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RESUMO
A traga-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) € uma das pragas
de maior importancia para a tomaticultura do Brasil. O seu controle é realizado principalmente
por frequentes aplicacfes de inseticidas que causam falhas de controle em campo, geralmente
associadas ao desenvolvimento de populagdes resistentes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
determinar o status da resisténcia a inseticidas e caracteriza-la em populacdes de T. absoluta. A
variacao de resisténcia entre as populacdes foi de 3,3; 21,2; 4,6; 6,4; 6,2; 3,1 e 11,7 vezes para
indoxacarbe, metaflumizone, clorfenapir, cartape, abamectina, clorpirifés e metamidofds,
respectivamente. Os valores de CLgg para cartape, clorpirifés e metamidofos estavam acima da dose
de campo recomendada, sugerindo falhas de controle em campo. A variacdo nas respostas das
populacBes de T. absoluta ao metaflumizone sugere cautela, pois ndo esta claro se trata de uma
resposta natural ou resisténcia cruzada, relacionada ao uso prévio do indoxacarbe, apesar da
inobservancia de correlacdo entre ambos. A atividade de enzimas detoxificativas variou entre as
populacdes e nas associacdes com os inseticidas, porém é preliminar afirmar que o metabolismo
estd associado a resisténcia a estes produtos. A toxicidade de clorpirifés ndo correlacionou com
aquela de metamidofds, sugerindo que a T. absoluta apresenta fatores diferenciados na defesa aos

organofosforados. A resisténcia a organofosforados em T. absoluta parece estar associada ao



metabolismo detoxificativo e alteracdo de sitio alvo. A razdo de inibicdo entre os extremos das
populacdes foi de 4,71-vezes, diferindo estatisticamente e, portanto evidenciando o envolvimento
de AchE insensiveis a organofosforados em T. absoluta. Estes resultados compde um estudo de
caracterizacdo bioquimica de resisténcia a inseticidas para T. absoluta no Brasil, dando subsidio a

utilizacdo do controle quimico de forma mais eficiente contra esta praga.

PALAVRAS-CHAVE: Traga-do-tomateiro, controle quimico, suscetibilidade, resisténcia

multipla, resisténcia cruzada, metabolismo detoxificativo.
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ABSTRACT
The Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) is one of the most troublesome
pests of tomatoes in Brazil. Its control is mainly done by frequent applications of insecticides that
cause control failures in the field, usually associated with the development of resistant
populations. Furthermore, the use of new insecticides depends on the natural response of these
populations and the history of resistance. Therefore, the aim of this study was to determine the
status of insecticide resistance and to characterize it in populations of T. absoluta. The resistance
variation among populations was 3.3, 21.2, 4.6, 6.4, 6.2, 3.1 and 11.7 times for indoxacarb,
metaflumizone, chlorfenapyr, cartap, abamectin, chlorpyrifos and methamidophos, respectively.
The LCg values for cartap, chlorpyrifos and methamidophos were above the recommended dose,
confirming control failures observed in the field. The variation in the responses of T. absoluta
populations to metaflumizone suggests caution, because it is unclear whether this is a natural
response or cross-resistance exists with indoxacarb due to its previous use, despite absence of
correlation between both. The activity of detoxificative enzymes varied among populations and
associations with insecticides, but it is preliminary to state if the metabolism is associated with
resistance to insecticides. The toxicity of chlorpyrifos did not correlate with that of

methamidophos, suggesting that T. absoluta presents different factors in surviving to these



organophosphates. The resistance of T. absoluta to organophosphates seems to be associated with
both detoxificative metabolism and the target site alteration. The inhibition ratio between the
extremes of the populations was 4.71-times, differing significantly and thus demonstrating the
involvement of AChE insensitive to organophosphates in T. absoluta. These results comprise the
first study of biochemical characterization of insecticide resistance in the tomato leafminer in

Brazil, providing subsidy to the use of chemical control more efficiently against this pest.

KEY WORDS: Tomato leafminer, chemical control, susceptibility, multiple resistance, cross-

resistance, detoxificative metabolism.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum Linnaeus) teve sua producdo global
duplicada nos Gltimos 20 anos, ocupando o segundo lugar entre as solandceas mais produzidas no
mundo, sendo superada apenas pela batata S. tuberosum (L.) (Fontes & Silva 2002). No Brasil,
destaca-se como atividade agricola de grande importancia econémica e social, gerando mais de
250 mil empregos em todo o pais de forma direta no campo e nas diversas fases de sua cadeia
produtiva (Hora et al. 2004). O Brasil ocupa lugar de destaque e estd entre 0s oito maiores
produtores de tomate do mundo, com China, india e Estados Unidos nas trés primeiras posicoes,
respectivamente (FAOSTAT 2012).

A tomaticultura brasileira no ano de 2012 ocupava o terceiro lugar em produtividade no
mundo com 62 t/ha, distribuidas numa area de 64,9 mil ha e uma producéo superior a 4 milhdes
de toneladas, sendo a regido Sudeste a maior produtora, seguida do Centro-Oeste (IBGE 2012). O
Sudeste é responsavel por 37,74% do total produzido no pais, sendo o Estado de Sdo Paulo o
principal produtor, com 19% desta producdo. O Estado de Goiads destaca-se como 0 maior
produtor do pais, responsavel por 32,5% da producdo nacional. O estado de Pernambuco € o
terceiro maior produtor do Nordeste com uma participacdo de 2,5% na producdo nacional ficando
atras da Bahia e do Ceara com uma producéo de 7,4% e 2,8%, respectivamente (IBGE 2012).

Os frutos de tomate sdo conhecidos por ser um alimento rico em acidos organicos, potassio,
vitaminas A, B, C e E, licopeno, bem como um eficiente anti-oxidante (Bacci 2006). O tomate

possui ainda fungbes que podem ser administradas para prevengdo e diminuicdo dos efeitos de
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certas doencgas, como na prevencdo de cancer no estdmago, no pulm&o, nas vias respiratorias e
doencas cardiacas (Fontes & Silva 2002).

Dentre os problemas enfrentados pelos tomaticultores, os de caréter fitossanitario, e mais
especificamente os entomoldgicos sdo em geral preocupantes (Souza & Reis 2003). Em geral, as
pragas-chave que estdo associadas a cultura do tomateiro causando reducdo de qualidade e
produtividade sdo Neoleucinodes elegantalis (Guenée), Helicoverpa zea (Boddie), Bemisia tabaci
biétipo B (Gennadius), Frankliniella schultzei (Trybom) e Tuta absoluta (Meyrick), destacando-

se esta Ultima, como uma das mais importantes (Michereff et al. 2000, Leite et al. 2001).

Tuta absoluta

A traca-do-tomateiro, nativa e amplamente distribuida na Ameérica do Sul, foi inicialmente
descrita como Phthorimaea absoluta (Meyrick), transferida mais tarde para o género
Gnorimoschema (Clarke), em seguida para Scrobipalpula (Povolny), Scrobipalpuloides (Povolny)
e, finalmente revisto e alterado para Tuta (Povolny). Esta praga tem como principal hospedeiro o
tomateiro, porém também pode ocorrer na cultura da batata S. tuberosum (L.) e pimentdo S.
muricatum (Ait.) (EPPO 2009, Desneux et al. 2010).

O primeiro relato da ocorréncia de T. absoluta se deu em 1917 em Huancayo, Peru (Vargas
1970). Esta praga foi inicialmente detectada no Brasil, 0 maior produtor de tomate da América do
Sul, no final de 1979, na cidade de Morretes, Estado do Parana (Muszinski et al. 1982). Em 1980,
sua presenca foi constatada no municipio de Jaboticabal, Sdo Paulo, ganhando ai status oficial de
praga apds a coleta de exemplares. Em 1981, ja aparecia também no Vale do Submédio S&o
Francisco, no municipio de Juazeiro-BA, espalhando-se rapidamente por todo o pais durante a
década de 1980, muito provavelmente devido ao continuo intercambio regional entre produtores e

consumidores (Souza & Reis 1992, Franca 1993). Com relacdo as infestagbes em casa de
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vegetacdo no Brasil, as mesmas sd ocorreram em meados da década de 1990, portanto bem depois
dos cultivos realizados em campo aberto, cultivos estes que compreendem a maior parte da
tomaticultura na América do Sul (Villas Bdas & Franca 1996).

A presenga de T. absoluta foi confirmada no final de 2006 no norte da provincia de
Castellon de La Plana, Espanha Oriental (Urbaneja et al. 2007). Desde entéo, entrou e espalhou-se
rapidamente por todo o Sul da Europa (Urbaneja et al. 2008), Norte da Africa e em todo o
Mediterraneo (EPPO 2005, FERA 2009), causando sérios danos a cultura do tomateiro (Urbaneja
et al. 2008). Em 2009, a presenca de T. absoluta foi confirmada na Italia, Franca, Malta, Reino
Unido, Grécia, Suica, Portugal, Marrocos, Argélia, Tunisia, Libia e Albania (EPPO 2009). Diante
de todos estes registros, T. absoluta tornou-se nestes ultimos anos uma praga de distribuicao

mundial.

Aspectos bioecoldgicos de T. absoluta

Quando ha alimento disponivel, T. absolta apresenta alto potencial reprodutivo e pode
desenvolver entre 10 e 12 geragdes por ano em regides de clima tropical como a América do Sul.
O ciclo biolégico desta praga é em torno de 30 dias, dependendo das variagdes ambientais,
podendo haver sobreposicdo de geracOes nas fases de desenvolvimento (Barrientos et al. 1998,
Desneux et al. 2010). A duracdo dos varios estagios de crescimento de T. absoluta é de
aproximadamente 4,8 dias para a incubacdo dos ovos e 13 dias para o desenvolvimento da larva
na temperatura de 22,8°C. (Coelho & Franca 1987, Haji et al. 1988, Imenes et al. 1990). O
periodo de pupa e adulto completa-se em 10 e 7,5 dias a temperatura média de 22,8°C,
respectivamente (Coelho & Franca 1987).

Os ovos séo depositados preferencialmente nas folhas do terco apical e mediano do

tomateiro de forma isolada ou em menores grupos (Torres et al. 2001, Pratissoli et al. 2003). Os
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ovos sdo pequenos (0,38 mm de comprimento por 0,22 mm de largura), cilindricos e inicialmente
apresentam coloracdo branco-brilhante ou amarelo-claro, evoluindo quando préximos a eclos&o,
para a coloragdo marrom ou avermelhada (EPPO 2006).

A lagarta da T. absoluta passa por quatro instares, sendo estes identificados em funcéo do
comprimento do corpo e largura da capsula cefélica que variam para o primeiro instar de 0,4-0,6
mm e 0,16-0,18 mm; para o segundo instar de 0,6-6,0 mm e 0,22-0,28 mm; para o terceiro instar
de 6,0-7,0 mm e 0,34-0,40 mm e para o quarto instar 7,0-8,0 mm e 0,52-0,60 mm
respectivamente. A coloracgdo das lagartas varia do amarelo-claro ao pardo-escuro. Ao alimentar-
se da planta tornam-se esverdeadas, verde-escuras ou rosadas (Haji et al. 1988, Imenes et al.
1990, Bacci 2006). As pupas podem ser observadas tanto nos foliolos, envolvidas por um casulo,
quanto dentro de galerias, nos frutos e/ou no solo. A coloracéo varia no inicio de verde a marrom-
escuro, e quando proximo a eclosdo € marrom-escuro (Coelho & Franca 1987, Haji et al. 1988,
Imenes et al. 1990). A traga-do-tomateiro, na sua forma adulta, € um microlepiddptero de cor
cinza-prateada, asas franjadas, com manchas negras localizadas sobre as asas anteriores. Suas asas
medem 10 mm de envergadura e 6 mm de comprimento. Fémeas, quando bem alimentadas

realizam postura de 262 ovos num periodo de 8,5 dias (Imenes et al. 1990).

Danos ocasionados por T. absoluta

No Brasil, a traca-do-tomateiro, T. absoluta, é considerada uma das mais importantes pragas
desta cultura (Picanco et al. 1995, Barrientos et al. 1998, Gilardon et al. 2001), pois chega a
causar sérias perdas a tomaticultura, que variam entre 40 e 100% (Oliveira et al.. 2009). Esta
praga traz prejuizos aos produtores, que ndo obtém os lucros esperados, além de aumento no custo

de producdo. Estes prejuizos também sdo observados nas industrias, que recebem uma quantidade
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de tomate inferior a sua capacidade de processamento bem como prejuizo aos consumidores, que
pagam um preco maior para adquirir os produtos in natura e processados (Giustolin et al. 2001).

Um exemplo dos problemas causados por T. absoluta ocorreu no submédio do Vale do Séo
Francisco na safra de 1989, onde as perdas chegaram a 50% e nenhuma lavoura de tomate ficou
livre desta praga. Mesmo com a utilizacdo de duas pulverizagcdes semanais, perdeu-se 40% da
safra (Espinoza 1991). A producgéo estimada para 1989, nos 14.000 ha plantados, era de 600.000
toneladas, com uma média de aproximadamente 45 t/ha. Contudo, as médias foram de cerca de 20
t/ha. 1sso comprometeu o funcionamento das industrias de extracdo e processamento de polpa que
passaram a trabalhar com uma quantidade bem menor do que sua capacidade. Por conseguinte,
trés das cinco industrias de processamento de tomate, fecharam (Haji 1992).

Quando as infestagcdes de T. absoluta ocorrem precocemente em campos de tomate ha o
comprometimento do ciclo de desenvolvimento da cultura, pois estes insetos atacam gemas,
brotos terminais, frutos e folhas, nas quais fazem galerias transparentes. Quando a injuria é
efetuada no caule, afetam o desenvolvimento da planta (Picanco et al. 2007). Nos frutos, as
lagartas formam galerias que servem de entrada para patdgenos ocasionando infeccdes
secundarias, danificando os frutos e provocando perdas severas (Coelho & Franca 1987). Nas
folhas, as lagartas alimentam-se do mesofilo, deixando a epiderme intacta, criando as minas que
acabam por necrosar e, por conseguinte reduzem o potencial de fotossintese da planta (Oliveira et

al. 2009).

Manejo da T. absoluta
A utilizagdo de téticas que tenham como objetivo o controle de T. absoluta envolvem o
uso de armadilhas iscadas com feromonios, o desenvolvimento de cultivares resistentes de tomate,

o controle bioldgico e o controle quimico, sendo este Gltimo método o mais utilizado.
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Vérios inseticidas ja foram registrados para o controle de T. absoluta pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), tais como, abamectina, indoxacarbe, cartape e
clorfenapir (AGROFIT 2011). Metaflumizone, que embora ndo seja registrado para o controle de
T. absoluta no Brasil, ja € utilizado em diversos outros paises (Roditakis et al. 2012). Abamectina
é um inseticida do grupo 6 das avermectinas de acordo com a classificacdo Internacional de Modo
de Acdo de Inseticidas (IRAC 2012). Atua como agonista do &cido gama-aminobutirico (GABA,
que é um neurotransmissor inibitério) ligando-se aos receptores deste e aumentando a
permeabilidade da membrana para o ion cloro e causando mal funcionamento do sistema neuronal
e muscular (Lasota & Dybas 1991, Fisher & Mrozik 1992). Indoxacarbe é um pro-inseticida do
grupo quimico das oxadiazinas (MOA grupo 22A), e o inseticida metaflumizone pertence ao
grupo quimico semicarbazone (MOA grupo 22B). Ambos sdo bloqueadores dos canais de sédio
dependentes da voltagem de acordo com a classificacdo IRAC MoA, sendo que o diferencial
destes inseticidas € que o primeiro precisa ser ativado metabolicamente por enzimas (esterases)
enquanto que o segundo ndo (Lahm et al. 2000, Takagi et al. 2007). Clorfenapir é um proé-
inseticida, ndo tendo acdo toxica na sua forma original. Em contato com as células do inseto, €
ativado por meio da acdo das monooxigenases microssomais dependentes do citocromo Pyso.
Apos a ativacdo, clorfenapir se deposita nas mitocondrias (interna e externamente) expulsando o
H* das mesmas. Cartape é um inseticida pertencente ao grupo quimico das nereistoxinas que age
nos receptores sinapticos, mais especificamente nos receptores nicotinicos da acetilcolina,
atuando como antagonistas da acetilcolina, competindo com seus receptores, tendo como
consequéncia a inibicdo do movimento dos ions K* e Na*, interrompendo o impulso nervoso e
levando o inseto a morte por paralisia (IRAC 2012).

