacterianos principais se mantenham estaveis, a abundancia varia conforme a demanda
fisioloégica. Neste sentido, nos ovos, o género Corynebacterium estd altamente presente e
relacionado a sintese de aminoacidos. Nos primeiros estdgios larvais, Ruminococcus e
Prevotella, conhecidos na decomposi¢ao de paredes celulares e polissacarideos, sdo altamente
presentes no intestino. Enquanto no IV instar, a abundancia de Massilia e Comamonas se
torna superior, conhecidas por sintetizar compostos antibacterianos e degradar compostos
aromaticos. J& em pupas, estagio em que ndo hd como se alimentar, Enterobacter se torna
mais abundante, associada a sintese de reguladores do metabolismo de cofatores e vitaminas.
Ou seja, a abundancia de diferentes bactérias ¢ alterada dependendo do contexto do
desenvolvimento em que o animal se encontra. Contudo, essa dindmica pode ser alterada por
fatores antropicos. Li et al. (2025) demonstraram que a exposi¢do ao inseticida clorpirifos
favorece o crescimento de Enterococcus mundtii, o que aumenta a resisténcia da traca a esse
quimico. Entretanto, esse aumento populacional desse mesmo simbionte torna o inseto mais

vulneravel ao Bt (Chen et al., 2024).



14

O sistema imunolégico de insetos ¢ formado apenas por uma resposta inata, que
consiste em uma resposta fisica, celular e humoral (Heddi e Zaidman-Rémy, 2018). A ltima
¢ formada principalmente por peptideos antimicrobianos (AMP) e espécies reativas de
oxigénio (ERO), que apesar de estarem presentes em niveis basais nos tecidos do organismo,
sdo ativadas rapidamente frente a padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMPs), como peptideoglicanos e proteinas de ligagdo de Gram-negativas (Ferrarini et al.,
2022). Em um cenario de interacdes simbidticas com microrganismos, a preservacdo da
relacdo precisa ser feita com cuidado, para evitar que o hospedeiro ataque seus parceiros,
quatro principais estratégias sdo usadas: 1) capacidade de diferenciar MAMPs dos simbiontes
e de patogenos, ii) formagdo de biofilme que resulta em tolerdncia imunologica, iii)
compartimentalizacdo dos simbiontes em Orgdos especializados como bacteridcitos e iv)
desativagdo de vias imunoldgicas em locais de residéncia da comunidade simbidtica, como no
intestino (Heddi e Zaidman-Rémy, 2018; Ferrarini et al., 2022).

Para que o individuo seja capaz de selecionar quais parceiros sdo necessarios para o
auxiliar a enfrentar os desafios ambientais, é necessario tornar o microambiente interno
favoravel para que estes prevalecam sobre os outros. Assim, AMPs sdo utilizados como
reguladores da microbiota (Douglas, 2015; Simhadri et al., 2017; Sarvari et al., 2020).
Existem diversos tipos de AMPs que atuam em diferentes estruturas bacterianas, fazendo com
que algumas bactérias sejam mais resistentes que outras, permitindo que a expressdo desses
peptideos nao resulte em axenia do intestino, mas sim uma regulagdo populacional (Sarvari et
al., 2020). Contudo, essa dindmica pode ser alterada mediante estimulos externos como
infec¢do por algum patdgeno ou xenobiodtico que cause disrupgdo na comunidade microbiana
e permitindo a patogenicidade de alguma espécie outrora simbionte (Vonaesch et al., 2018).

Essa perturbagdo do microambiente pode causar um processo inflamatorio que promove a
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produ¢do de AMP de forma exacerbada ao ponto de danificar a microbiota e, com isso, ter
consequéncias fisioldgicas irreversiveis (Arias-Rojas et al., 2023).

Dentre os xenobidticos com potencial para regular o sistema imune estd o
imidacloprido, primeiro inseticida neonicotindide comercial, sendo um dos mais conhecidos e
aplicados principalmente contra pragas sugadoras como pulgdes, trips e cigarrinhas (Sheets,
2010). Atua no sistema nervoso do inseto através do desequilibrio da concentragdo do ion
calcio por meio do receptor nicotinico de acetilcolina, levando a seu acimulo em sinapses,
causando disfun¢des motoras, sensoriais € morte (Pang et al., 2020). No entanto, varios
estudos relatam que esse inseticida ¢ capaz de alterar o sistema imunoldgico do inseto,
impactando a expressdao de genes envolvidos na resposta imune, principalmente aqueles
relacionados a produ¢do de AMPs (Martelli et al., 2020). Por esta razdo, o imidacloprido ¢
também um ativador imune em baixas concentracdes em organismos que ndo foram

imunoativados (Malladi et al., 2023).