Desde a introducédo de T. absoluta no Brasil em 1979, no que se refere as praticas adotadas

para minimizar as perdas dessa praga a cultura do tomateiro, o controle quimico tem sido o
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principal método adotado contra este inseto. Isto vem sendo ilustrado pelo aumento repentino no
uso de inseticidas nos campos de tomate, onde se passou, em casos extremos, de 10 aplicacdes
para mais de 30 aplicacGes por periodo de cultivo (Latorraca 2008). Além das preocupacdes
ambientais e de seguranca humana em torno desses procedimentos, o custo de producdo do tomate
mais do que triplicou com a introdugdo de T. absoluta. Dentre as consequéncias da utilizacéo

indiscriminada de inseticidas, esta o aparecimento de populac6es resistentes de insetos.

Resisténcia de insetos a inseticidas

A resisténcia a inseticidas € uma caracteristica pré-adaptativa, sendo afetada por diferentes
fatores genéticos tais como alteragbes no genotipo do individuo e suas interagdes, fatores
bioecoldgicos relacionados a praga alvo e por fatores operacionais relativos a utilizagdo do produto
quimico (Roush & McKenzie 1987). A resisténcia é definida como o desenvolvimento da
capacidade, em uma linhagem de insetos, de tolerar doses de agentes toxicos que seriam letais
para a maioria dos individuos normais numa populacdo da mesma espécie (WHO 1957, WHO
1960, Georghiou & Taylor 1977).

O primeiro caso de resisténcia no mundo foi relatado para o piolho de S&o José
Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) (Hemiptera: Diaspididae) ao enxofre Melander (1914).
Desde entdo, os casos de resisténcia a inseticidas e acaricidas sintéticos estdo aumentando em
todo o mundo, constituindo um grande problema de controle de pragas. Isto é agravante pelo fato
de existirem mais de 7740 relatos de resisténcia a 331 compostos toxicos, envolvendo cerca de
600 espécies de artropodes resistentes a um ou mais produtos (Whalon et al. 2008, 2011).

Dentre as consequéncias da resisténcia a inseticidas pode-se citar 0 maior nimero de
aplicacbes, aumento da dosagem do produto, e substituicdo por outro produto, geralmente de

maior toxicidade e prego, gerando problemas de ordem ecoldgica, econdmica e toxicoldgica,


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do13_b.htm

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

comprometendo assim os principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Croft 1990, Denholm

& Rowland, 1992).

Mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas

De forma geral, 0s mecanismos envolvidos com a resisténcia de insetos a inseticidas séo
divididos em trés categorias: a) reducdo da penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto; b)
reducédo da sensibilidade no sitio de acdo do inseticida pelo sistema nervoso; e ¢) detoxifica¢do ou
metabolizagcdo do inseticida por enzimas (Hemingway 2000). Em sua grande parte, a resisténcia
de artrépodes a inseticidas tem sido explicada por alteracdo do sitio de acéo pelo sistema nervoso
bem como alteragdes da diversidade ou quantidade de enzimas através da detoxificagdo ou
metabolizacdo e em menor parte pela reducéo na penetracao pela cuticula do inseto. Sabe-se que a
insensibilidade do sitio-alvo pode produzir resisténcia cruzada a grupos quimicos que apresentam
modo de acdo relacionado (Brengues et al. 2003). Entretanto, o0 metabolismo pode atuar na
detoxificacdo de diferentes classes de inseticidas e/ou acaricidas (Khot et al. 2008). Isto porque a
participacdo de sistemas enzimaticos, tais como esterases, glutationa-S-transferase (GST),
monooxigenases de funcdo mista (MFO) (ex., Citocromo P4s0) podem utilizar como substratos
produtos sintéticos de diferentes grupos quimicos (Plapp Jr & Wang 1983).

As esterases sdo enzimas de grande importancia envolvidas principalmente na
detoxificacdo de organofosforados e carbamatos tendo sido relatada em vérias espécies de
artropodes, incluindo mosquitos, pulgdes e baratas (Karunaratne et al. 1995, Conyers et al. 1998).
Estas enzimas estdo envolvidas no desligamento do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas
pela hidrélise da acetilcolina (ACh) liberada a partir do terminal pré-sinaptico, tornando-se um
alvo eficaz para inseticidas organofosforados e carbamatos. A alteracdo da acetilcolinesterase

(AChE), conferindo insensibilidade, € um mecanismo importante para o desenvolvimento de
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resisténcia por insetos, como por exemplo em Aphis gossypii (Glover) (Andrews et al. 2004, Pan
et al. 2010).

As GSTs pertencem a uma familia de enzimas, cuja principal funcdo é a de catalisar a
conjugacdo de uma diversa gama de compostos eletrofilos com glutationa. Em insetos, estudos
sugerem que as GSTs desempenham um papel importante na resisténcia a varias classes de
inseticidas, incluindo organofosforados (Syvanen et al. 1996, Abel et al. 2004). Relatos de
resisténcia devido ao aumento da atividade de GST foram observados para estes inseticidas em
Plutella xylostella (Linnaeus) e Musca domestica (Linnaeus) (Huang et al 1998, Kristensen
2005).

As monooxigenases dependentes de citocromo P45 tambem faz parte de um importante
sistema metabolico envolvido na desintoxicacdo de xenobioticos, incluindo inseticidas. Relatos do
aumento da atividade de citocromo P50 associado com a resisténcia aos inseticidas piretroides e
neonicotindide foram documentados em insetos, tais como Culex pipiens pallens (Caguillett)
(Shen et al. 2003), Blattella germanica (Linnaeus) (Pridgeon et al. 2003), P. xylostella (Bautista
et al. 2009), B. tabaci (Karunker et al. 2008) e Tribolium castaneum (Herbst) (Zhu et al. 2010).
As monooxigenases sdo importantes ativadoras dos inseticidas organofosforados, bem como
podem estar envolvidas na sua resisténcia (Maitra et al. 2000). Sato et al. (2007) relataram que 0
aumento do metabolismo oxidativo de citocromo Py4so ocasionava resisténcia ao a&caro Amblyseius

womersley (Schicha).

Resisténcia de T. absoluta a inseticidas
Alguns dos compostos recomendados para o controle de T. absoluta, aparentemente, néo
tem fornecido o efeito desejado (Thomazini 2001). Entre as possiveis razfes para esta baixa

eficacia pode estar o desenvolvimento de populagdes resistentes a esses produtos. Relatos de
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perda de eficicia e deteccdo de resisténcia a inseticidas em populagcdes de T. absoluta em paises
como Chile, Argentina e Brasil favoreceram o registro de uma ampla gama de substancias ativas
no controle desta praga (Salazar & Araya 1997, Lietti et al. 2005, Silva et al. 2011). Os
inseticidas inicialmente disponiveis para o controle de T. absoluta até 1990 eram o0s
organofosforados (ex. metamidofos), cartape, abamectina e piretroides (ex. deltametrina e
permetrina) (Salazar & Araya 1997, Siqueira et al, 2000a, Salazar & Araya 2001, Lietti et al.
2005). Inicialmente ocorreram relatos de resisténcia de T. absoluta a organofosforados e
piretroides no Chile, seguidos por registros adicionais no Brasil e Argentina (Salazar & Araya
1997, 2001, Siqueira et al. 2000a, 2000b, 2001, Lietti et al. 2005). Como forma de resolver esta
problematica, surgiu a necessidade do registro de novos inseticidas para o controle dessa praga, o
que incluiu as diamidas, clorfenapir, espinosinas, indoxacarbe e 0s reguladores de crescimento de
insetos, entre outros (AGROFIT 2011).

Para implementar um efetivo programa de manejo da resisténcia de T. absoluta a
inseticidas, sdo necessarias informac6es sobre o nivel, e as caracteristicas da resisténcia (Denholm
et al. 2002). Diante da importancia da cultura do tomateiro para o Brasil, dos poucos casos de
resisténcias registrados para esta espécie e do uso continuado e excessivo de inseticidas para seu
controle, hd uma necessidade urgente de um amplo levantamento e de caracterizacdo da
resisténcia a inseticidas em T. absoluta visando obter-se o maior numero de informacdes possivel
sobre esse problema.

O presente estudo tem como hipdtese central que a resisténcia em populacdes de T.
absoluta tem aumentada para a grande maioria dos inseticidas ao longo de varias gerac6es devido
a forte pressdo de selecdo exercida por eles. Além disso, a resisténcia de T. absoluta a inseticidas

esta associada a mecanismos metabdlicos de detoxificagdo por enzimas.
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Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: (i) - determinar o grau de resisténcia
das populacdes de T. absoluta através de curvas de concentragdo-mortalidade para diferentes
classes de inseticidas e (ii) - determinar os mecanismos de resisténcia a inseticidas em populagdes
de T. absoluta. A obtencdo destas informacdes € de relevante importancia para 0 manejo da
resisténcia a T. absoluta em tomateiro. Para verificar esses objetivos, foram feitos bioensaios em
laboratério com populacbes de T. abosluta de diversas localidades do Brasil, utilizando classes

representativas de inseticidas para seu controle.
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CAPITULO 2
RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A

INSETICIDAS: STATUS E METABOLISMO DESTOXIFICATIVO?

TADEU BARBOSA MARTINS SILVAZ, WELLINGTON M. DA SILVAZ, MATEUS R. DE CAMPOSZ,

JEFFERSON E. DA SILVAZ, ANDRESA B. DE OLIVEIRA? E HERBERT ALVARO ABREU DE SlQUElRA2

Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av.

Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, 52171-900, Recife, PE.

'Silva, T.B.M., Siqueira, H.A.A., Campos, M.R., Silva, J.E., Silva, W.M., Oliveira, A.B.
Resisténcia de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) a inseticidas: status e
metabolismo detoxificativo. A ser submetido para Pesticide Biochemistry and Physiology.
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RESUMO - A Traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick), é uma das mais importantes pragas
do tomate no Brasil. Apesar da busca intensiva de métodos alternativos para controle desta praga,
0 uso de inseticidas, muitas vezes indiscriminado, ainda é a principal tatica empregada no controle
da T. absoluta no pais. Porém, o uso do controle quimico tem gerado resisténcia, frequentemente
associada as falhas de controle. Assim, o objetivo desse trabalho foi identificar e caracterizar a
ocorréncia de resisténcia a inseticidas em populacdes de T. absoluta. As razdes de resisténcia
variaram de 3,3; 21,2; 4,6; 6,4; 6,2 vezes para indoxacarbe, metaflumizone, clorfenapir, cartape e
abamectina, respectivamente. Os limites de confianga da CLgp para cartape compreenderam a dose
recomendada para aplicacdo em campo, sugerindo falhas de controle. Embora maior variabilidade
nas respostas das populagfes de T. absoluta tenha sido observada para metaflumizone, nossos
resultados ndo permitem afirmar a exixsténcia de resisténcia cruzada com indoxacarbe, visto a falta de
correlacdo para ambos. A resisténcia de T. absoluta aos inseticidas avaliados neste estudo foi
incipiente, embora tenha sido detectada uma tendéncia de alteracdo de respostas para o
metaflumizone, porém alguns inseticidas apresentam toxicidades reduzidas e metaflumizone no
Brasil, sugerindo uma melhor avaliacdo para excluir a possibilidade de resisténcia cruzada. A
atividade das enzimas de detoxificacdo de xenobidticos significativamente entre as populacdes e
inseticidas. Glutationa-S-transferases e monooxigenases dependentes de citocromo Pgso parecem
ser 0s sistemas enzimaticos mais importantes na resisténcia aos insecticidas avaliados, contudo
experimentos adicionais utilizando sinergistas devem ser conduzidos para esclarecer melhor o

envolvimento do mecansismo metabdlico na resisténcia a estes produtos.

PALAVRAS-CHAVE: Traga-do-tomateiro, metaflumizone, suscetibilidade, atividade enzimatica,

resisténcia-cruzada.
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RESISTANCE OF Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO

INSECTICIDES: STATUS AND DETOXIFICATIVE METABOLISM

ABSTRACT — The tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick), is a key pest of tomato in Brazil.
Despite intensive search for alternative methods to control this pest, the use of insecticides, often
indiscriminate, is still the primary tactic employed in the control of T. absoluta in Brazil.
However, such abuse of chemical control has generated resistance, often associated with control
failures.The objective of this work was to identify and characterize the occurrence of resistance in
populations of T. absoluta to insecticides. The resistance ratios ranged from 3.3, 21.2, 4.6, 6.4,
6.2-fold for indoxacarb, metaflumizone, chlorfenapyr, cartap, and abamectin, respectively. The
confidential limits of the CLg, for cartap bracketed the recommended dose, explaining the control
failures observed in the field. Although T. absoluta populations have shown greater variability in
the responses to the insecticide metaflumizone, is early to claim that cross-resistance exists with
indoxacarb, because correlation lacked between both. The resistance of T. absoluta to insecticides
evaluated in this study were incipient but some insecticides have reduced toxicities and
metaflumizone, not yet registered for use, presents a wide range of toxicity, suggesting better
evaluation to exclude possible cross-resistance. Enzyme activities varied significantly among
populations and susceptibility to insecticides. Gluthatione-S-transferases and cytochrome Pjso-
dependent monooxygenases seem to be the most important enzyme systems playing a role in the
resistance to insecticides here evaluated, however additional experiments should be conducted to

clarify the involvement of metabolism of resistance to these products.

KEY WORDS: Tomato leafminer, metaflumizone, susceptibility, enzymatic activity, cross-

resistance.
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Introducéo

A cadeia produtiva brasileira do tomate Lycopersicon esculentum (Miller) vem sofrendo
importantes transformacGes nos ultimos anos, governadas por sua forte modernizacao tecnoldgica,
aumento da produtividade, industrializacdo em larga escala bem como pela maior demanda de
alimentos preparados nas diversas formas (Camargo et al. 2006).

O custo de producdo do tomate estd diretamente relacionado com a ocorréncia de pragas,
por causarem reducdo da produtividade e qualidade, podendo inclusive comprometer o retorno
econdmico da cultura. Desta forma, as pragas representam um dos principais problemas
enfrentados pelos produtores de tomate. A presenca da traca-do-tomateiro, Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), foi constatada na Europa em 2006, e tem se tornado um
problema crescente em todo o mundo, tendo se disseminado rapidamente por todo Sul da Europa,
Norte da Africa e em todo Mediterraneo, configurando-se nos Gltimos como uma praga de
importancia mundial (Desneux et al. 2010, 2011, Guedes & Picango 2012). Esta praga foi
detectada no Brasil, 0 maior produtor de tomate da América do Sul, no final de 1979 se tornando
posteriormente praga-chave do tomateiro no Brasil por causar sérios prejuizos a tomaticultura,
onde as perdas ocasionadas por ela variam entre 40 e 100% (Muszinski et al. 1982). As lagartas
podem atacar qualquer fase do ciclo vegetativo do tomate, causando minas nas folhas alem de
penetrar nos frutos e caules, comprometendo o valor de mercado (Desneux et al. 2010). Desde a
introducdo de T. absoluta no Brasil, o controle quimico tem sido tradicionalmente o principal
método adotado para minimizar as perdas ocasionadas por essa praga a cultura do tomateiro,
porém os riscos de evolucdo da resisténcia devido a adogdo desta pratica existem e tém sido
demonstrados em alguns estudos (Siqueira et al. 2000a, 2000b, Silva et al. 2011).