2. OBJETIVO

Considerando que a homeostase intestinal depende de um equilibrio dinamico e a
disbiose pode ocorrer em diferentes niveis de severidade, o objetivo deste trabalho ¢ modular
o microambiente intestinal de P. xylostella utilizando dois mecanismos distintos de estresse: a
exposi¢do ao imidacloprido e a um gradiente de concentragdes do antibidtico tetraciclina.
Assim, busca-se investigar como as resultantes configuracdes na estrutura da microbiota

impactam o desenvolvimento e a sobrevivéncia do inseto.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao das lagartas

Lagartas de quarto instar de P. xylostella foram coletadas da criacdo do Laboratdrio

de Enzimologia do Instituto de Biologia Aplicada a Agricultura e Pecudria (BIOAGRO) da
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Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil e mantidas em potes plésticos a 27 + 1
°C e 70% = 5% de umidade relativa e alimentadas ad libitum com folhas de couve (Brassica

oleracea, Brassicaceae) para compor a populacio usada nos testes.

3.2 Bioensaio de concentra¢cao-mortalidade

Para definir a concentragao utilizada nas exposi¢des posteriores, foi realizado um
bioensaio de toxicidade de imidacloprido em lagartas de II instar por 48h (IRAC, 2011). As
folhas de couve foram cortadas em quadrados de 9 cm?, imersas em imidacloprido (Provado®
200, suspensao concentrada, 200 g/L, Sumitomo Chemical Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) por
10 minutos e posteriormente secas ao ar nas seguintes concentragoes: 150, 250, 600, 1200 e
2500 mg/L (Rodriguez-Rodriguez et al., 2021). As folhas do grupo controle foram imersas em
agua destilada por 10 minutos. Os espécimes foram individualizados, com 10 para cada

concentracao.

3.3 Montagem dos grupos experimentais

Os insetos de primeiro instar foram separados em dois grupos: aqueles programados
para receber a concentracdo de imidacloprido no segundo instar e aqueles que ndo seriam
expostos. Estes ultimos foram utilizados como controle e para o tratamento com o antibiotico
cloridrato de tetraciclina (capsulas de 500 mg, Prati-Donaduzzi, Toledo, PR, Brasil;)
compondo o grupo TETR. A exposi¢cdo com tetraciclina se baseou em trés concentragdes
provenientes da dilui¢do da concentracdo descrita como vidvel para experimentos por Lin et
al. (2015): 3 mg/ml, 0,3 mg/ml e 0,03 mg/ml. Para exposicao ao imidacloprido foi utilizada a
CL,, (278.46 mg/L) calculada anteriormente, adicionada nos insetos tratados apenas com o
inseticida (IMIDA) e nos submetidos a estresse, que também levavam uma das trés
concentragdes de tetraciclina (ESTR). Ao final, o experimento foi montado em duas réplicas
temporais com oito tratamentos separados em quatro replicatas com 10 individuos em cada

(n=320) conforme a Tabela 1
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Tabela 1. Grupos experimentais de Plutella xylostella

Tratamento Alimentagao

Controle Folhas sem tratamento

IMIDA Folhas com CL,, de imidacloprido por 48h no segundo instar

TETRCI Folhas com 0,03 mg/mL de tetraciclina

TETRC2 Folhas com 0,3 mg/mL de tetraciclina

TETRC3 Folhas com 3 mg/mL de tetraciclina

ESTRC1 Folhas com 0,03 mg/mL de tetraciclina + CL,, de imidacloprido por 48h

no segundo instar

ESTRC2 Folhas com 0,3mg/mL de tetraciclina + CL,,de imidacloprido por 48h no
segundo instar

ESTRC3 Folhas com 3 mg/mL de tetraciclina + CL,, de imidacloprido por 48h no
segundo instar

3.4 Avaliacio de parametros bioldgicos

Cada um dos tratamentos foi avaliado nos seguintes parametros biologicos: duragdo
de cada instar, tempo de desenvolvimento larval e total (larva-adulto), mortalidade por instar e
total, peso pupal e taxa de emergéncia de adultos.

A duragdo de cada instar e tempo de desenvolvimento total foi calculado em dias
necessarios para 50% dos individuos de cada repeti¢do completarem a muda para o instar
subsequente, por interpolacdo linear sendo chamado de DT, (Chi et al., 2020). A metodologia
foi escolhida para mitigar o viés de sobrevivéncia gerado por médias aritméticas, pois confere
maior robustez aos indices de desempenho populacional, permitindo registrar uma trava no
desenvolvimento (quando a transi¢do ndo atinge o limiar de 50%) e os atrasos fisiologicos
acumulados. Em experimentos de estresse subletal e de desenvolvimento que possuem alta
taxa de mortalidade, a média aritmética dos sobreviventes tende a subestimar o tempo real de
desenvolvimento da populacdo, uma vez que considera apenas os individuos fisiologicamente

mais aptos a lidar com a interferéncia dos xenobidticos.
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A férmula utilizada para a interpolagdo linear do DTjy, foi:

DTS0 =Ta + (Th — Ta) X—p—
onde,
Ta = Tempo (dia de observacdo) anterior onde a porcentagem acumulada ¢ menor que 50%
Tb = Tempo (dia de observagao) posterior onde a porcentagem acumulada € maior que 50%.