No Brasil, o primeiro caso de resisténcia de T. absoluta no campo foi detectado por

Siqueira et al. (2000b) aos inseticidas abamectina, cartape, metamidofos e permetrina. Mais
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recentemente, Silva et al. (2011) encontraram niveis elevados de resisténcia aos inibidores da
sintese de quitina (> 100 vezes) para populacdes da praga em alguns estados do Brasil. A
exposicao prévia a inseticidas tradicionalmente utilizados no controle de determinada praga pode
conferir resisténcia a inseticidas recentemente introduzidos através de resisténcia cruzada por
selecdo de enzimas de detoxificacdo especificas que podem atuar em outros inseticidas (Sayyed et
al. 2008), reduzindo a eficacia destes novos produtos. De acordo com Shang et al. (2012), o
aumento ou a reducéo da atividade enzimética pode estar relacionada com a resisténcia de insetos
a inseticidas.

Estudos de monitoramento da resisténcia para determinar a resposta de populacdes de
praga a determinado produto quimico sdo ideais para um programa de manejo da resisténcia. O
registro de resisténcia de T. absoluta a inseticidas ainda € incipiente além de que as caracteristicas
da resisténcia foram pouco exploradas. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
verificar o status da resisténcia de T. absoluta a inseticidas, bem como detectar e quantificar os
provaveis mecanismos bioquimicos de resisténcia para o0s principais inseticidas utilizados para seu
controle no Brasil. Estes resultados irdo ajudar a promover o controle eficiente dessa praga e terdo

implicacdes importantes no sucesso do manejo da resisténcia de T. absoluta.

Material e Métodos
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Interagdes Insetos - Toxicos (LIIT) da Area
de Fitossanidade do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Recife-PE, no periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2013.
Obtencédo, Manutencéo e Criacéo dos Insetos. As populagdes de T. absoluta utilizadas nos
bioensaios foram coletadas de diversas regides produtoras de tomate do Brasil e enviadas para o

LIIT, sendo mantidas em gaiolas de organza e madeira de 40 x 40 x 40 cm de dimenséo sob
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umidade relativa (U.R.) de 70 £ 5% e fotofase de 12 h. As criagbes foram compostas por trés
gaiolas, uma foi utilizada para oviposi¢cdo dos adultos, outra para alimentacdo de lagartas com
folhas de tomateiro do cultivar “Santa Clara”, cultivadas em casa de vegetagdo sem tratamento
com inseticidas e a Ultima para emergéncia dos adultos. Folhas de tomate imersas em agua através
dos peciolos foram utilizadas como substrato para oviposi¢do, sendo transferidas diariamente para
novas gaiolas onde permaneceram até eclosdo das lagartas. As pupas foram transferidas para
novas gaiolas, permanecendo até a emergéncia dos adultos. Para a alimentacdo dos adultos, foi
utilizado chumacos de algodao embebidos em solucdo acucarada a base de mel diluido em agua
destilada (~10%).

Ensaios de Suscetibilidade de T. absoluta aos Inseticidas. Na realizacdo dos ensaios para
estimar as curvas de concentracdo-mortalidade foram utilizados os inseticidas formulados
clorfenapir (Pirate® 240 SC; BASF S.A, Sdo Paulo, SP, Brasil), metaflumizone (Em registro;
BASF S.A, S&o Paulo, SP, Brasil), abamectina (Vertimec® 18 CE; Syngenta Protecdo de Cultivos
Ltda, Sd0 Paulo, SP, Brasil), cartape (Cartape BR® 500 SP; lharabras, Paulinia, SP, Brasil) e
indoxacarbe (Rumo® 300 WG; DuPont Brasil, Barueri, SP, Brasil), para as diferentes populacdes
de T. absoluta, sendo todos fornecidos pelas respectivas companhias.

Para realizacdo dos bioensaios foram utilizados foliolos de tomate do cultivar “Santa
Clara”. Todos os bioensaios foram conduzidos de acordo com a metodologia de imersdo de
folhas, onde as concentracGes (em mg de i.a./L de agua) definidas foram preparadas a partir da
diluicio do produto comercial em &gua destilada mais espalhante adesivo Triton-X-100.

Inicialmente, foram feitos bioensaios preliminares de forma a serem obtidas mortalidades
do inseto entre 0 e 100%, e em seguida determinadas as concentracbes (sete a oito). Para a
realizacdo dos bioensaios, os foliolos de tomate foram higienizados em solucdo a base de

hipoclorito de sodio a 5%. Apds a higienizacdo dos foliolos em &gua corrente, eles foram imersos
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horizontalmente por um minuto em solugdo contida no interior de um Becker. Cada Becker
continha uma concentracdo de um inseticida testado. Agua destilada acrescida de Triton-X-100
(espalhante adesivo) foi utilizada como tratamento controle. Para a retirada do excesso de calda,
os foliolos foram mantidos sobre papel toalha a temperatura ambiente até secagem completa e, em
seguida, transferidos para placas de Petri (80 x 15 mm), contendo papéis-filtro pulverizados
previamente com agua destilada. Cada placa de Petri contendo um foliolo tratado recebeu 10
lagartas de T. absoluta de 2° instar. ApGs a transferéncia das lagartas, as placas de Petri foram
devidamente fechadas e mantidas em camara climatizada (BOD), regulada para temperatura
média de 25 + 1°C, U.R. de 70 + 5% e fotofase de 12 h. A avaliacdo da mortalidade e do nimero
total de insetos foi realizada 48 horas apds a imposicao dos tratamentos. O critério de mortalidade
foi baseado na locomocéo, onde as lagartas que foram incapazes de caminhar pelo menos uma
distancia equivalente ao comprimento do corpo foram consideradas mortas.

Preparacdo das amostras para ensaios enzimaticos. Para avaliar a atividade das esterases,
GSTs e monooxigenases, enzimas ligadas a detoxificacdo de xenobiéticos, aproximadamente 30
lagartas do 3° instar foram avaliadas por populacéo. Os ensaios foram conduzidos em triplicatas
de 10 individuos/microtubo utilizando diferentes tampGes em funcdo do grupo de enzimas. Na
extracdo de enzimas foram utilizados 200 puL de tampdo fosfato de sodio (0,02 M, pH 7,2) em
gelo. Para glutationa-S-transferase, o processamento das amostras foi semelhante ao descrito para
esterase, diferindo apenas no tampdo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5), utilizando o
homogeneizador Potter-Elvehjem. Os homogenatos foram centrifugados (Eppendorf 5810R) a
15000 g e 4°C durante 15 minutos, em seguida foram recolhidos e armazenados a -80°C. Para 0s
ensaios da monooxigenase dependente do citocromo Pgsp, as amostras foram homogeneizadas em
500 pL de tampdo fosfato sodio (0,1 M, pH 7,5) e o sobrenadante ultracentrifugado (Beckman

Coulter Optima L-80K) a 100.000 g para a obtencdo dos microssomos, 0s quais foram
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ressuspendidos em fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5) + glicerol a 2% (Wright et al. 2000). A
quantificacdo de proteina foi determinada pelo método do &cido bicinconinico usando albumina
de soro bovino (BSA) como padrédo (Smith et al. 1985).

Ensaio para quantificacdo das Esterases. A atividade das esterases foi medida pelo método de
van Asperen (1962) adaptado. A solugdo estoque (250 mM) dos substrados a—naftil acetato e p—
naftil acetato foram preparados em acetona. Para reacdo, foi usada 2 uL do substrato o—naftil
acetato, 10 pL de amostra, que havia sido diluido para 1:100 e 188 L de tampdo fosfato de sddio
por pogo na micro placa. O procedimento foi repetido para analise das esterases usando o
substrato P-naftil acetato, onde, as amostras foram diluidas para 1:10. As amostras foram
incubadas em 30°C por 15 minutos. A reacdo foi parada usando 33,2 pL de FAST Blue B a 0,3%.
A absorbancia foi lida em 595 nm na leitora de micro placa (EIx800, BioTek®, Winooski, VT,
USA). Cada amostra foi analisada em triplicata, as medidas estavam compreendias no total de
nove repetigdes. A curva padrdo foi preparada com a—naphtol e p—naphtol. A atividade das
esterases foi expressa como umol naftol x min™ x mg de proteina™.

Ensaios para quantificacdo de Glutationa—S-Transferase. O substrato CDNB (1-cloro-2,4—
dinitrobenzeno) foi utilizado para determinar a atividade de conjugacdo de glutationa reduzida a
este substrato sob a influéncia da enzima glutationa—S—transferase formando 2,4—dinitrofenil-S—
glutationa (Habig et al. 1974). Uma solucdo de CDNB (150 mM) foi preparada em alcool etilico e
a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em tampéo fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5). Para a
reacdo, 138 uL de tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5), 10 ul de amostra contendo 1 mg de
proteina, 150 pL de glutationa reduzida (10 mM) foram utilizados. A pré-mistura foi incubada em
banho-maria a 30°C por 5 minutos. Posteriormente, 2 uL de CDNB (150 mM) foram adicionados
a reacdo. Imediatamente, a formacdo de 2,4-dinitrofenil-S—glutationa foi medida utilizando um

biofotometro a 340 nm. A reacdo foi analisada por 5 minutos com intervalos de leitura de 30
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segundos. Cada amostra foi analisada em triplicata, e as medidas compostas de um total de nove
repeticdes. Os dados de absorbancias foram analisadas em funcdo do tempo de reacdo apds a
adicdo do CDNB. A inclinagdo da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de
concentracdo nmol de GS-DNB/min/mg de proteina, utilizando o coeficiente de extincdo de
CDNB (9,6 mM™.cm™).

Ensaios para quantificacdo da Monooxigenase Dependente do Citocromo Passp (N-—
desalquilacéo). O substrato 4-cloro-N-metilanilina foi utilizado para determinar a atividade de N-
desalquilacdo atraves da monooxigenase dependente de citocromo Pgsp. Utilizou-se 50 pL de
tampao fosfato de sédio com Tween 20 a 2% (0,1M, pH 7,5), 25 pL da amostra, 25 uL 4-cloro-N-
metilanilina (4—- CNMA) a 7,5 mM diluido em etanol a 20% v/v, 25 uL de NADPH reduzido (9,6
mM). A reacgdo foi processada por 16 min a temperatura de 37 °C e parada através da adicdo de
187,5 uL de p-dimetilaminobenzaldeido a 233,33 mM, diluido em 3.0 N de acido sulfurico. Os
microtubos contendo a reacdo de parada foram centrifugados por 15 min a 10000 g a 4 °C. A
atividade por amostra foi obtida da equacdo linear estimada para a absorbancia em funcdo da
curva padréo de 4- cloroanilina que foi relatada em nMol 4-cloroanilina x min™ x mg de proteina
l.

Ensaios para quntificacdo de monooxigenase dependente do Citocromo Pgs (O—
desalquilacdo). A atividade de O-desalquilacdo através da monooxigenase dependente do
citocromo Pyso foi determinada através do método que utiliza o substrato p-nitroanisole (O,N-—
CsHs—0O-CHpg), produzindo p-nitrofenol. Dessa forma, na presenca de p-nitroanisole a atividade
da enzima monooxigenase dependente do citocromo P4so pode ser medida (Rose & Brindley
1985). A reacdo de atividade da monooxigenase depende do citocromo Paso foi determinada
misturando 178,8 uL do tampdo fosfato de sédio de ressuspensdo (0,1 M, pH 7,5); 56,2 mL de

amostra; 2,5 pL p—nitroanisole (150 mM em etanol) e 12,5 ul de NADPH reduzido (9,6 mM) em
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cada pogo, nesta ordem. A mistura foi incubada durante 15 minutos a 37 °C. Em seguida, 10 pL
de HCI (1 M) foi adicionado a mistura para interromper a reacdo. A mistura foi centrifugada a
14000 g durante 10 minutos, e 200 pL de sobrenadante foram transferidos para os pogos da placa
de microtitulacdo para ser lido a 405 nm no leitor de micro placas. As amostras foram analisadas
em triplicata, e as medidas no total foram compostas de nove repeticdes. Atividade da
monooxigenase dependente do citocromo Paso por amostra foi determinada com base na curva
padrdo de p—nitrofenol em nMol p-nitrofenol x min™ x mg de proteina™.

Analises Estatisticas. Os bioensaios que apresentaram mortalidades no tratamento controle
superiores a 10% foram descartados e aqueles em que se conseguiu ajuste do modelo de probit
foram repetidos pelo menos mais uma vez. Os dados de mortalidade obtidos dos bioensaios de
concentracdo-mortalidade ap0s correcdo pelo tratamento controle (Abbott 1925) foram
submetidos a andlise de probit com P > 0,05 (Finney 1971) através do programa estatistico
PoloPlus (LeOra Software 2005). As respostas das populagdes de T. absoluta testadas nos
bioensaios de concentracao-mortalidade foram utilizadas para obtencdo das inclinagcdes das curvas
e estimativas dos valores de CLsy € ClLgy para 0s cinco inseticidas testados. As razdes de
resisténcia (RR) foram calculadas pelo teste de razdo letal e consideradas significativas quando o
intervalo de confianca (IC) a 95% ndo incluiu o valor um, conforme proposto por Robertson &
Preisler (1992). Para cada inseticida, a populacdo que apresentou a menor CLs, foi utilizada como
padrdo de suscetibilidade em relacdo as demais. As médias de atividade de esterase,
monooxigenase dependente do citocromo Pgsp e glutationa—S—transferase foram analisadas e
testadas usando o programa SAS (SAS Institute 2001). As premissas da analise de variancia
(ANOVA) foram testadas usando PROC UNIVARIATE. As médias foram submetidas a analise
de variancia (PROC ANOVA) e teste de Tukey (HSD) P < 0,05 para verificar diferencas entre as

populacbes. Os dados das atividades enzimaticas das oito popula¢des de T. absoluta e os valores
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de CLso das populagdes para cada inseticida foram utilizados para anélises de correlacdo de

Pearson (r), com P < 0,05 (PROC CORR) (SAS Institute 2001).

Resultados

Os resultados de concentragdo-mortalidade obtidos no presente estudo assumiram o modelo
de Probit (P > 0,05). A populacdo de Iraquara apresentou a menor CLsy para indoxacarbe,
metaflumizone e abamectina (Tabelas 1, 2 e 5), enquanto que a populacdo de Pelotas foi a que
apresentou a menor CLso para os inseticidas clorfenapir e cartape (Tabelas 3 e 4). Desta forma,
estas populacdes foram utilizadas como referéncias de suscetibilidade aos respectivos inseticidas.

A concentragdo estimada de indoxacarbe que ocasionou 50% de mortalidade (CLso) de cada
populacdo de T. absoluta variou de 0,86 (lraquara, BA) a 2,89 (Pelotas, RS) mg i.a./L. Desta
forma, os valores de razéo de resisténcia variaram de 1,6 (Guaraciaba do Norte, CE) a 3,3-vezes
(Pelotas, RS). Os valores de CLgy variaram de 1,56 (Iraquara, BA) a 12,13 mg i.a./L (Pelotas, RS)
e a dose recomendada de indoxacarbe (48 mg i.a./L) ndo se interpds aos intervalos de confianca
das CLgos de qualquer populacdo (Tabela 1), e as populacGes estariam ainda suscetiveis ao
inseticida quando tratadas com esta dose. Com excec¢do das populacdes de Tiangué e Paulinia, as
demais populacbes apresentaram razdo de resisténcia significativa para indoxacarbe, por nao
compreender o valor 1,0 nos intervalos de confianca das razbes (Tabela 1). Os coeficientes
angulares das curvas variaram de 1,33 (Pelotas, RS) a 3,25 (lraquara, BA) para o inseticida
indoxacarbe (Tabela 1).

A concentracdo estimada de metaflumizone que ocasionou 50% de mortalidade (CLso) de
cada populagdo de T. absoluta variou de 0,35 (Iraquara, BA) a 7,44 (Paulinia, SP) mg ia/L. Desta
forma, os valores de razdo de resisténcia variaram de 2,5 (Sumaré, SP) a 21,2-vezes (Paulinia,

SP). Os valores de CLgp variaram de 2,23 (Sumaré, SP) a 26,71 mg i.a./L (Guaraciaba do Norte,

28



720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

730

731

732

733

734

735

736

737

738

739

740

741

742

743

CE) e a dose recomendada de indoxacarbe (240 mg i.a./L) ndo se interpds aos intervalos de
confianca das CLgos de qualquer populacéo (Tabela 2), e as populagdes estariam ainda suscetiveis
a este inseticida quando tratadas com esta dose. Todas as populacdes apresentaram razéo de
resisténcia significativa para metaflumizone, por ndo compreender o valor 1,0 nos intervalos de
confianca das razdes (Tabela 2). Os coeficientes angulares das curvas variaram de 1,00 (Iraquara,
BA) a 2,07 (Sumaré, SP) para o inseticida metaflumizone (Tabela 2).

A concentracdo estimada de clorfenapir que ocasionou 50% de mortalidade (CLso) de cada
populacdo de T. absoluta variou de 0,62 (Pelotas-RS) a 2,83 (Paulinia, SP) mg i.a./L. Desta
forma, os valores de razdo de resisténcia variaram de 1,4 (Iraquara, BA) a 4,6-vezes (Paulinia,
SP). Os valores de CLgo variaram de 1,17 (Pelotas, RS) a 10,91 mg i.a./L (Guaraciaba do Norte,
CE) e a dose recomendada de clorfenapir (60 mg i.a./L) ndo se interpds aos intervalos de
confianca das CLgps de qualquer populacdo (Tabela 3), e as populacfes estariam ainda suscetiveis
a este inseticida quando tratadas com esta dose. Todas as populacdes apresentaram razdo de
resisténcia significativa para clorfenapir, por ndo compreender o valor 1,0 nos intervalos de
confianca das razbes (Tabela 3). Os coeficientes angulares das curvas variaram de 1,35
(Guaraciaba do Norte, CE) a 4,33 (Iraquara, BA) para o inseticida clorfenapir (Tabela 3).

A concentracdo estimada de cartape que ocasionou 50% de mortalidade (CLsp) de cada
populacdo de T. absoluta variou de 93,11 (Pelotas, RS) a 589,75 (Anapolis, GO) mg i.a./L. Desta
forma, os valores de razdo de resisténcia variaram de 1,5 (Paulinia, SP) a 6,4 vezes (Anapolis,
GO). Os valores de CLgy variaram de 201,03 (Pelotas, RS) a 1379,3 mg i.a./L (Guaraciaba do
Norte, CE) e a dose recomendada de cartape (1250 mg i.a./L) se interpds aos intervalos de
confianga das CLgos das populagdes de Tiangua, Guaraciaba do Norte e Anépolis (Tabela 4).
Todas as populacbes apresentaram razdo de resisténcia significativa para cartape, por ndo

compreender o valor 1,0 nos intervalos de confianga das razdes (Tabela 4). Os coeficientes
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angulares das curvas variaram de 1,82 (Tiangua, CE) a 2,85 (Venda Nova, ES) para o inseticida
cartape (Tabela 4).

A concentracdo estimada de abamectina que ocasionou 50% de mortalidade (CLsp) de cada
populacdo de T. absoluta variou de 0,54 (lraquara, BA) a 3,38 (Tiangua, CE) mg i.a./L. Desta
forma, os valores de razéo de resisténcia variaram de 2,0 (Venda Nova, ES) a 6,2 vezes (Tiangu4,
CE). Os valores de CLg variaram de 1,68 (Anapolis, GO) a 8,72 mg i.a./L (Tiangud, CE) e a dose
recomendada de abamectina (18 mg i.a./L) ndo se interpds aos intervalos de confianca das CLgoS
de qualquer populacdo (Tabela 5), e as populacfes estariam ainda suscetiveis a este inseticida
quando tratadas com esta dose. Todas as populacdes apresentaram razdo de resisténcia
significativa para abamectina, por ndo compreender o valor 1,0 nos intervalos de confianca das
razdes (Tabela 5). Os coeficientes angulares das curvas variaram de 1,56 (Iraquara, BA) a 2,66
(Anapolis, GO) para o inseticida abamectina (Tabela 5).

As atividades de esterase diferiram entre as populacdes de T. absoluta com o substrato a-
naftil acetato e B-naftil acetato (Tabela 6). As atividades de a-esterase variaram de 1,06 + 0,08
pmol/min/mg de proteina (Pelotas, RS) a 2,22 + 0,10 pumol/min/mg de proteina (Iraquara, BA).
Uma variagdo de apenas 2,09 vezes na atividade a-esterase foi observada dentre as populagdes. A
atividade de B-esterase variou de 0,98 + 0,02 pumol/min/mg de proteina (Guaraciaba do Norte, CE)
a 1,39 + 0,07 umol/min/mg de proteina (Sumaré, SP). Para o substrato - naftil acetato houve uma
variacdo de apenas 1,41 vezes. Diferencas significativas também foram observadas na atividade de
conjugacdo de glutationa-S-transferase entre as populacdes de T. absoluta. As atividades variaram
de 24,83 + 1,31 umol/min/mg de proteina (Tiangud, CE) a 77,67 + 1,97 umol/min/mg de proteina
(Pelotas, RS). Uma variacdo de 3,12 vezes na atividade de glutationa-S-transferase foi observada

dentre as populagdes (Tabela 6).
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Quanto ao metabolismo oxidativo, diferencas significativas na atividade de monooxigenases
dependentes de citocromo P4so foram encontradas entre as populagdes de T. absoluta. A atividade
de N-desalquilacdo variou de 1,03 + 0,13 nmol/min/mg de proteina (Paulinia, SP) a 5,86 + 0,17
nmol/min/mg de proteina (Anapolis, GO), com uma variacdo de 5,68 vezes na atividade dentre as
populacdes de T. absoluta (Tabela 6). A atividade de O-desalquilagdo variou de 4,26 + 0,43
nmol/min/mg de proteina (Guaraciaba do Norte, CE) a 17,33 + 1,24 nmol/min/mg de proteina
(Venda Nova, ES), com uma variacdo de 4,06 vezes na atividade dentre as populacdes de T.
absoluta (Tabela 6).

Correlacgéo significante foi observada entre as CLsos das populacfes de T. absoluta para os
inseticidas abamectina e metaflumizone (r = 0,315; P = 0,006; N = 8) e abamectina e clorfenapir (r
= 0,243; P = 0,039; N = 8) (Tabela 7). Para cartape, correlagdes significativas foram observadas
com o inseticida clorfenapir (r = 0,396; P = 0,0006; N = 8) e com indoxacarbe (r = -0.239; P =
0.042; N = 8) (Tabela 7), enquanto que para clorfenapir, correlacdes significantes foram
observadas com indoxacarbe (r = -0,308; P = 0,008; N = 8) e metaflumizone (r = 0,911; P = <
0001; N = 8) (Tabela 7).

As correlacbes entre as ClLsp e a atividade das enzimas medidas pelos substratos, podem dar
algum indicativo da resisténcia ser conferida pelo aumento do metabolismo (Feyereisen 1999).
Para facilitar a interpretacdo da magnitude dos coeficientes de correlacdo, o presente trabalho
adotou a classificacdo sugerida por Cohen (1988), a qual segue: r = 0,10 até 0,29 (correlacédo
fraca); r = 0,30 até 0,49 (correlacdo moderada); r = 0,50 até 1,0 (correlacdo forte). Correlacao
significante e moderada (r = -0,621; P = < 0001; N = 72) foi observada entre a atividade de
esterase frente ao substrato a—naftil acetato e as CLses das populagbes de T. absoluta para o

inseticida indoxacarbe (Tabela 7). Enquanto que esterases que metabolizaram B-naftil acetato
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correlacionaram significativamente com os inseticidas metaflumizone (r = -0,388; P = 0,0007; N =
72) e clorfenapir (r = -0,320; P = 0,006; N = 72) (Tabela 7).

Correlagbes moderada a alta foram significativamente observadas entre a atividade de
conjugacéo por glutationa-S-transferase e as CLsos das populagdes de T. absoluta para abamectina
(r=0,820; P =< 0001; N = 72) e indoxacarbe (r = 0,607; P =<0001; N = 72) (Tabela 7).

A atividade de N-desalquilagcdo por monooxigenases dependentes de citocromo P450 usando o
substrato 4-cloro-N-metilanilina correlacionou com as CLsgs das populacbes de T. absoluta para
indoxacarbe (r = 0,459; P = < 0001; N = 72), abamectina (r = -0,345; P = 0,002; N = 72) e cartape
(r =0,409; P = 0,0004; N = 72) (Tabela 7). Enquanto que a atividade de O-desalquilacdo por estas
enzimas usando o substrato p-nitroanisole correlacionou com as CLses das populacdes de T.
absoluta para metaflumizone (r = -0,647; P = <0001; N = 72), clorfenapir (r = -0,597; P < 0.0001;

N = 72) e abamectina (r =-0,347; P = 0,002; N = 72) (Tabela 7).

Discusséo

A T. absoluta tem mostrado grande plasticidade genética ao longo de seus 35 anos de
introducdo no Brasil, evoluindo para resisténcia com relativa facilidade as diversas classes de
inseticidas que foram consecutivamente registradas para seu controle. Ao final dos anos 90, os
primeiros casos de resisténcia as classes prevalecentes (organofosforados, piretroides, analogo de
nereistoxinas e avermectinas) foram relatados no Brasil (Siqueira et al. 2000b). Neste estudo,
populacdes de T. absoluta mostraram baixos graus relativos de resisténcia a indoxacarbe,
clorfenapir, cartape e abamectina, apesar de que algumas populacdes apresentaram valores de
CLgo proximos ou acima das doses recomendadas em rotulo. Curiosamente, os valores de razdo de
resisténcia das populacbes de T. absoluta a metaflumizone foram maiores com relacdo aos demais

inseticidas. Como ndo ha uso autorizado deste produto no Brasil, tais valores devem refletir as
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respostas naturais das populacées. Silva et al. (2011) relataram resisténcia moderada (27,5 vezes)
de T. absoluta a indoxacarbe, e as diferencas com este estudo refletem os padrdes de uso de
inseticidas nas diferentes areas de cultivo e/ou diversidade genética intra e interpopulacional que
pode explicar a variabilidade observada nestes resultados. Variagfes nestes graus irdo sempre
existir ano a ano em fungdo de varios fatores que interferem em tais resultados. A sucessdo de
moléculas para o controle de T. absoluta podem ter contribuido para alteracbes nos padrbes
prevalecentes de resisténcia desta praga. O uso de diamidas mais recentemente tem
provavelmente contribuido para alteraces neste panorama da resisténcia de T. absoluta no Brasil
por causa da alta suscetibilidade das populagdes (Campos 2013). Além disso, a auséncia de
populacdes padrédo de suscetibilidade ou de valores de linha béasica de suscetibilidade torna pouco
esclarecedor quanto as populacGes de T. absoluta tém evoluido para resisténcia aos inseticidas.
Contudo, cada vez mais, maior amplitude de resisténcias a inseticidas vem sendo relatada ao
longo dos anos para T. absoluta e novos casos de resisténcia sdo esperados (Guedes & Siqueira
2012).

A variabilidade nas respostas ao inseticida indoxacarbe tem sido relatada por Silva et al.
(2011) em populactes do Brasil (27 vezes), por Roditakis et al. (2012a) em populacGes da Grécia
(10 vezes) e por Roditakis et al. (2012b) em populacdes da Italia (12 vezes). Adicionalmente,
falhas potenciais de controle também foram observadas por Silva et al. (2011). Resultados
diferentes foram detectados no presente estudo, onde as razdes de resisténcia encontradas para
indoxacarbe foram relativamente baixas e semelhantes entre si. Contrariamente, as populacdes de
T. absoluta responderam de forma mais heterogénea ao metaflumizone quando comparado aos
demais inseticidas, e particularmente ao indoxacarbe, uma vez que ambos agem como
blogueadores de canais de sddio (Lahm et al. 2000, Takagi et al. 2007). Resultados diferentes

foram encontrados em populacGes de T. absoluta na Europa com razdes de resisténcia de no
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maximo cinco vezes para metaflumizone (Roditakis et al. 2012a). Entretanto, as populacbes
europeias apresentaram valores de CLsp acima de 30 mg de i.a./L de &4gua quando comparadas
com as populagbes brasileiras (maximo de 7,44 mg de i.a./L de agua). Os valores de CLg
encontrados neste trabalho foram inferiores a dose recomendada a campo em outros paises, que €
240 mg de i.a./L de &gua, para as populacdes de T. absoluta. Embora metaflumizone ndo seja
utilizado no Brasil, uma das possiveis razdes para que a evolucdo da resisténcia estivesse
ocorrendo, seria a selecdo prévia das populagdes com indoxacarbe (resisténcia cruzada),
entretanto esta hipotese ndo procede por que ndo se observou correlacdo significativa entre
ambos. Desta forma, como sugerido anteriormente, tais resultados refletem variacdo natural das
populacdes. A auséncia de resisténcia cruzada entre metaflumizone e indoxacarbe aqui observada
também foi relatada por Khakame et al. (2013) em Plutella xylostella (Linnaeus), embora eles ndo
tenham encontrado alta variabilidade entre as populacfes testadas para metaflumizone, que foi
inferior a cinco vezes. Diante dos resultados observados no presente trabalho e visto as
perspectivas da introducdo de metaflumizone no Brasil para o controle de T. absoluta, tais
populacdes devem ser monitoradas para evitar possiveis falhas de controle em curto prazo apos
liberacdo comercial.

As razdes de resisténcia para clorfenapir, encontrados no presente estudo foram baixas e
sugerem que estes resultados estdo associados a variabilidade natural das populacdes. Che et al.
(2012) também nédo encontraram valores elevados de razdo de resisténcia para clorfenapir em
Spodoptera exigua (Hibner). Nenhuma das populacdes de T. absoluta apresentaram CLgoS acima
da dose recomendada em rotulo (60 mg de i.a./L de agua) para este inseticida. Diante disto, este
produto pode se apresentar como uma boa alternativa no controle de T. absoluta, desde que
observadas as recomendac6es do fabricante. No entanto, uma forte correlagdo com metaflumizone

foi observada, o que poderia explicar a alta variagdo das respostas das populagbes a este
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inseticida, mas uma avaliacdo mais criteriosa deve ser conduzida para avaliar tal relacdo nédo
esperada.

Graus de resisténcia significativos foram observados para as populagdes de T. absoluta para
0 inseticida cartape embora moderados. Siqueira et al. (2000a) observaram valores acima de 20
vezes para populacdes da traca-do-tomateiro. No entanto, populacdes de Guaraciaba do Norte,
Tianguéa e Anéapolis apresentaram valores de CLgp, cujos limites de confianca compreenderam a
dose recomendada pelo fabricante (1250 mg de i.a./L de agua), sugererindo que falhas de controle ja
sejam um problema potencial em campo nestas areas.