Pa = Porcentagem acumulada de transi¢do no tempo Ta.

Pb = Porcentagem acumulada de transi¢ao no tempo Tb.

O peso pupal foi registrado individualmente em balanga analitica de precisdo AY220
(Shimadzu do Brazil Comércio Ltda), a medida que os insetos atingiram esse estagio de
desenvolvimento. O tempo pupal foi medido em dias, do momento da pupacdo até a
emergéncia do adulto. A taxa de emergéncia foi calculada como a propor¢cdo de pupas que

completaram a metamorfose com sucesso. Sendo calculada por:

Adultos Emergidos
g 100
Pupas formadas

Taxa de emergéncia =

3.5 Analises estatisticas
A andlise de concentracdo-mortalidade foi realizada através da utilizacdo de um
modelo binomial Probit. O peso pupal, emergéncia e os dados de duracdo de instar DTj,
foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias
(Levene). Posteriormente foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados
(GLM) de familia Gamma (link log). Inicialmente, modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) foram ajustados, incluindo o pote de criagdo como efeito aleatorio, a fim de avaliar
a existéncia de dependéncia entre observagdes. Como o efeito aleatorio nao explicou variagao
adicional relevante e ndo foi detectada superdispersao nos residuos, os dados foram analisados
por meio de modelos lineares generalizados (GLM). Quando qualquer teste detectou

diferencas significativas, as médias foram comparadas post-hoc pelo teste de Tukey (HSD)
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(para dados paramétricos) ou pelo teste de Dunn (para dados ndo-paramétricos). A
mortalidade total foi analisada por meio de modelos lineares generalizados mistos (GLMM),
com distribui¢do binomial. O tratamento foi considerado efeito fixo e o pote de criagdo como
efeito aleatorio. O efeito global dos tratamentos foi avaliado por teste de razdo de
verossimilhanga, e as comparagdes multiplas realizadas com estimativas marginais ajustadas
pelo método de Tukey. A mortalidade por instar foi avaliada por meio de analise de
sobrevivéncia, utilizando o estimador de Kaplan—Meier, que permite estimar a probabilidade
de ocorréncia do evento ao longo do tempo. Individuos que ndo completaram a transi¢do para
o proximo estagio durante o periodo experimental foram tratados como dados censurados.
Todas as analises foram realizadas no software R (R Core Team, versao 4.4.2, 2024), ¢

um nivel de significancia de 5% (a = 0,05) foi adotado.

4. RESULTADOS

4.1 Bioensaio de concentracio-mortalidade

A andlise Probit revelou que o modelo de concentragdo-mortalidade foi ajustado ()
= 0.635, gl = 3, Intercepto = 0.573, p = 0.670) e permitiu a estimacdo dos pontos
toxicologicos relevantes do imidacloprido a lagartas de II instar de P. xylostella (Figura 1). A
concentragdo letal média (CLs,) foi 1212.6 mg/L, e a CL,, foi 278,5 mg/L. Além disso, a

mortalidade no controle foi nula.
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Figura 1. Analise Probit mostrando as principais concentragodes letais (CL) de imidacloprido

na populacdo de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Duracao de instar

O tempo de desenvolvimento entre os instares de P. xylostella foi significativamente
alterado pelos tratamentos para a manipulacdo da microbiota, apresentando uma alteragao
significativa nos primeiros instares de desenvolvimento (Figura 2). No primeiro instar, as
larvas expostas ao IMIDA (3,73 £+ 0,45 dias) e ESTRC1 (3,81 £ 0,10 dias) foram similares ao
controle (3,80 + 0,41 dias) com os menores tempos, com um DTs, médio de 3 dias. Os insetos
dos tratamentos TETRC1 (5,00 £ 0,00 dias), TETRC2 (5,00 + 0,57), ESTRC2 (5,00 £ 1,00) e
TETRC3 (5,40 £ 0,20) apresentaram um resultado intermediario, com DTy, de 5 dias. O
atraso tornou-se mais acentuado na combinagdo dos agentes estressores em ESTRC3 6,12 +
0,65 dias de desenvolvimento.

A partir do segundo instar, as diferencas de transi¢do evidenciaram uma sobrecarga

fisiologica (Figura 2). Os insetos dos tratamentos TETRC3 (3,35 + 0,55 dias), ESTRCI (3,31
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+ 0,65 dias) e ESTRC3 (2,30 + 0,30 dias) foram similares ao controle (2,42 + 0,35 dias). Os
extremos foram observados por insetos expostos a baixa concentracdo de antibiotico como
TETRCI com 1 + 0,33 dia e IMIDA e ESTRC2 que atrasaram seu desenvolvimento por 4,05

+ 0,09 e 6 + 0 dias, respectivamente.

Notadamente, nos estagios de larvais III e IV, os insetos dos tratamentos ESTRC2 e
ESTRC3 apresentaram interrup¢do do desenvolvimento, ndo sendo possivel determinar o
DTs, devido a mortalidade superior a 50% antes da conclusdo da ecdise. Nos demais
tratamentos, os tempos de duracdo apresentaram médias numericamente superiores ao
controle, mas compartilhando similaridade estatistica com as demais concentragdes (Figura
2), caracterizando um impacto subletal progressivo no desenvolvimento. O mesmo seguiu na
pupa, com uma dilagdo temporal em TETRC2 e TETRC3, mas que foram semelhantes ao

controle (Figura 2).

4.2.2. Tempo de desenvolvimento total

A duracao das fases imaturas de P. xylostella apresentou variagdes significativas em
resposta aos tratamentos (Figura 3). Os tempos de desenvolvimento apresentaram um
escalonamento, onde os insetos submetidos a concentracdes intermediarias de tetraciclina
representaram pontos de transicdo entre o padrao basal e os extremos de atraso. No periodo
larval, controle completou a fase em 8,25 + 0,36 dias com prolongamento na segunda
concentracdo de antibiético TETRC2 (9,60 + 0,40 dias), subindo para 11,33 £+ 0,40 dias no

grupo TETRC3.
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Figura 2 - Duracdo dos estadios larvais de 1 a4 (L1-L4) de Plutella xylostella (Lepidoptera:

Plutellidae) sob diferentes tratamentos. Os dados foram avaliados pelo tempo médio da

populacdo (DTs), submetidos a Modelos Lineares Generalizados (GLM) de familia Gamma

(link log). As barras representam a média + erro padrdo. Letras idénticas sobre as barras

indicam auséncia de diferenga pelo teste de Tukey (p > 0,05)

No desenvolvimento total de larva-adulto, os insetos expostos ao inseticida (13,6 +

0,52 dias) e concentragdo baixa de antibidtico (ESTRCI, 14,9 + 0,52 dias) foram maiores que

no controle (12,7 + 0,52 dias), com maiores preiodos no TETRC3 (17,6 £ 0,60 dias) e

ESTRC3 (17,0 + 0,52 dias) (Figura 3).



23

Fase do ciclo Periodo tanrat‘:l Periodo pupal

[a—
&

Duragéo (dias)
S

h
1

CONTROLE IMIDA TETRC1 TETRC2 TETRC3 ESTRC1 ESTRC? ESTRC3

Tratamento

Figura 3 - Duragdo do desenvolvimento total (larva-adulto) de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) submetida a diferentes tratamentos. As barras representam a média

+ erro padrdo. Letras idénticas sobre as barras indicam auséncia de diferencga pelo teste de

Tukey (p > 0,05).

4.3 Mortalidade

4.3.1 Mortalidade total

A mortalidade total diferiu significativamente entre os tratamentos (p < 0,001). Os
insetos dos tratamentos com inseticida e as duas menores concentragdes de tetraclina
apresentaram mortalidade similar ao controle, enquanto os insetos dos tratamentos TETRC3 e
ESTRC3 apresentaram as maiores taxas de mortalidade com 75% e 70%, respectivamente
(Figura 4). Insetos dos tratamentos ESTRC1 e ESTRC2 nao diferiram do controle ou do

controle positivo, nem dos tratamentos de maior mortalidade (Figura 4).
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Figura 4: Mortalidade total em Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) exposta a
diferentes estressores de microbiota. As barras representam a média + erro padrdo. Letras

idénticas indicam auséncia de diferencga pelo teste de Tukey (p > 0,05).

4.3.2. Mortalidade por instar

A mortalidade de P. xylostella foi significativamente influenciada pelos tratamentos,
conforme demonstrado pela analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (Log-rank test; X? =
31,45; gl = 7; p < 0,0001; Figura 5). As curvas de sobrevivéncia apresentaram respostas
diferentes aos estressores aplicados. O tratamento ESTRC3 (Imidacloprido CL,, +
Tetraciclina C3) apresentou o impacto mais imediato, com um declinio acentuado na
probabilidade de sobrevivéncia entre das larvas do primeiro e quarto dia de experimento,
correspondendo aos instares I e II, respectivamente, (Figura 5), caracterizando um perfil de