Abamectina tem sido usado para o controle de populac6es de T. absoluta no Brasil (Guedes
& Picango 2012) desde sua autorizagdo em 1991, particularmente devido a sua alta toxicidade e
espectro de agdo a insetos e acaros. Apesar disso, as razfes de resisténcia para as populacdes
avaliadas foram consideradas baixas, 0 que pode estar associado ao padrdo de uso de inseticidas
nas areas avaliadas e aspectos associados com resisténcia a abamectina em insetos como a sua
instabilidade ligada a custos adaptativos (Roush & McKenzie 1987, Nicastro et al. 2010, Sato et
al 2005). Resultados semelhantes também foram observados por Siqueira et al. (2001), Lietti et
al. (2005) e Roditakis et al. (2012a), onde a maxima razdo de resisténcia encontrada pelos autores
foi de 9,4; 3,5 e 4 vezes, respectivamente. Embora abamectina seja um inseticida amplamente
utilizado no controle de T. absoluta, este ainda se apresenta como uma opcao interessante no
controle desta praga, visto que nenhum dos valores de CLgy encontrados no presente trabalho
estdo acima da dosagem recomendada para campo (18 mg de i.a./L de agua).

Os mecanismos bioquimicos de resisténcia de T. absoluta a inseticidas ainda estdo por ser
esclarecidos. As correlagdes entre as CLsgs e a atividade das enzimas medidas pelos substratos,
podem dar algum indicativo da resisténcia ser conferida pelo aumento do metabolismo

(Feyereisen 1999). O inseticida indoxacarbe apresentou forte correlacdo negativa com esterase
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quando utilizado o substrato a-naftil acetato, correlacdo positiva moderada e forte com as
monooxigenases miscrossomais dependentes do citocromo Paso utilizando o substrato 4-cloro-
metilanailina e DCNB, respectivamente. Indoxacarbe, um pro-inseticida, é ativado por esterases,
tendo como consequéncia a diminuigdo dos valores das CLsos. Trabalhos realizados por Ahmad et
al. (2002), Shono et al. (2004), Ahmad & Hollingworth (2004) e Sayyed & Wright (2006),
mostraram ser as esterases as enzimas responsaveis pela resisténcia ao indoxacarbe.
Aparentemente, monooxigenases e glutationa-S-transferase estejam desempenhando papel de
detoxificacdo a indoxacarbe em populac6es de T. absoluta, mas o uso de sinergistas pode auxiliar
no esclarecimento destes resultados.

Os resultados reportados neste trabalho mostram, embora fraca, correlacdo significativa
positiva entre as CLsos para abamectina e clorfenapir, bem como uma correlacdo negativa
moderada entre atividade enzimética e CLso para ambos, para monooxigenases quando utilizado
0 substrato p—nitroanisole. Nicastro et al. (2013), também encontraram resisténcia cruzada entre
abamectina e clorfenapir para o acaro-rajado Tetranychus urticae (Koch). Pelo menos para T.
absoluta, uma das possiveis causas de resisténcia cruzada entre estes inseticidas poderia estar
relacionada a ativacdo pelas monooxigenases microssomais dependentes do citocromo Pgsp.
Entretanto, ndo se conseguiu explicar claramente de que forma estas enzimas estdo atuando com
abamectina. Nesse contexto, a resisténcia associada entre clorfenapir e abamectina precisa ser
mais estudada a fim de esclarecer este assunto.

Os inseticidas clorfenapir e metaflumizone apresentaram correlacdo negativa moderada e
forte para o substrato B - naftil acetato, e as monooxigenases microssomais dependentes do
citocromo P45 utilizando o substrato p-nitroanisole, respectivamente. Clorfenapir € um proé-
inseticida, que é ativado por monooxigenases (Hunt & Treacy 1998). J4 para 0 caso de

metaflumizone ndo foi encontrado explicacdo plausivel para estes resultados e experimentos
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adicionais através da utilizacdo de sinergistas bem como ferramentas moleculares podem vir a
esclarecer estes dados. Diante dos resultados observados no presente trabalho e visto as
perspectivas da introducdo de metaflumizone no Brasil para o controle de T. absoluta, tais
populacbes devem ser monitoradas para evitar possiveis falhas de controle em curto prazo apds

liberagdo comercial.
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1032
1033

Tabela 1. Toxicidade relativa de indoxacarbe para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 £ 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Populagéo n? GL® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)" x2e RRs, (1C95%)
Iraquara — BA 279 5 3,25 + 0,46 0,86 (0,68 — 1,03) 1,56 (1,29 — 2,00) 0,40
Tiangué-CE 248 4 2,04 +0,21 0,92 (0,75 - 1,11) 1,85 (1,53 - 2,35) 2,45 1,1(0,8 —1,4)
Paulinia-SP 260 5 1,95+0,31 1,35 (0,87 — 1,80) 3,63 (2,77 - 5,11) 2,83 1,6 (1,0-2,3)
Guaraciaba do Norte-CE 284 5 2,49 +0,26 1,40 (1,01 — 1,85) 3,04 (2,28 — 4,54) 6,42 1,6(1,2-22)*
Sumaré — SP 277 5 1,55+ 0,17 1,62 (1,18-2,11) 5,66 (4,24 — 8,20) 0,58 1,9(1,3 - 2,7)*
Anéapolis - GO 269 5 2,30 0,24 1,82 (1,47 — 2,23) 4,24 (3,38 - 5,69) 3,44 2,1(1,6-28)*
Venda Nova - ES 278 5 1,76 £0,18 2,26 (1,79 — 2,86) 6,78 (5,13 - 9,77) 2,93 2,6 (1,9-3,6)*
Pelotas — RS 270 5 1,33+0,15 2,89 (2,07 — 3,80) 12,13 (8,55 — 19,67) 3,74 33(23 - 48)*

& NUmero total de larvas utilizadas.
b Grau de liberdade.

¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por Litro de agua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razéo das estimativas da CLs, entre a populaco resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de
confianga a 95% das estimativas da CLso. *Raz&o de resisténcia significativa para indoxacarbe, uma vez que o intervalo de confian¢a ndo compreende o valor 1,0.
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1043

Tabela 2. Toxicidade relativa de metaflumizone para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Populagéo n? GL® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)" x2e RRs, (1C95%)
Iraquara — BA 280 5 1,00+0,15 0,35 (0,10 — 0,64) 2,42 (1,42 — 5,40) 5,41

Sumaré — SP 280 5 2,07 £0,37 0,87 (0,41 — 1,39) 2,23 (1,40 — 3,54) 3,10 2,5(1,1-56)*
Pelotas — RS 259 5 2,04+0,33 2,59 (1,51 - 3,69) 6,70 (4,83 — 9,55) 1,39 7,4(3,6-151)*
Anéapolis - GO 320 6 1,35+0,13 2,92 (2,22 —3,84) 12,21 (8,64 — 19,35) 5,19 8,3(4,8—-14,4)*
Tiangué - CE 278 5 2,06+ 0,26 3,44 (2,54 — 4,42) 8,82 (6,85 — 12,11) 4,14 9,8 (5,2—-18,6)*
Venda Nova - ES 276 5 1,67 £0,19 4,60 (3,42 - 5,92) 14,71 (11,22 — 20,79) 3,90 13,1 (6,9 —24,8) *
Guaraciaba do Norte-CE 264 5 1,49+0,17 7,25 (5,44 - 9,51) 26,71 (19,39 - 41,18) 1,45 20,7 (10,9 - 39,2) *
Paulinia - SP 244 4 1,82 £0,22 7,44 (5,68 — 9,43) 21,63 (16,59 — 30,86) 2,76 21,2 (11,3-39,8) *

& Numero total de larvas utilizadas.

b Grau de liberdade.
¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de 4gua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razdo das estimativas da CLs, entre a populago resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de

confianga a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para metaflumizone, uma vez que o intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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1052  Tabela 3. Toxicidade relativa de clorfenapir para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1°C; U.R.: 70 £ 5% e fotofase de 12 h.
1053

Populagéo n? GL® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)° x2e RRs, (1C95%)
Pelotas - RS 283 5 3,00 £0,51 0,62 (0,45 — 0,76) 1,17 (0,96 — 1,54) 1,64

Iraquara-BA 280 5 4,33+0,61 0,88 (0,74 — 1,01) 1,38 (1,19 — 1,71) 0,39 1,4(1,1-19)*
Sumaré-SP 285 5 3,91+ 0,563 0,91 (0,76 — 1,08) 1,50 (1,27 - 1,89) 1,18 1,5(1,1-20)*
Tiangué - CE 277 5 3,09 +0,60 1,59 (1,07 — 2,00) 2,98 (2,42 - 3,87) 0,95 2,6(1,8-38)*
Venda Nova - ES 259 5 1,90+0,21 1,65 (1,12 — 2,29) 4,56 (3,20 — 7,68) 5,76 2,7(1,9-38)*
Anépolis - GO 280 5 2,68 +0,29 1,80 (1,49 — 2,16) 3,71 (3,02 — 4,83) 1,24 2,9(2,2-4,0)*
Guaraciaba do Norte- CE 259 5 1,35+0,16 2,59 (1,87 — 3,50) 10,91 (7,57 — 18,18) 3,04 4,2(28-6,3)*
Paulinia - SP 457 6 1,68 £0,15 2,83 (2,22 —3,54) 8,94 (6,95 — 12,21) 3,19 4,6 (33-6,5)*

1054 2 Ndmero total de larvas utilizadas.

1055 " Grau de liberdade.

1056  °Erro padro.

1057 ¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.

1058  ° Qui-quadrado.

1059 " Raz#o de resisténcia: razéo das estimativas da CLs, entre a populacio resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de
1060 confianga a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para clorfenapir, uma vez que o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.
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1062  Tabela 4. Toxicidade relativa de cartape para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 £ 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.
1063

Populagéo n  GL Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)° x2e RRs, (1C95%) '
Pelotas-SP 277 5 2,51+0.39 93,11 (64,83 — 121,12) 201,03 (155,92 — 274,43) 0,71

Paulinia-SP 284 5 2,43+0,27 142,4 (114,85 — 173,05) 316,00 (255,31 — 416,29) 3,21 1,5(1,1-22)*
Iraquara-BA 265 5 2,25+0,25 173,65 (137,25 — 214,16) 410,25 (327,54 — 545,79) 0,95 1,9(1,3-27)*
Venda Nova - ES 274 5 2,85+0,52 227,26 (155,62 — 288,15) 447,91 (358,66 — 595,90) 4,62 2,5(1,6-37)*
Sumaré-SP 285 5 1,95+0,19 314,71 (251,65 — 389,82) 848,72 (664,21 — 1160,32) 2,65 34(23-49)*
Tiangua-CE 240 4 1,82+0,21 359,48 (284,24 — 461,93) 1039,79 (763,40 — 1607,60) 0,71 3,8(2,6-56)*
Guaraciaba do Norte-CE 322 5 2,25+ 0,36 581,96 (421,29 —736,91) 1379,33 (1082,60 — 1952,75) 3,66 6,3(4,2-9,4)*
Anéapolis - GO 279 5 2,28 +0,22 589,75 (421,88 — 846,56) 1377,71 (944,43 — 2503 ,51) 8,03 6,4 (44-91)*

1064  ® Namero total de larvas utilizadas.

1065 " Grau de liberdade.

1066  °Erro padro.

1067  ° Miligramas de ingrediente ativo por Litro de agua.

1068  °© Qui-quadrado.

1069 " Razéo de resisténcia: razéo das estimativas da CLs, entre a populacio resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de
1070 confianga a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para cartape, uma vez que o intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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1073

Tabela 5. Toxicidade relativa de abamectina para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Populagéo n  GL Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)° x2e RRs, (1C95%) '
Iraquara-BA 282 5 1,56 + 0,24 0,54 (0,30 - 0,78) 1,87 (1,38 — 2,64) 2,07
Anépolis - GO 280 5 2,66 0,41 0,81 (0,57 — 1,04) 1,68 (1,32 - 2,25) 1,24 1,5(0,9 - 2,5)
Venda Nova - ES 278 5 1,92 0,22 1,07 (0,81 — 1,34) 2,91 (2,28 — 3,99) 1,02 2,0(1,2 —-3,3)*
Guaraciaba do Norte-CE 308 6 1,67+0,17 1,22 (0,93 - 1,57) 3,90 (2,98 — 5,46) 1,39 2,3(1,3-38)*
Sumaré-SP 264 5 1,92 +0,23 1,27 (0,77 — 1,84) 3,50 (2,40 — 6,10) 6,96 2,4 (1,4—4,0)*
Pelotas-RS 267 5 1,96 +0,23 1,64 (1,21 —-2,11) 4,41 (3,40 — 6,08) 0,74 3,0(1,8-51)*
Paulinia-SP 271 5 2,30+0,31 2,29 (1,64 — 2,97) 5,31 (4,10 — 7,29) 0,75 42(25-72)*
Tiangua-CE 244 5 2,04+0,21 3,38 (1,81 - 5,10) 8,72 (5,78 — 16,06) 6,29 6,2 (3,6 —10,8) *

& Numero total de larvas utilizadas.

b Grau de liberdade.
¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por Litro de agua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razdo das estimativas da CLs, entre a populago resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de
confianga a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para abamectina, uma vez que o intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 6. Média (+ erro padrdo, n=30) de atividade metabdlica das enzimas em populacdes de Tuta absoluta.

Esterase Glutationa—S—Transferase Monooxigenases
Populagéo o—naftil acetato *  B-naftil acetato ? CDNB*? N-desalquilacdo® O-desalquilagdo”

Pelotas — RS 1,06 £ 0,08 e 1,11 +0,08 bc 77,67+197a 4,98 £ 0,39 ab 13,25+ 1,27 ab
Anapolis - GO 1,67 + 0,07 bed 1,22 +0,04 ab 76,56 +1,10a 5,86 +0,17 a 16,81+0,83 a
Sumaré — SP 1,50+ 0,05 cd 1,39+0,07a 68,61 +2,24 b 2,28 +0,23d 12,12+1,14 b
Paulinia — SP 1,64 +0,04 cd 1,08 +0,05 bc 54,97 +0,20 ¢ 1,03+0,13¢ 490+0,83 ¢

Guaraciaba do Norte — CE 1,47 +£0,07d 0,98 £0,02 c 71,29+181ab 4,43 +£0,30 bc 4,26 £0,43¢c

Venda nova - ES 1,83 +£0,14 bc 1,28 £0,04 ab 71,25 +£2,09 ab 4,48+0,30b 17,33+ 1,24a
Tiangua — CE 2,01 + 0,06 ab 1,19 + 0,04 abc 2483+1,31d 3,29 +0,12 dc 12,25+1,10b
Iraquara — BA 2,22+0,10a 1,13+ 0,04 bc 65,00+154b 3,15+0,29d 17,15+0,93 a

*As medias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a P < 0,05.
& umol/min/mg de proteina.
® nmol/min/mg de proteina.
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Tabela 7. Correlacdo de Pearson entre as CLsos das populacdes de Tuta absoluta para os inseticidas e atividade enzimatica.

Fator Abamectina Cartape Clorfenapir Indoxacarbe Metaflumizone
Inseticidas Abamectina
Cartape r=-0,141"
Clorfenapir r=0,243* r= 0,396**
Indoxacarbe r=-0,223" r=-0,239* r=-0,308**
Metaflumizone r= 0,315** r=0,203" r= 0,911*** r=-0,003"
Enzimas a-Esterase r=0,007" r=0,018" r= 0,035" r=-0,621*** r=-0,186"
B-Esterase r=-0,069" r=-0,043" r=-0,320** r= 0,093" r=-0,388**
GSTransferase r= 0,820*** r= 0,057" r=-0,182" r= 0,607*** r=-0,098"
N-desalquilase r =-0,345** r= 0,409** r=-0,202" r= 0,459%** r=-0,120"
O- desalquilase r=-0,347** r=-0,120" r=-0,597*** r=0,189" r=-0,647***

"Néo significativo a 5% de probabilidade.
*P < 0,05.