letalidade aguda. Em contrapartida, os insetos dos tratamentos com concentra¢des baixas de
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antibioticos, TETRC1 e TETRC2, apresentaram uma trajetoria de sobrevivéncia mais estavel
nos instares iniciais, mas os Obitos foram distribuidos de forma gradual entre o terceiro e o
quarto instar larval (dias 5 a 10; Figura 5). No grupo tratamento isolado com inseticida (15
dias), similar ao controle (11 dias; figura 5), concentrando-se na transi¢ao para a fase de pupa
ou durante a emergéncia do adulto. Adicionalmente, os insetos do tratamento ESTRCI1
apresentaram desvio na curva de sobrevivéncia superior ao registrado para aqueles expostos
isoladamente ao inseticida (Figura 5). Os insetos do tratamento TETRAC3 apresentaram a
maior mortalidade, que ocorreu distribuida por todo o periodo, ndo possuindo picos de

mortalidade (Figura 5).
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Figura 5 - Curvas de sobrevivéncia de larvas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
submetida a diferentes tratamentos com o inseticida imidacloprido e o antibiotico tetraciclina.
4.4 Peso pupal

O peso pupal de P. xylostella foi significativamente influenciado pela manipulagio da

microbiota larval (p < 0,05; Figura 6). O grupo controle apresentou o maior peso médio (6,14
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+ 0,17 mg), e observou-se uma redugdo consistente. Os insetos de todos os tratamentos com
imidacloprido + tetraciclina (ESTR C1, C2 e C3) e da maior concentracdo de tetraciclina,
apresentaram menor peso que aquelas do controle (6,14 + 0,17 mg; Figura 6). As pupas do
tratamento ESTRC3 apresentaram o impacto mais severo, com peso de 4,12 + 0,25 mg, o que

representa uma queda de 32,9% na biomassa pupal.
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Figura 6: Peso pupal em Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) exposta a diferentes
estressores de microbiota. As barras representam a média + erro padrao. Letras idénticas sobre

as barras indicam auséncia de diferenga pelo teste de Tukey (p > 0,05).

4.5 Emergéncia de adultos

A viabilidade pupal de P. xylostella, expressa pela taxa de emergéncia de adultos, foi
significativamente impactada pelos tratamentos (Razao de verossimilhanga; X? = 24,98; gl =
7; p < 0,001; Figura 7). Entretanto, o teste de comparagdes multiplas ndo segregou os
tratamentos em grupos distintos (Tukey; p > 0,05), indicando que embora exista um impacto

global dos estressores sobre a emergéncia, a variabilidade intrinseca deste parametro impediu
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a deteccdo de diferengas estatisticas par a par. A viabilidade de 100% encontrada no controle
diminuiu conforme o aumento da severidade dos tratamentos. Observou-se uma tendéncia
bioldgica de redugdo no sucesso de emergéncia nos grupos submetidos aos maiores agentes
estressores, com destaque para os tratamentos TETRAC3 (64,19% =+ 18,08) e ESTRC3
(72,25% + 15,93). Embora o teste de comparagdes multiplas de Tukey ndo tenha discriminado
diferengas estatisticas entre os pares de médias (p > 0,05), devido a alta variagdo intragrupal e
ao fendmeno de separagdo completa no grupo controle, o teste de razdo de verossimilhanga
(APENDICE B) confirmou que o impacto do antibiético na microbiota ¢ o nivel de estresse

larval sdo determinantes para a conclusao do ciclo bioldgico do inseto.
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Figura 7: Emergéncia de adultos de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) expostas a
diferentes estressores de microbiota. As barras representam a média + erro padrdo. Letras

idénticas sobre as barras indicam auséncia de diferenga pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5. DISCUSSAO

As variagdes no desenvolvimento de larvas de P. xylostella expostas a diferentes
estressores, corrobora a hipdtese que o desenvolvimento de lepidopteros é caracterizado por

ser plastico, ndo sendo preso a numero de instares pré determinados ou nimero de dias fixos
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dentro de cada instar (Higgins & Rankin, 1996). Essa pode ser uma estratégia adaptativa que
permite ao individuo ajustar a duragdo de seus instares em resposta a qualidade nutricional e
ao estresse ambiental.

Os insetos do grupo TETRCI1, com exposi¢do a menor concentracdo do antibidtico,
romperam o equilibrio a partir do segundo instar, concluindo-o em apenas um dia, enquanto o
controle demorou cerca de 2,5 dias. Essa situagdo sugere dois tipos de reacdo: na primeira, a
manipulacdo da microbiota mediante a baixa concentragdo de tetraciclina ocasionou uma
condicdo 6tima em que a comunidade selecionada seria capaz de fornecer os nutrientes
necessarios em alta concentracdo, caracterizando um efeito hormético, fendmeno
caracterizado em que doses baixas de xenobidticos estimulam processos biologicos enquanto
altas doses os inibem (Guedes & Cutler, 2014), o que acelera o tempo de desenvolvimento,
assim como relatado em 7. absoluta expostas a concentracdo subletal CL,, do inseticida
tetraniliprole (Ullah et al., 2025). Na segunda situacdo, a populacdo pode ter utilizado uma
estratégia de escape bioldgico, em que a baixa concentracdo de antibidtico ocasionou algum
déficit nutricional, com o individuo investindo em realizar a mudancga de instar para encontrar
melhores condi¢cdes daquelas de L2. Esse evento ¢ descrito em mudangas de estagio de vida,
em que a pressdo ambiental acelera o desenvolvimento para atingir a maturidade mais
rapidamente, situacdo que ocorre com a propria P. xylostella se o padrao nutricional da planta
hospedeira ¢ baixo (Golizadeh et al., 2009). Independente de qual situacdo tenha ocorrido,
larvas de P. xylostella expostas a baixa concentragdo de tetraciclina apresentam alteragdo nao
apenas da comunidade bacteriana, mas também do desenvolvimento.

Em contrapartida, larvas de P. xylostella expostas somente a concentracdo subletal do
imidacloprido apresentam prolongamento do segundo instar, o que pode ocorrer quando o
individuo ndo consegue mitigar a intoxicagdo mediante a algum xenobiotico, levando a

alocagdo de energia para processos de desintoxicacdao (Guedes et al., 2016), ocasionando no
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atraso do desenvolvimento. A inibi¢do do gene shadow (produtor de uma enzima do
complexo Citocromo P450) em S. frugiperda demonstrou o envolvimento desse gene no
processo de ecdise ao ativar a rota metabdlica do horménio 20-hidroxiecdisona (Wu et al.,
2024). Dessa forma, como a intoxicagdo por imidacloprido ativa vias de detoxificagdo que
compartilham rotas e competem por metabodlitos no complexo P450 (Hu et al., 2014; Martelli
et al., 2020), até que a detoxificacdo esteja completa, a ativacdo das vias de ecdise pode ser
insuficiente para promover a muda.

As larvas de P. xylostela do tratamento ESTRC2 permaneceram 6 dias no segundo
instar, indicando que o somatdrio do estresse da disbiose junto ao agente quimico pode ter
gerado estresse fisiologico que impediu o individuo de metabolizar de forma efetiva o
xenobidtico, atrasando ainda mais o desenvolvimento. Isso pode ter ocorrido porque
diferentes concentragdes de tetraciclina afetam a comunidade microbiana de formas
diferentes, como observado em P. xylostella infectadas com Wolbachia com diferentes
concentragdes de deste antibidtico (Zhu et al., 2023). Desta forma, a concentragdo
intermediaria de tetraciclina somada a a¢do do imidacloprido pode ter gerado um ambiente de
colonizacdo ndo favoravel as comunidades bacterianas que pudessem prestar algum servigo
naquele instar larval.

Em larvas de P. xylostella nos terceiro e quarto estagios do desenvolvimento parecem
ter atingido o limite da capacidade de adaptagdo nos tratamentos ESTRC2 e ESTRC3 em que
o atraso no desenvolvimento observado anteriormente evoluiu para um colapso populacional
caracterizado por uma trava de desenvolvimento. Esse evento tem sido atribuido a um
comprometimento metabolico que impede que os individuos realizem a ecdise, provavelmente
por ndo atingirem o limiar de peso critico e o pico hormonal de ecdisona necessarios para
sinalizar a muda (Nation, 2022), permanecendo presos neste estadio até a sua eventual morte.

Entretanto, essas larvas no tratamento TETRC3 também apresentaram um limiar de
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mortalidade total maior que 50% ndo demonstraram essa trava no desenvolvimento, pois a
morte dos individuos ocorreu de forma constante em todos os instares. Essa situagao indica
que o sinergismo entre a perda da microbiota e a exposi¢do quimica ¢ letal, com o individuo
tentando compensar o estresse atrasando os instares iniciais, mas sucumbindo pela exaustao
energética ou patogenicidade dos simbiontes selecionados, o que precisa ser avaliado em
estudos adicionais. Evento semelhante foi relatado em S. frugiperda, quando a microbiota foi
perturbada por estreptomicina resultando em aumento de bactérias oportunistas do género
Pseudomonas em detrimento de simbiontes benéficos como Enterococcus, ocasionando um
atraso de 27% no tempo de desenvolvimento larval (Mason et al., 2022).