**P < (,01.

*x+P < (0,001.
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magnitude e mecanismos. A ser submetido para Annals of Applied Biology.
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RESUMO - A traca do tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick), tornou-se uma grande ameaca a
producdo mundial de tomate apds a invasdo dos continentes Europeu, Africano e Asiatico. Na
América do Sul ja apresentava problemas com resisténcia a varios inseticidas, incluindo os
organofosforados. Neste estudo, objetivou-se determinar o atual status da resisténcia ao
clorpirifés e ao metamidofds, organofosforados muito utilizados na tomaticultura, bem como
identificar possiveis mecanismos de resisténcia. Ensaios para a quantificacdo de atividade
enzimética foram conduzidos, para avaliar o metabolismo destoxificativo, e a insensibilidade do
sitio alvo ligados a estes compostos. As populacfes de T. absoluta em geral foram suscetiveis a
dose recomendada de metamidofés e menos suscetiveis a dose de clorpirifés. Os graus de
resisténcia variaram em até 3,1 vezes para clorpirifos, e até 11,7 vezes para metamidofds. As
atividades enzimaticas foram significativamente diferentes entres as populacbes, sendo as
esterases e monooxigenases mais importantes para a resisténcia a clorpirifés e glutationa-S-
transferases para metamidofds. N&o foi observada correlacdo entre os dois inseticidas, sugerindo
que pelo menos dois mecanismos estejam atuando isoladamente para a resisténcia.
Aparentemente, 0 outro mecanismo envolve a alteracdo de sitio alvo (AchE) que pode estar
atuando na sobrevivéncia ao metamidofos. Diferenca de aproximadamente 5,0 vezes foi
observada entre os dois extremos de suscetibilidade para metamidofos. Estes extremos
apresentaram suscetibilidades invertidas para clorpirifés, sugerindo menor envolvimento de
alteracdo do sitio alvo na resisténcia a este inseticida. Desta forma, a existéncia de resisténcia

multipla em populacdes de T. absoluta ndo esta descartada.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolismo, insensibilidade de sitio alvo, resisténcia cruzada, traca do

tomateiro.
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RESISTANCE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO

ORGANOPHOSPHATES: MAGNITUDE AND MECHANISMS

ABSTRACT — The tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick), has become a major threat to
global tomato production after invasion of Europe , Africa and Asia . In South America, it already
had problems with resistance to several insecticides, including organophosphates. In this study,
we aimed to determine the current status of resistance to chlorpyrifos and methamidophos,
organophosphorus hitherto widely used in tomato production, and to identify possible
mechanisms of resistance to them. Bioassays of susceptibility and enzymatic activity were
conducted not only to determine the detoxificative metabolism but also to evaluate the
insensitivity of the target site. The populations of T. absoluta in general were susceptible to
recomended dose of methamidophos and less susceptible to dose of chlorpyrifos. The degree of
resistance varied up to 3.1-fold for chlorpyrifos, while they varied up to 11.7 times for
methamidophos. The enzymatic activities were significantly different between populations, where
esterases and monooxygenases most important for resistance to chlorpyrifos and glutathione - S -
transferases for methamidophos. No correlation between the two insecticides was observed,
suggesting that at least two mechanisms are involved in isolation for resistance. Apparently, the
other mechanism involves the alteration of target site (AChE) that may be acting on survival to
methamidophos. Difference of about 5.0 times was observed between the two extremes of
susceptibility to methamidophos. These extremes presented inverted to chlorpyrifos, suggesting
less involvement of alteration of the target site resistance to this insecticide susceptibilities. Thus,

the existence of multiple resistances in populations of T. absoluta is not discarded.

KEY WORDS: Metabolism, target site insensitivity, cross-resistance, tomato leafminer.
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Introducéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), constitui um
sério problema a producao de tomate e tem sido uma das principais causas de perdas de produgédo
desta cultura na América do Sul desde 1960 e cresceu em importancia com a sua dispersdo mais
tarde na regido, culminando com a sua detec¢cdo no Brasil em 1979 (Miranda et al. 1998).
Recentemente, foi encontrada na Europa, na Africa e no Oriente Médio, voltando a provocar forte
preocupacao nos paises de introducéo e entre alguns dos principais 6rgaos de protecao de plantas,
como a Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Organizacao
Europeia de Protecdo de Plantas (EPPO) (Desneux et al. 2010, Zlof & Suffert 2012). Uma grande
preocupacdo apos a introducdo ou invasdo de uma espécie praga em novo ambiente é 0 seu
controle imediato, para reduzir sua capacidade de causar danos econdémicos. Nestes casos, a 0p¢ao
mais usual é a utilizacdo do controle quimico. No entanto, sem informacdes sobre gendtipos
introduzidos que confiram resisténcias a inseticidas, bem como as caracteristicas dos fenotipos
produzidos, o uso de inseticidas pode agravar 0 processo de estabelecimento da praga invasora
(Guedes & Picanco 2012).

Vérios genes associados a resisténcia tém sido identificados como contribuidores para 0s
principais mecanismos de resisténcia a inseticidas, tais como: aumento de detoxificacdo de
inseticidas e insensibilidade do sitio alvo (ffrench-Constant et al. 2004, Hemingway et al. 2004).
O aumento de detoxificacdo de inseticidas pode ser mediado por atividades acrescidas de enzimas
metabodlicas, tais como monooxigenases dependentes do citocromo Pyso, esterases e glutationa-S-
transferases (Li et al. 2007). Estudos prévios tém relatado que estas enzimas podem atuar em
conjunto no sentido de promover a resisténcia de alguns insetos a inseticidas, dentre eles,
organofosforados (OFs) (Ahmad & Hollingworth 2004, Ahmad & McCaffery 1991, Shang et al.

2012). Além do mecanismo metabdlico, a alteragdo do sitio alvo por reducdo da sensibilidade da
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acetilcolinesterase (AChE) também é um importante mecanismo no desenvolvimento de
resisténcia aos inseticidas organofosforados (Shang et al. 2012).

O controle de T. absoluta tem sido essencialmente dependente da aplicagdo de inseticidas
de largo espectro, como os organofosforados, particularmente na America do Sul, onde mais de
30 aplicacbes eram comuns para 0 seu controle (Guedes & Picango 2012). O uso de
organofosforados para o controle de T. absoluta tem ocorrido desde a introducdo da praga no
Brasil no inicio dos anos de 1980. Varios organofosforados foram utilizados em sucessdo desde
entdo, mas metamidofos talvez tenha sido o mais utilizado até recentemente quando foi banido no
pais (ANVISA 2012). No entanto, o clorpirifos, outro organofosforado, ainda usado para controle
de outras pragas de tomateiro, invariavelmente expde também a T. absoluta, exercendo presséo de
selecdo sobre as populacGes, que evoluem para resisténcia. Tais produtos tém sido utilizados em
geral quando outros falham no controle de pragas ou pelo custo mais baixo que eles apresentam, e
com isso as queixas de falhas de controle por esta classe de inseticidas tem sido esporadicas.
Apesar disso, 0 uso indiscriminado destes inseticidas concorre para a evolugdo de resisténcia de
pragas, e a traca-do-tomateiro ilustra este problema como em trabalhos relatados por Salazar &
Araya (1997, 2001), Siqueira et al. (2000) e Lietti et al. (2005).

Embora os organofosforados tenham sido utilizados por mais de 30 anos e a resisténcia de
T. absoluta tenha sido observada, as bases fisiolégicas envolvidas nesta resisténcia ainda sao
desconhecidas. A investigacdo destas bases € importante para determinar o conjunto de fatores e
possivelmente genes que as populacdes de uma regido ou pais estejam carreando bem como para
o refinamento de programas efetivo de manejo desta praga. Assim, o objetivo deste trabalho foi
determinar o status da resisténcia de populacdes de T. absoluta a organofosforados e o

envolvimento do metabolismo destoxificativo e insensibilidade de AchE na resisténcia.
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Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de Interacdes Insetos - Toxicos (LIIT) da Area
de Fitossanidade do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Recife-PE, no periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2013.
Obtencdo, Manutencéo e Criacdo dos Insetos. As populagcdes de T. absoluta utilizadas nos
bioensaios foram coletadas de diversas regies produtoras de tomate do Brasil e enviadas para o
LIIT, sendo mantidas em gaiolas de organza e madeira de 40 x 40 x 40 cm, 25 * 1°C, umidade
relativa (U.R.) de 70 + 5% e fotofase de 12 h. As criacGes foram compostas por trés gaiolas, uma
foi utilizada para oviposicdo dos adultos, outra para alimentacdo de lagartas com folhas de
tomateiro da cultivar “Santa Clara” cultivada em casa de vegetacdo sem tratamento com
inseticidas e a Ultima para emergéncia dos adultos. Folhas de tomate imersas em agua através dos
peciolos foram utilizadas como substrato para oviposicdo, e transferidas diariamente para novas
gaiolas, onde permaneceram até eclosdo das lagartas. As pupas foram transferidas para novas
gaiolas, permanecendo até a emergéncia dos adultos. Para a alimentacdo dos adultos, foram
utilizados chumacos de algodao embebidos em solucdo acucarada a base de mel, diluido em agua
destilada (~10%).
Ensaios de Suscetibilidade de T. absoluta aos Inseticidas. Na realizacdo dos bioensaios para
estimar as curvas de concentracdo-mortalidade foram utilizados os inseticidas formulados
metamidofés (Tamaron®BR; Bayer CropScience Ltda, Belford Roxo, RJ, Brasil) e clorpirifés
(Lorshan®480BR; Dow AgroScience Industrial Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil), obtidos em
mercado local para avaliacdo das diferentes populacdes de T. absoluta.

Para realizacdo dos bioensaios foram utilizados foliolos de tomate do cultivar “Santa
Clara”. Todos os bioensaios foram conduzidos de acordo com a metodologia de imersdo de folhas

onde as concentracdes (em mg de i.a/L de agua) definidas foram preparadas, a partir da dilui¢do
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do produto comercial em agua destilada mais espalhante adesivo Triton-X-100. Bioensaios
preliminares foram inicialmente feitos de forma a obter mortalidades do inseto entre 0 e 100%, e
em seguida determinar as concentracdes (sete a oito) para estimativa das curvas de concentracao-
resposta. Foliolos de tomate foram higienizados em solucdo a base de hipoclorito de sédio a 5%.
Apbs a higienizacdo dos foliolos em agua corrente, eles foram imersos horizontalmente por um
minuto em cada concentracio contida em Becker. Agua destilada acrescida de Triton-X-100
(espalhante adesivo) foi utilizada como controle. Os foliolos foram mantidos sobre papel toalha a
temperatura ambiente até secagem completa e, em seguida, transferidos para placas de Petri (80 x
15 mm), contendo papéis-filtro umedecidos previamente com agua destilada. Cada placa de Petri
contendo um foliolo tratado recebeu 10 lagartas de T. absoluta de 2° instar e repetida mais duas
vezes. O bioensaio foi repetido mais uma vez em momento posterior. Apos a transferéncia das
lagartas, as placas de Petri foram devidamente fechadas e mantidas em camara climatizada
(BOD), regulada para temperatura de 25 + 1°C, U.R. de 70 £ 5% e fotofase de 12 h. A avaliacéo
da mortalidade e do namero total de insetos foi realizada 48 horas apds a imposicdo dos
tratamentos. O critério de mortalidade foi baseado na locomocdo, onde as lagartas que foram
incapazes de caminhar pelo menos uma distancia equivalente ao comprimento do corpo foram
consideradas mortas.

Dose de Rétulo. Para a realizagdo dos bioensaios, os foliolos de tomate do cultivar “Santa Clara”
foram higienizados, tratados e avaliados, conforme descrito anteriormente. Cada Becker conteve a
dose recomendada do inseticida clorpirifés (720 mg de i.a/L de dgua) e metamidofos (600 mg de
i.a/L de agua). Agua destilada acrescida de Triton-X-100 (espalhante adesivo) foi utilizada como
tratamento controle. Cada placa de Petri contendo um foliolo tratado recebeu 10 lagartas de T.

absoluta de 2° instar e cinco replicatas. O bioensaio foi repetido mais uma vez no tempo.
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Extracdo de Enzimas. Para avaliar a atividade de esterase, 10 lagartas de T. absoluta de terceiro
instar foram coletadas e transferidas para tubos de microcentrifuga em triplicata. Este
procedimento de coleta e transferéncia de lagartas para o tubo de microcentrifuga foi feito para
cada populacdo. Na extracdo de enzimas foram utilizados 200 puL de tampdo fosfato de sddio
(0,02 M, pH 7,2) em gelo. Para glutationa-S-transferase, o0 processamento das amostras foi
semelhante ao descrito para esterase, diferindo apenas no tampédo fosfato de sédio (0,1 M, pH
7,5), utilizando o homogeneizador Potter-Elvehjem. Os homogenatos foram centrifugados
(Eppendorf 5810R) a 15000 g e 4°C durante 15 minutos, em seguida foram recolhidos e
armazenados a -80°C. Para 0s ensaios da monooxigenase dependente do citocromo Pgsg, as
amostras foram homogeneizadas em 500 pL de tampédo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5) e o
sobrenadante ultracentrifugado (Beckman Coulter Optima L-80K) a 100000 g para a obtencao dos
microssomos, os quais foram ressuspendidos em fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5) + glicerol a 2%
(Wright et al. 2000). A quantificacdo de proteina foi determinada pelo método do é&cido
bicinconinico usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (Smith et al. 1985).

Ensaios de Esterase. A atividade de esterase foi medida pelo método de van Asperen (1962)
adaptado. A solug¢do estoque (250 mM) dos substrados o-—naftil acetato ¢ p—naftil acetato foi
preparada em acetona. Para reacdo, utilizou-se 2 puL do substrato a-naftil acetato, 10 uL de
amostra, que havia sido diluido para 1:100 e 188 pL de tampdo fosfato de sédio por poco na
micro placa. O procedimento foi repetido para analise de esterase usando o substrato B—naftil
acetato. Entretanto, as amostras foram diluidas para 1:10 e incubadas em 30°C por 15 minutos. A
reacdo foi parada usando 33,2 pL de FAST Blue B a 0,3% e a absorbancia lida em 595 nm na
leitora de micro placa (EIx800, BioTek®, Winooski, VT, USA). Cada amostra foi analisada em

triplicata e as medidas estavam compreendias no total de nove repeti¢cGes. A curva padrdo foi
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preparada com o—naphtol e f—naphtol. A atividade de esterase foi expressa como pmol naftol x
min™ x mg de proteina™.

Ensaios de Glutationa—S—Transferase. O substrato CDNB (1-cloro—2,4—dinitrobenzeno) foi
utilizado para determinar a atividade de conjugacéo de glutationa reduzida a este substrato sob a
influéncia da enzima glutationa—S—transferase, formando 2,4—dinitrofenil-S—glutationa (Habig et
al. 1974). Uma solucdo de CDNB (150 mM) foi preparada em &lcool etilico e a glutationa
reduzida (10 mM) foi dissolvida em tampdo fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5). Para a reacdo, 138
ML de tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5), 10 pl de amostra contendo 1 mg de proteina, 150
ML de glutationa reduzida (10 mM) foram utilizados. A pré-mistura foi incubada em banho-maria
a 30°C por 5 minutos. Posteriormente, 2 uL de CDNB (150 mM) foram adicionados a reagéo.
Imediatamente, a formacdo de 2,4-dinitrofenil-S—glutationa foi medida utilizando um
biofotdmetro a 340 nm. A reacédo foi analisada por cinco minutos com intervalos de leitura de 30
segundos. Cada amostra foi analisada em triplicata, e as medidas compostas de um total de nove
repeticdes. Os dados de absorbancias foram analisadas em funcdo do tempo de reacdo apds a
adicdo do CDNB. A inclinagdo da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de
concentracdo nmol de GS-DNB/min/mg de proteina, utilizando o coeficiente de extincdo de
CDNB (9,6 mM™.cm™).