A andlise da dinamica de mortalidade sugere que a disrup¢do da microbiota em
larvas de P. xylostella pode atuar como um agente estressor, uma vez que os tratamentos
apenas com o antibidtico apresentam niveis de variacdo superiores ao controle, com valor
maximo de mortalidade (75%) na concentracdo mais alta. O imidacloprido pode agir de duas
formas, ele atua depletando a energia do individuo devido a detoxificacdo (Hu et al., 2014),
além de desbalancear a producdo de AMPs (Martelli et al., 2020) que poderia estar
controlando a disbiose causada pela tetraciclina, j& que AMPs especificos sdo selecionados
para conter patdgenos que outrora eram simbiontes. O silenciamento do gene PxPGRP4, que
ativa a via de produgdo desses peptideos em P. xylostella, ocasiona uma disbiose intestinal
que altera toda a composicao microbiana (Li et al., 2025). Neste estudo, a segunda hipdtese se
torna mais crivel, pois os insetos expostos apenas ao imidacloprido apresentaram mortalidade
similar ao controle, sugerindo que a mortalidade ndo ¢ causada pela toxicidade direta do
inseticida, mas sim dos efeitos negativos na modulacdo do sistema imune que ele causa.
Insetos dos tratamentos ESTRC2 e ESTRC3 apresentaram 60% a 70% de mortalidade,
provavelmente devido ao somatorio dos efeitos estressores do antibidtico e do inseticida que

pode ter selecionado comunidades bacterianas simbidticas diferentes das que outrora
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forneciam nutrientes para o desenvolvimento do animal, o que precisa ser avaliado em
estudos adicionais sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal.

Esse somatorio de efeitos € corroborado com os dados de peso pupal. Mesmo aqueles
individuos que sobreviveram a todo o desenvolvimento e conseguiram atingir o estagio pupal,
demonstraram um comprometimento metabolico, traduzido em alteragdes no
desenvolvimento. Neste sentido, larvas dos tratamentos TETRC1 e TETRC2 ultrapassaram a
disbiose gerada por todo seu ciclo de vida e terminaram o periodo larval com o mesmo tempo
e peso do controle, mesmo com aquelas do primeiro tratamento acelerando seus instares
iniciais. Porém, larvas dos tratamentos TETRC3, ESTRC1, ESTRC2 e ESTRC3 apresentaram
peso pupal abaixo do controle, com o ultimo possuindo o menor peso. Esta perda de peso
prejudica o inseto durante a metamorfose, que demanda uma alta taxa energética,
influenciando no fenotipo e no desempenho da populacio (Zhao, 2020). Apesar da separagdo
entre os tratamentos nao ter ocorrido, aparentemente por limitagdes dos testes estatisticos, as
taxas de emergéncia em TETRC3 e ESTRC3 estdo de acordo com o déficit nutricional que
esses individuos sofreram, com apenas 64% dos sobreviventes emergindo como adultos no
primeiro 72% no segundo tratamento.

A histéria contada por estudos de coorte, quando se segue a populacio por todo seu
tempo de desenvolvimento, ¢ ditada pelos sobreviventes. Quando estudos apontam que "nao
ha diferencas significativas" nas tabelas de vida, frequentemente ignoram que uma parcela da
populacdo pereceu e o que esta sendo analisado ¢ apenas um fendtipo selecionado e resistente,
ndo a realidade completa do tratamento (Chi et al., 2020). Para verificar essa questdo em P.
xylostella, esse estudo avaliou como concentragdes consideradas baixas de antibidtico quando
comparadas as que a literatura propde como viaveis ou ideais, podem impactar algum aspecto
da vida do inseto. Entretanto, o "sim ou ndo" para a presen¢a de microbiota e seu impacto ¢

uma resposta vaga. Nos insetos expostos apenas a tetraciclina, a concentragdo de C1 = 0,03
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g/mL apesar de sozinha nao ter alterado a biologia do individuo, acelerou a duracdo de um
instar inteiro para apenas um dia, sugerindo que, em situagdes de estresse leve, P. xylostella
consegue retornar a homeostase nos instares subsequentes, provavelmente modulando sua
comunidade microbiana, "corrigindo" a disbiose inicial. Essa situacdo foi reportada em S.
frugiperda que, ap6és uma disrup¢do causada por antibidticos, a comunidade original foi
reestruturada ao longo do tempo e o individuo concluiu o ciclo de vida (Mason et al. 2021). Ja
a concentracdo C2 = 0,3g/ml de tetraciclina pode ter produzido um ambiente em que a
duracdo do desenvolvimento ndo foi alterada, provavelmente selecionando comunidades que
foram redundantes funcionalmente ou que simplesmente ndo sdo patogénicas, o que ja foi
descrito por Xia et al. (2013) que apesar de possuirem diferentes composi¢des, a microbiota
de P. xylostella mantém as mesmas fungdes vitais. A concentracdo C3 (3g/ml) de tetraciclina
praticamente dizimou a populacdo com uma mortalidade alta, atraso no ciclo de vida e taxa de
emergéncia baixa. Tais parametros indicam que aquela populagdo ndo sobreviverd,
evidenciando o limite bioldgico da capacidade do individuo a retornar a homeostase, assim
como reportado em P. xylostella tratada com altas doses de antibidtico (Lin et al., 2015).
Porém, ao se avaliar a aplicacdo pontual e baixa letalidade de imidacloprido, inseticida que
impede a expressdo de AMPs, o inseto ndo retorna a homeostase, provavelmente por ndo
realizar essa modulagdo bacteriana. Dado isso, sem a competéncia imunoldgica plena para
lidar com a microbiota, os resultados dos tratamentos com o inseticida+antibidtico (ESTR)
divergiram daquele apenas com o imidacloprido, que ndo apresentou alteragdo em relagao ao
controle, e divergiu daqueles encontrados com mesmas concentragdes no do tratamento
apenas com tetraciclina. Em ESTR, C1 atrasou o desenvolvimento em dois dias, C2
ocasionou mortalidade de metade da populacdo e atrasou o ciclo de vida em trés dias, porém
C3, apesar de ser altamente letal, ndo supera o impacto que apenas o antibidtico causa, com