Ensaios de Monooxigenase Dependente do Citocromo Paso (N-desalquilagdo). O substrato 4-
cloro-N-metilanilina foi utilizado para determinar a atividade de N-desalquilacdo através da
monooxigenase dependente de citocromo Pyso. Utilizou-se 50 pL de tamp&o fosfato de sdédio com
Tween 20 a 2% (0,1M, pH 7,5), 25 uL da amostra, 25 pL 4-cloro-N-metilanilia (4— CNMA) a 7,5
mM diluido em etanol a 20% v/v, 25 uL de NADPH reduzido (9,6 mM). A reagdo foi processada
por 16 min & temperatura de 37 °C e parada através da adicdo de 187,5 uL de p-

dimetilaminobenzaldeido a 233,33 mM, diluido em 3.0 N de &cido sulfirico). Os microtubos
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contendo a reacdo de parada foram centrifugados por 15 min a 10000 g a 4 °C. A atividade por
amostra foi obtida da equacéo linear estimada para a absorbancia em fungéo da curva padréo de 4-
cloroanilina que foi relatada em nMol 4-cloroanilina x min™ x mg de proteina™.

Ensaios de monooxigenase dependente do Citocromo P45 (O-desalquilagdo). A atividade de
O-desalquilacdo através da monooxigenase dependente do citocromo Pyso foi determinada através
do método que utiliza o substrato p-nitroanisole (O,N-CgH;—O—-CHj3), produzindo p-nitrofenol.
Dessa forma, na presenca de p—nitroanisole a atividade da enzima monooxigenase dependente do
citocromo Pgso pdde ser medida (Rose & Brindley 1985). A reacdo de atividade da
monooxigenase dependente do citocromo Passo foi determinada misturando 178,8 pL do tampéo
fosfato de sddio de ressuspenséo (0,1 M, pH 7,5); 56,2 mL de amostra; 2,5 UL p-nitroanisole (150
mM em etanol) e 12,5 pl de NADPH reduzido (9,6 mM) em cada poco, nesta ordem. A mistura
foi incubada durante 15 minutos a 37 °C. Em seguida, 10 pL de HCI (1 M) foi adicionado a
mistura para interromper a reacdo. A mistura foi centrifugada a 14000 g durante 10 minutos, e
200 pL de sobrenadante foram transferidos para os po¢os da placa de microtitulacdo para ser lido
a 405 nm no leitor de micro placas. As amostras foram analisadas em triplicata, e as medidas no
total foram compostas de nove repeticdes. Atividade da monooxigenase dependente do citocromo
P4s0 por amostra foi determinada com base na curva padrdo de p—nitrofenol em nMol p—nitrofenol
x min™ x mg de proteina™.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Nativo. Proteinas de oito populacdes foram separadas
em gel nativo descontinuo de poliacrilamida a 8% em sistema formado por tampéo Tris-glicina
(50 mM). Em 10 pL da amostra de cada populacdo (com 10 pg de proteinas totais) foram
adicionados 10 pL de azul de bromofenol (20% m/v de sacarose, 0,1% azul de bromofenol em
tampdo Tris-glicina com 50 mM, pH 8,3). O gel foi carregado com as amostras diluidas na

solugéo de azul de bromofenol e a eletroforese foi realizada a 100V por aproximadamente 1,5h a
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4°C. Para visualizar as bandas de esterase, o gel foi incubado em tampéo fosfato de sodio (0,02 M,
pH 7.0) com 2% v/v de 50 mM de - naftil acetato por 15 min. Para visualizar a bandas de
esterase do gel, foi adicionado 40 mg de Fast Blue, posteriormente o gel foi colocado no agitador
orbital (TS-2000A VDRL SHAKER) até as bandas aparecerem. Para descorar o gel foi
adicionado no recipiente 50 ml de &cido acético a 5%. Foram preparados quatros geis, onde um
deles ndo foi incubado com inibidor, sendo que os outros geis foram pré- incubados com 1 mM
dos inibidores trifenil fosfato (TPP - 93%, Sigma, Milwaukee, WI, EUA), but6xido de piperonila
(PBO - 90%, Sigma, Milwaukee, WI, EUA) e Eserina (Sigma, Milwaukee, WI, EUA) (Hodgson
1999).

Atividade de acetilcolinesterase (AChE). A determinagéo da atividade de AChE foi baseada no
método de Ellman et al. (1961), através da hidrolise do analogo iodeto de acetiltiocolina (ATChl).
Para o ensaio de AChE foram utilizados os homogeneizados de 20 larvas de terceiro instar de T.
absoluta. As larvas de cada populacdo foram homogeneizadas em tampdo fosfato (0,1M, pH 7,5),
contendo triton X-100 (0,1%). Os homogenatos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 min a
4°C, e 0 sobrenadante foi usado para medir a atividade da AChE. Em cada teste a reacdo da
mistura consistiu de 160 pl de tampéo fosfato (0,1M, pH 7,5), 10 pl de DTNB (5,5-ditio-bis 2-
acido nitrobenzoico, 0.48 mM final) e 25 ul de iodeto de acetiltiocolina (1,2 mM final). A reacéo
foi incubada por 60 minutos em banho-maria a temperatura de 25 C°. A atividade de AChE foi
determinada na leitora de placa (EIx800, BioTek®) a 405 nm. O coeficiente de extingdo 1,36 x
10* cm reportado por Ellman et al. (1961), foi usado para calcular atividade em pM/min/pg de
proteina.

Ensaio de inibicdo de AChE. Para determinar a concentragcdo que inibe 100% da atividade de
AChE foram utilizados os homogeneizados da populagdo mais resistente e mais suscetivel a OFs.

Para este ensaio de inibigdo, uma reacdo de 100 pl, contendo 10 pl da enzima, 89 pl de tampéo
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fosfato (0,1M; pH 7,5) e 1 ul de vérias concentra¢des do inseticida paraoxon (1,95 uM a 500 pM)
foi pré-incubada por 20 minutos em banho-maria (25°C). Posteriormente foram adicionados 70 pl
de tampéo fosfato e 10 ul de DTNB (acido 5,5-ditio-bis 2-nitrobenzoico, 0.48 mM final) e 25 pl
iodeto de acetiltiocolina (1,2 mM final). A reacédo foi incubada por 60 minutos em banho-maria a
uma temperatura de 25 C°. O ensaio de inibicdo da AChE foi determinado na leitora de placa
(EIx800, BioTek®) a 405 nm. A atividade residual foi calculada comparando a atividade de
AChE na auséncia do inseticida usando a seguinte formula (Asos controle - Agos inibidor)/(Asos
controle x 100).

Analises Estatisticas. Os bioensaios que apresentaram mortalidades no tratamento controle
superiores a 10% foram descartados e aqueles em que se conseguiu ajuste do modelo de probit
foram repetidos pelo menos mais uma vez. Os dados obtidos dos bioensaios de concentracao-
mortalidade ap0s correcéo pelo tratamento controle (Abbott 1925) foram submetidos a analise de
probit com P > 0,05 (Finney 1971), atraves do programa estatistico PoloPlus (LeOra Software
2005). As respostas das populacdes de T. absoluta testadas nos bioensaios de concentracao-
mortalidade foram utilizadas para obtencéo das inclinagdes das curvas e estimativas das CLsS €
CLgos para os dois inseticidas testados. As razdes de resisténcia foram calculadas pelo teste de
razdo letal e consideradas significativas quando o intervalo de confianca (IC) a 95% nédo incluiu o
valor um, conforme proposto por Robertson & Preisler (1992). Para cada inseticida, a populacao
que apresentou a menor CLso foi utilizada como padrdo de suscetibilidade em relacdo as demais.
Quando os limites inferiores dos intervalos de confianca da ClLgy de cada populacdo de T.
absoluta foi maior que a concentracdo recomendada pelos fabricantes dos inseticidas, estes foram
considerados ineficientes no controle desta praga. A presente metodologia foi estabelecida devido
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) recomendar que um dado

produto é eficiente quando a mortalidade ocasionada pela praga é igual ou superior a 80%. As
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médias de atividade de esterase, monooxigenase dependente do citocromo P4so e glutationa—S—
transferase foram analisadas e testadas usando o programa SAS (SAS Institute 2001). As
premissas da analise de variancia (ANOVA) foram testadas usando PROC UNIVARIATE. As
medias foram submetidas a analise de varidncia (PROC ANOVA) e teste de Tukey (HSD) P <
0,05 para verificar diferencas entre as populagdes. Os dados das atividades enzimaticas das oito
populacdes de T. absoluta e os valores das CLses das populagdes para cada inseticida foram
utilizados para analises de correlacdo de Pearson (r), com P < 0,05 (PROC CORR) (SAS Institute
2001). As concentracfes de paraoxon necessarias para inibir 50% da atividade da AChE (Isp) para

cada populacéo foi calculada usando o procedimento PROC PROBIT do SAS.

Resultados

A dose recomendada pelo fabricante do inseticida clorpirifos apresentou falha de controle para
as populacdes de T. absoluta de Venda Nova, Tiangua e Iraquara, por apresentarem mortalidade
significativamente menor que 80% devido a concentracdo recomendada ndo pertencer ao
intervalo de confianca da CLgo do inseticida para cada populacdo (Tabela 1, Fig. 1). Da mesma
forma, a dose recomendada de metamidofos ndo teve efeito satisfatorio de controle para as
populacdes de Iraquara e Pelotas (Tabela 2, Fig. 1).

Os dados de concentracdo-mortalidade obtidos no presente estudo assumiram o modelo de
Probit (P > 0,05). A populagdo de Guaraciaba do Norte apresentou a menor CLsy para clorpirifos
enquanto que a populacdo de Tiangua foi a que apresentou a menor CLsp para o inseticida
metamidofds (Tabelas 1 e 2, respectivamente). Desta forma, estas populacGes foram tomadas
como referéncias de suscetibilidade aos respectivos inseticidas. A concentracdo estimada de
clorpirifés que ocasionou 50% de mortalidade (CLso) de cada populagdo de T. absoluta variou de

164,5 (Guaraciaba do Norte, CE) a 509,1 (Iraquara, BA) mg i.a./L. Desta forma, os valores de
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razdo de resisténcia variaram de 1,1 (Pelotas, RS) a 3,1 vezes (Iraquara, BA). Os valores de CLgg
variaram de 376,1 (Paulinia, SP) a 1180,7 mg i.a./L (lraquara, BA) e a dose recomendada de
clorpirifés (720 mg i.a./L) foi menor que a ClLgy da populacdo de Iraquara (Tabela 1). Com
excecdo das populacdes de Pelotas e Paulinia, as demais populacdes apresentaram razdo de
resisténcia significativa para clorpirifés, por ndo compreender o valor 1,0 nos intervalos de
confianca das razdes (Tabela 1). Os coeficientes angulares das curvas variaram de 2,03 (Pelotas,
RS) a 3,66 (Paulinia, SP) para o inseticida clorpirifés (Tabela 1).

A concentracdo estimada de metamidofdés que ocasionou 50% de mortalidade (CLsp) de cada
populacdo de T. absoluta variou de 64,1 (Tiangud, CE) a 747,4 (Pelotas, RS) mg i.a./L. Desta
forma, os valores de razéo de resisténcia variaram de 1,4- (Paulinia, SP) a 11,7-vezes (Pelotas,
RS). Os valores de CLgo variaram de 108,0 (Tiangua, CE) a 1239,3 (Pelotas, RS) mg i.a./L e a
dose recomendada de metamidofés (600 mg i.a./L) foi menor que as CLgos estimadas para as
populacdes de Iraquara e Pelotas (Tabela 2). Todas as populacdes de T. absoluta apresentaram
razdo de resisténcia significativa para metamidofos, por ndo compreender o valor 1,0 nos
intervalos de confianca das razdes (Tabela 2). Os coeficientes angulares das curvas variaram de
2,65 (Venda Nova, ES) a 3,82 (Pelotas, RS) para o inseticida metamidofds (Tabela 2).

As atividades de esterase diferiram entre as populacdes de T. absoluta com o substrato a-

naftil acetato e B-naftil acetato (Tabela 3). As atividades de o-esterase variaram de 1,06 + 0,08
pmol/min/mg de proteina (Pelotas, RS) a 2,22 + 0,10 pumol/min/mg de proteina (lraquara, BA).
Uma varia¢do de apenas 2,09 vezes na atividade a-esterase foi observada entre as populacdes. A
atividade de B-esterase variou de 0,98 + 0,02 pmol/min/mg de proteina (Guaraciaba do Norte, CE)
a 1,39 + 0,07 pmol/min/mg de proteina (Sumaré, SP). Para o substrato - naftil acetato houve uma

variagdo de apenas 1,41 vezes. Diferengas significativas também foram observadas na atividade de
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conjugacéo de glutationa-S-transferase entre as populagfes de T. absoluta. Os valores variaram de
24,83 + 1,31 pumol/min/mg de proteina (Tiangud, CE) a 77,67 + 1,97 umol/min/mg de proteina
(Pelotas, RS). Uma variacdo de 3,12 vezes na atividade de glutationa-S-transferase foi observada
dentre as populacgdes (Tabela 3).

Quanto ao metabolismo oxidativo, diferencas significativas na atividade de monooxigenases
dependentes de citocromo P4so foram encontradas entre as populagdes de T. absoluta. A atividade
de N-desalquilacdo variou de 1,03 + 0,13 nmol/min/mg de proteina (Paulinia, SP) a 5,86 + 0,17
nmol/min/mg de proteina (Anapolis, GO), com uma variacdo de 5,68 vezes na atividade entre as
populacdes de T. absoluta (Tabela 3). A atividade de O-desalquilagcdo variou de 4,26 + 0,43
nmol/min/mg de proteina (Guaraciaba do Norte, CE) a 17,33 + 1,24 nmol/min/mg de proteina
(Venda Nova, ES), com uma variacdo de 4,06 vezes na atividade entre as populacdes de T.
absoluta (Tabela 3).

N&o se observou correlacdo significativa entre as CLsos das populacGes de T. absoluta para os
inseticidas clorpirifés e metamidofés (r = -0,111; P = 0,352; N = 8). Para classificacdo da
magnitude dos coeficientes de correlacdo, adotou-se o modelo sugerido por Cohen (1988), o qual
seque: r = 0,10 até 0,29 (correlacdo fraca); r = 0,30 até 0,49 (correlagdo moderada); r = 0,50 até 1,0
(correlacéo forte). Os valores de CLso das populacdes de T. absoluta para clorpirifés apresentaram
correlacdo positiva forte com a atividade de esterase para o substrato a-naftil acetato (r = 0,726; P
< 0,0001; N = 72) e correlacdo negativa fraca para metamidofos (r = -0,29, P = 0,012; N = 72). Os
valores de CLsp das populagdes de T. absoluta para clorpirifés mostraram correlagdo positiva fraca
com a atividade de esterase quando foi utilizado o substrato -naftil acetato (r = 0,285; P = 0,015;
N =72). As atividades de GST apresentaram correlacdo positiva moderada com os valores de CLsy

para metamidofés (r = 0,44; P = 0,0001; N = 72) e correlagdo negativa moderada com os valores
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de CLso para clorpirifos (r = -0.436; P = 0,0001; N = 72) das populacGes de T. absoluta. Os valores
de CLsp das populacbes de T. absoluta para metamidofés apresentaram correlacdo positiva
moderada com as atividades de monooxigenases dependentes do citocromo Psso utilizando o
substrato 4-cloro-N-metilanilina (r = 0,312; P = 0,007; N = 72). Os valores de CLsy das populac6es
de T. absoluta para clorpirifés apresentaram correlacdo positiva forte (r = 0,52; P = <0,0001; N =
72) com as atividades de monooxigenases dependentes do citocromo Pysp utilizando o substrato p-
nitroanisole, quando comparado com os valores de CLsp, das populacdes de T. absoluta para
metamidofds, que apresentaram correlacdo positiva fraca (r = 0,28; P = 0,01; N =72).