menor mortalidade, menor atraso e maior taxa de emergéncia. Essa situacdo indica que
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quando o organismo possui o sistema imune integro, ele pode retornar a homeostase apds a
disrupcdo da microbiota até um certo ponto, provavelmente porque houve a modulacido por
parte do sistema imunoldgico do hospedeiro daquelas comunidades que estavam saindo do
controle, via AMP (Xia et al. 2018). Porém, ao eliminar essa via com uma aplica¢do pontual
de imidacloprido, cada um dos tratamentos apresentados demonstrou comportamentos inicos,
porque possivelmente selecionou um microbioma Unico para aquela adversidade, o que
precisa ser avaliado em estudos adicionais.

Embora este estudo tenha isolado estressores em ambiente controlado, a realidade no
campo ¢ permeada por residuos de antibidticos no solo (Hou et al., 2015) e por complexas
pressoes ecologicas frequentemente negligenciadas, como predagdo, competicdo e até mesmo
a exposicdo a outros inseticidas. Tais interacdes somadas a concentracdes baixas de
antibioticos podem desencadear consequéncias profundas tanto para o manejo de pragas
quanto para a dindmica populacional. Dessa forma, os termos o holobionte ou a simpoiese
sugerido por Gilbert (2024) ndo sdo para ser absolutos e impostos a todos os individuos de
forma rigorosa para que haja debates de quem depende mais ou menos de microrganismos,
mas sim de forma a entender que todos os ambientes sdo co-habitados, inclusive os internos e
trazer desbalango para esse ecossistema pode ter consequéncias ainda desconhecidas e

inexploradas.

6. CONCLUSAO
O presente estudo demonstra que a homeostase de P. xylostella transcende a resposta a
fatores macroscdpicos, sendo intrinsecamente regulada pela estabilidade do seu microbioma.
Ao expor as lagartas a diferentes tratamentos para a disrup¢ao bacteriana, ficou evidente que
a resiliéncia do hospedeiro depende de sua competéncia imunologica. Neste sentido, a

introdu¢do do imidacloprido, atuando ndo apenas como toxina, mas como um Supressor
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imunoldgico, impediu a mitigagdo da disbiose, convertendo quadros de adaptagao fisioldgica
em colapso metabdlico e travas de desenvolvimento. Dessa forma, o "dilema de
Lepidoptera" indica que a natureza do holobionte ndo reside na obrigatoriedade da presenga
bacteriana, mas na capacidade dindmica do hospedeiro de manejar essas populagdes sob

estresse.
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APENDICES
APENDICE A - Tabela das estimativas dos coeficientes (Log-Odds) do Modelo Linear

Generalizado Misto (GLMM) binomial para a emergéncia de P. xylostella.

Parametro P-valor
(Tratamento) Estimativa (Estimate) Erro Padrao Valor Z (Wald)
Intercepto
(Controle) 21.94 281.31 78 0,938
Imidacloprido -19.80 281.31 -70 0,944
Tetraciclina C1 -20.97 281.31 -75 0,941
Tetraciclina C2 -20.24 281.31 =72 0,943
Tetraciclina C3 -21.36 281.31 -76 0,939
Estresse C1 -18.78 281.32 -67 0,947
Estresse C2 0.29 1024.00 2 0,999
Estresse C3 -20.98 281.31 -75 0,941

APENDICE B - Tabela de anélise de Deviance (Teste de Razdo de Verossimilhanga - LRT)
comparando o modelo nulo (sem efeito de tratamento) e o modelo ajustado (com efeito de

tratamento) para a taxa de emergéncia de adultos de P. xylostella.

Modelo GL AIC Log-Likelihood Deviance 12 P-valor
Modelo

Nulo 2 81.60 -38.80 77.60 - -
Modelo

Final 9 68.69 -25.34 50.69 26918 0.00034*