O gel nativo de esterase revelou a presenca de cinco isoformas nas populacées de T. absoluta,
que foram designadas de E1 a E5 (Fig. 2A). Entretanto, apenas as populacdes de Anapolis (ANP),
Tiangua (TIN) e Paulinia (PLN) apresentaram as cinco, enquanto que as populacdes de Pelotas
(PLT), Sumaré (SUM), Guaraciaba do Norte (GCB), Iraquara (IRA) e Venda Nova (VDN)
apresentaram apenas o padrdo de bandas E4 e E5 (Fig. 2A). Os geis nativos de esterase foram pre-
incubados com os inibidores trifenil fosfato (TTP) (Fig. 2B), butoxido de piperonila (PBO) (Fig.
2C) e Eserina (Fig. 2D). As bandas E4 e E5 foram inibidas pelo TTP, as bandas E1 a E3 foram
parcialmente inibidas (Fig. 2B). Enquanto no inibidor butéxido de piperonila (PBO) ndo ocorreu
inibicdo aparente das isoformas de esterase de T. absoluta (Fig. 2C). Através do inibidor Eserina
apenas as isoformas E4 e E5 foram inibidas em todas as populacdes. As isoformas E1 e E2 foram
inibidas totalmente na populacdo de TIN, enquanto, as isoformas E1 a E3 foram parcialmente
inibidas nas populactes de ANP e PLN (Fig. 2D).

A inibicdo da AChE diferiu significativamente entre a populacdo suscetivel e resistente de T.

.....

AChE por paraoxon do que a populacdo suscetivel de TIN (Fig. 3). Baseado nos valores de Iso, a
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populacdo de PLT mostrou 4,71 vezes menos sensibilidade para o inibidor do que a populacéo de

TIN (Fig. 3).

Discusséo

As populacdes de T. absoluta responderam de forma semelhante para o inseticida clorpirifos
com RR muito baixas que atingiram valores de no maximo 3,10 vezes. Estes resultados sdo
semelhantes aos observados em populacdes europeis de T. absoluta (Roditakis et al. 2012), cuja
razdo de resisténcia foi de até 4,0 vezes. Entretanto, a dose de clorpirifés recomendada pelo
fabricante apresentou falha de controle para a populacdo de Iraquara. E possivel que as
populacdes testadas no presente estudo ja exibissem elevada tolerancia ao clorpirifés, e o fato de
ndo ter sido adotada uma populacdo padréo de suscetibilidade, o nivel de resisténcia tenha sido
subestimado, ndo favorecendo a deteccdo de elevados niveis de resisténcia ao clorpirifés nas
populacdes investigadas.

A variacdo de respostas das populacdes de T. absoluta para metamidofos foi mais ampla
(11,7 vezes) do que para o clorpirifés, sendo a populacdo de Pelotas a mais resistente para o
inseticida metamidofos. Curiosamente, esta populacdo foi mais suscetivel para clorpirifés,
sugerindo que diferentes mecanismos de resisténcia possam existir nestas populacdes. Os valores
de razdo de resisténcia em T. absoluta tem sido relativamente baixo para metamidofds, mesmo em
estudos iniciais, ex. 4,2 vezes (Siqueira et al. (2000), 3,9 vezes (Salazar & Araya 1997) e <1,0
vezes (Lietti et al. 2005), em todos estes por auséncia de padrdo comparativo de suscetibilidade.
Apesar destes valores, a maioria das populacdes esta resistente e certos niveis ja podem ocasionar
danos econdmicos (falhas de controle) nas doses recomendadas pelos fabricantes de clorpirifés e
metamidofds. Em 2012, o metamidofos foi definitavamente banido do Brasil (ANVISA 2012), o

que podera contribuir com a diminuicdo dos problemas de resisténcia no pais. Porém, isto
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somente ocorrera se outros organofosforados, como clorpirifds, descontinuar o uso em culturas de
tomate, particularmente para o controle de outras pragas.

Um dos aspectos ndo avaliado em populagdes de T. absoluta foi o mecanismo de
resisténcia a organofosforados, apesar da longa data em uso. Tais inseticidas atuam inibindo a
atividade da AChE, através da fosforilacdo da enzima (Grupo 1B, classificacdo Internacional de
Modo de Acdo de Inseticidas) (IRAC 2012), resultando no acimulo do neurotransmissor
acetilcolina nas juncdes nervosas (ou sinapses), impedindo a interrupcdo da propagagdo do
impulso elétrico (Perry et al. 1997). Embora estes inseticidas apresentem o mesmo modo de acao,
ndo foi observada correlagdo significativa entre os valores de CLsp para ambos. Isto sugere que
diferentes mecanismos podem estar associados a resisténcia para clorpirifos e/ou metamidofos
(enzimas detoxificativas e insensibilidade da AchE). Estudos tém relatado que o aumento por
detoxificagdo provoca resisténcia por metabolismo e envolve diferentes enzimas, incluindo
monooxigenases dependente do citocromo Pyso, carboxilesterases e esterases (Ishaaya & Casida
1980, Scott 1999, Huang et al. 2006, Chen et al. 2008), e ambas tém muitas isoenzimas com uma
ampla gama de substratos. Se um inseticida seleciona isoenzimas especificas, que possam atuar
em diferentes compostos, espera-se que a resisténcia cruzada possa ocorrer. Esta hipotese parece
ndo ser o caso neste estudo, e sim a existéncia de resisténcia multipla, explicando desta forma a
falta de correlacdo entre clorpirifés e metamidofos.

Os resultados de atividade enzimatica sugerem que a detoxificacdo metabdlica pode estar
envolvida na resisténcia ao clorpirifos em populacdes de T. absoluta, e esterases (a-naftil acetato)
bem como monooxigenases dependentes de citocromo Psso (O-desmetilase) podem ter um papel
importante neste aspecto, uma vez que uma forte correlagdo com valores de CLsp para este
inseticida foi observada. Além disso, atividade de esterase em gel foi inibida quando o

trifenilfosfato (TPP) foi utilizado, sugerindo o envolvimento de esteraes gerais no metabolismo de
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inseticidas. Siegfried et al. (1990) relataram que aumento dos niveis de monooxigenases bem
como hidrolise aumentada do clorpirifés estavam associados com resisténcia a este inseticida em
Blattella germanica (L). Outros estudos mostraram que a hidrolise por esterases é um mecanismo
importante no metabolismo de clorpirifés, conferindo resisténcia a este em insetos (Ahmad &
Hollingworth, 2004; Rossiter et al. 2001), mas ndo exclui também o envolvimento de
monooxigenases dependentes de citocromo Pasp (Xu et al. 2013). Contrariamente, a resisténcia a
metamidofds correlacionou moderada e fracamente com as glutationa-S-transferases e
monooxigenases (N-desalquilagdo), respectivamente, sugerindo que o metabolismo tenha um
papel secundario na detoxificacdo de metamidofos, e que a alteracdo do sitio alvo (AchE alterada)
seja 0 mecanismo mais provavel na resistencia de T. absoluta. A inibicdo de esterase em gel por
eserina parece também sustentar esta hipotese.

Ensaios de inibicdo da AChE conduzidos com paraoxon demonstraram que a populacéo
mais resistente (Pelotas) apresentou atividade de AchE maior do que a populacdo mais sensivel a
metamidofés (Rlsp de aproximadamente 5,0 vezes). Este mecanismo parece ser mais importante
para metamidofoés do que clorpirifés, uma vez que as populaces de Pelotas e Tiangua foram
respectivamente uma das mais sensiveis e resistentes ao clorpirifés, o que reforca a provavel
auséncia ou reduzida resisténcia cruzada. Clorpirifds € um pro-inseticida que necessita de ativacao
por monooxigenases, no entanto pode também ser metabolizado por O-desalquilases o que explica
a correlacdo observada com a atividade frente a p-nitroanisole. Em geral, as populacdes
apresentaram menor mortalidade a dose reconedada de clorpirifés do que metamidofés, desta
forma, o metabolismo poderia estar diminuindo a concentracdo de clorpirifés que chega no sitio
alvo, e a insensibilidade estaria contribuindo em parte pela menor mortalidade a este. Alguns
estudos tém sugerido a ocorréncia de ambos mecanismos na sobrevivéncia de Rhyzopertha

dominica (Fabricius) (Guedes et al. 1997, Siegfried et al. 1990) a inseticidas organofosforados.
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Enzimas como esterases e glutationa-S-transferases parecem exercer um papel importante
na resisténcia a clorpirifés e metamidofés, respectivamente. Monooxigenases dependentes de
citocromo P4so parecem exercer um papel secundario na resisténcia de T. absoluta a
organofosforados. No entanto, diferentes formas destas enzimas parecem exercer papel isolado
frente a estes inseticidas. Além disso, a alteracdo de sitio alvo (AchE alterada) também esta
associada a resisténcia de T. absoluta a organofosforados, mais particularmente a metamidofés.
Contudo, é necessario realizar uma abordagem mais detalhada dos mecanismos que estdo
envolvidos na resisténcia de T. absoluta através de técnicas bioquimicas e/ou moleculares que
identifiquem possives aumentos de expressdo enzimatica e/ou mutagdes nos genes de AchE destes
insetos. Através destes procedimentos serd possivel determinar a contribuicéo relativa de cada fator

envolvido na resisténcia de T. absoluta a estes inseticidas.
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Tabela 1. Toxicidade relativa de clorpirifés para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Populagéo n? GL® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)° 2 RRs, (1C95%)
Guaraciaba do Norte-CE 290 5 2,10+0,19 164,5 (122,5 - 220,2) 413,6 (300,1 — 648,5) 5,61

Pelotas — RS 266 5 2,03+0,31 173,6 (114,0 — 234,6) 449,7 (337,4 — 641,0) 4,62 1,1(0,7-1,6)
Paulinia-SP 240 6 3,66 + 0,44 221,8 (184,9 — 264,4) 376,1 (312,1 - 480,2) 4,23 1,3(1,0-1,8)
Anéapolis — GO 276 5 2,14+0,26 273,4 (204,9 — 348,3) 675,2 (526,3 — 923,5) 1,72 1,7(1,2-23)*
Sumaré — SP 278 5 2,61+0,26 333,6 (276,9 — 403,0) 700,6 (565,4 — 924,8) 3,19 2,0(15-2,7)*
Venda Nova — ES 273 5 2,37 0,24 362,9 (298,1 — 446,8) 821,8 (645,0 — 1134,1) 3,70 2,2 (1,7-2,9)*
Tiangua-CE 292 6 2,62+0,28 435,4 (342,5 — 560,0) 910,4 (690,6- 1362,6) 6,14 2,6 (2,0 -3,5)*
Iraquara — BA 273 5 2,30 £0,22 509,1 (416,9 — 623,3) 1180,7 (935,6 — 1593,5) 2,29 3,1(2,3-4,1)*

& Numero total de larvas utilizadas.

b Grau de liberdade.
¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por Litro de agua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razéo das estimativas da CLs, entre a populaco resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de

confianga a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para clorpirifés, uma vez que o intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 2. Toxicidade relativa de metamidofos para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1°C; U.R.: 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Populagéo n? GL® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)° x2e RRs, (1C95%)
Tiangua-CE 286 6 3,71+0,57 64,1 (51,0 — 76,9) 108,0 (90,0 — 137,2) 0,32
Paulinia-SP 309 5 3,17 + 0,44 91,6 (64,8 — 117,2) 168,5 (131,8 - 235,4) 5,06 1,4 (1,1-1,9)*
Venda Nova — ES 236 5 2,65+0,28 118,9 (96,9 — 144,5) 246,4 (199,2 — 323,5) 2,08 1,9 (1,4 -25)*
Guaraciaba do Norte-CE 284 5 3,09 0,52 150,6 (114,1 - 183,9) 281,6 (230,3 - 372,5) 6,42 2,3(1,7-3,2)*
Sumaré — SP 240 4 3,00 +0,33 153,4 (127,9 - 183,1) 292,4 (240,3 — 378,3) 3,54 2,4(1,8-31)*
Anéapolis — GO 250 4 2,85+ 0,34 224.0 (183,8 - 268,1) 441,1 (362,9 - 570,3) 1,09 3,5(2,7-4,6)*
Iraquara — BA 288 5 3,10+0,32 490,2 (414,5 - 579,8) 915,4 (1017,2 — 1163,8) 1,05 7,6 (59 -9,9)*
Pelotas — RS 285 5 3,82 +0,53 7474 (617,8 — 884,0) 1239,3 (1039,7 — 1568,5) 4,07 11,7 (9,0 - 15,2)*

& NUmero total de larvas utilizadas.

b Grau de liberdade.
¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por Litro de agua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razdo das estimativas da CLs, entre a populago resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de
confian¢a a 95% das estimativas da CLso. * Razdo de resisténcia significativa para metamidofds, uma vez que o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.

72



1680
1681

1682
1683
1684

Tabela 3. Média (+ erro padrdo, n=30) de atividade metabdlica das enzimas em populacdes de Tuta absoluta.

Esterase Glutationa—S—Transferase Monooxigenases
Populagéo o—naftil acetato ® B-naftil acetato CDNB? N-desalquilacdo® O-desalquilagdo”

Pelotas — RS 1,06 £0,08 e 1,11 + 0,08 bc 77,67 +197a 4,98 + 0,39 ab 13,25+1,27 ab
Anépolis - GO 1,67 £ 0,07 bcd 1,22 +0,04 ab 76,56+1,10a 5,86+0,17a 16,81 £0,83a
Sumaré — SP 1,50+ 0,05 cd 1,39 £0,07 a 68,61 +2,24 b 2,28 +0,23d 12,12+1,14 b
Paulinia — SP 1,64 +0,04 cd 1,08 £ 0,05 bc 54,97 +0,20 c 1,03+0,13 e 490+0,83c

Guaraciaba do Norte — CE 1,47 £0,07d 0,98 £0,02 c 71,29+181ab 4,43 +£0,30 bc 4,26 £0,43¢c

Venda nova - ES 1,83 +£0,14 bc 1,28 + 0,04 ab 71,25+ 2,09 ab 4,48+0,30b 17,33+ 1,24 a
Tiangua — CE 2,01 + 0,06 ab 1,19 +£ 0,04 abc 2483+1,31d 3,29 +£0,12 dc 12,25+1,10b
Iraquara — BA 2,22+0,10a 1,13 +£0,04 bc 65,00+154b 3,15+0,29d 17,15+0,93 a

*As medias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a P < 0,05.

& umol/min/mg de proteina.
® nmol/min/mg de proteina.
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1692  Figura 2. Gel de Poliacrilamida Nativo (8%) do perfil de isoezimas de esterase de oito
1693  populagdes de Tuta absoluta. (A) sem inibidor, (B) inibidor TTP, (C) inibidor PBO, (D)
1694  inibidor Eserina.
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Figura 3. Inibicdo da AChE de uma populacdo suscetivel e resistente de Tuta absoluta
por paraoxon. Cada ponto representa a média de duas determinacGes. As barras verticais
indicam o erro padrdo das médias. * Razdo de inibi¢do: razdo das estimativas da Iso
entre a populacdo resistente e suscetivel a metamidofos, calculada atraves do método de

Robertson & Preisler (1992) e intervalo de confianca a 95% das estimativas da Rlsp.
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