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RESUMO

A producdo de tomate no Brasil tem sido reduzida em parte pela traga-do-tomateiro, que
pode ocasionar perdas de até 100% da producdo. Seu controle é realizado basicamente com
aplicacdo de inseticidas. Contudo, o crescente nimero de aplicagdes destes tem levado populagdes
de T. absoluta a evoluir para resisténcia a inseticidas. Os agonistas de ecdisteroides sdo exemplo,
cuja molécula principal € o metoxifenozida. Este inseticida pertencente & classe das
diacilhidrazinas, que atua como agonista de receptores de ecdisteroides e é considerado mais
efetivo que o0s predecessores halofenozida e tebufenozida. Um levantamento recente da
suscetibilidade de T. absoluta a inibidores de crescimento de insetos, incluindo o metoxifenozida,
revelou elevada resisténcia nas populacGes avaliadas, evidenciada pelas sucessivas falhas de
controle em campo. Porém, ndo h& informagbes sobre a resisténcia de T. absoluta a
metoxifenozida e similares quanto a genética, mecanismos, resisténcia cruzada etc. Desta forma, a
presente pesquisa objetivou caracterizar a resisténcia da T absoluta a metoxifenozida, identificar o
perfil de resisténcia cruzada comparando a outros grupos quimicos distintos e fazer o
monitoramento com dose diagndstica e de rdtulo. Para isso, foi utilizada uma populagéo resistente
(Guaraciaba do Norte-Resistente) que na quarta geracdo era 2352 vezes mais resistente

comparada com a suscetivel (Jodo Doradol-Sus). A resisténcia da Traga-do-tomateiro a



metoxifenozida foi incompletamente recessiva, poligénica e autossomica. A concentracdo de
10mg metoxifenozida/L torna a resisténcia funcionalmente recessiva e pode ser usada para
diagnosticar resisténcia em populagfes ferais. As razOes de resisténcia sinergizadas ao
metoxifenozida entre GBN-Sel e JDR1-Sus foram de 279 vezes para Butoxido de piperonila
(PBO); 631 vezes para Dimetil maleato (DEM), 311 vezes para S,S,S-tributilfosforotritioato
(DEF) e 8,35 vezes para PBO+DEF, sugerindo envolvimento de monooxigenases na resisténcia.
O perfil de resisténcia cruzada ndo mostrou resisténcia com clorantraniliprole, espinetoram,

malation, metomil e clorfenapir.

PALAVRAS-CHAVE: Traca-do-tomateiro, heranca genética, resisténcia cruzada e

metabdlica.
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ABSTRACT

Tomato production in Brazil has been partially reduced by tomato moth, which can cause
severe losses up to 100% of production. Its control is basically carried out with insecticide
application. However, the increasing number of insecticide applications of these has led T.
absoluta populations to evolve to insecticide resistance in populations. This pest has already
developed resistance to most insecticides registered for its management. Ecdysteroid agonist is an
example, whose main molecule is methoxyphenozide. This insecticide belongs to the
diacylhydrazine chemical group, which acts as an ecdysteroid receptor agonist and is considered
more effective than the predecessors halofenozide and tebufenozide. A recent survey of the
susceptibility of T. absoluta to insect growth inhibitors, including methoxyphenozide, revealed
much resistance in the evaluated populations, evidenced by successive field control failures.
However, there is no information on T. absoluta resistance to methoxyphenozide and the like
regarding genetics, mechanisms, cross-resistance etc. Thus, this work aimed to characterize the T.
absoluta resistance to methoxyphenozide, identify the cross-resistance profile comparing to other
distinct chemical groups and monitor with diagnostic and label dose. For this, a resistant

population (GBN-Sel) that was 2352 times more resistant compared to the susceptible one (JDR1-



Sus) was used. Tomato Moth resistance to methoxyphenozide was incompletely recessive,
polygenic and autosomal. Concentration of 10mg/L methoxyphenozide makes resistance
functionally recessive and can be used to diagnose resistance in feral populations. Synergized
methoxyphenozide resistance ratios between GBN-Sel and JDR1-Sus were 279 times for PBO;
631 times for DEM, 311 times for DEF and 8.35 times for PBO + DEF suggesting involvement of
monooxygenases in resistance. The cross-resistance profile showed no resistance with

chlorantraniliprole, spininetoram, malation, metomil and chlorfenapyr.

KEY WORDS: South American Tomato moth genetic inheritance, cross-

resistance and metabolic.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
Cultura de tomateiro

O tomateiro (Solanum licopersicum L.) é uma das hortalicas mais importantes em todo o
mundo, tanto do ponto de vista econdmico quanto social. Dentre os maiores produtores mundiais
em 2017 destacaram se a China, india, EUA, Turquia, Egito, Italia, Ird, Espanha e Brasil (FAO
2018), sendo o Brasil o maior produtor da América Latina. Pelo seu nivel de importancia, esta
hortalica ocupa o segundo lugar entre as mais produzidas no mundo (FAO 2018). O seu grande
consumo é sustentado pela grande importancia nutricional na alimentacdo humana, podendo ser
consumido na forma fresca ou processado. Nos anos de 2014 e 2016 cerca de 39,79 milhdes de
toneladas de tomate foram submetidas ao processamento pelas industrias, segundo o Conselho
Mundial de Tomate para Processamento — World Processing Tomato Council. A maior
percentagem desta producdo é geralmente destinada ao processamento na inddstria, e uma
pequena quantidade é destinada ao comércio de tomate in natura.

A cultura do tomate no Brasil abrange uma area colhida de 58,5 mil hectares, com uma
producdo estimada em torno de 3,74 milhGes de toneladas e rendimento médio de 63,8 toneladas
por hectare, produtividade que confere ao Brasil o terceiro lugar. O setor é responsavel por mais
de 250 mil empregos em todo o pais. Mais de 70% da producdo de tomate no Brasil é produzido
nas regides Sudeste e Centro-Oeste. A regido Sudeste se destaca por ser a principal produtora,
seguida da regido Centro-Oeste com 1.799.478 e 1.011.520 toneladas, respectivamente. O Sudeste
atualmente produz o equivalente a 48% do total produzido no pais, com o estado de Sdo Paulo,
sendo responsavel por aproximadamente 42% desta produgdo. Goids tem-se destacado como
maior produtor entre os estados do Brasil, com uma produgéo estimada em torno de 978.258

toneladas de tomate, o que corresponde a 26% da producédo nacional (IBGE 2019).



O tomateiro € também uma das poucas culturas em que os insetos praga e doencas sdo
igualmente importantes, com cerca de 200 espécies de artropodes ja relatadas se alimentando de
plantas de tomateiro. A ocorréncia de pragas no tomateiro se d& durante todo o ciclo da cultura.
Entretanto, devido ao habito alimentar, 6rgdos atacados e natureza dos danos causados, as pragas
podem assumir relevancia em estagios distintos, como € o caso daquelas que atacam os frutos. O
ataque de pragas é sem duavida, um sério problema para o tomaticultor, o qual deve dispor de
técnicas viaveis e eficientes de controle, garantindo assim, menores custos de producdo, ganhos

no aumento de producao e consequentemente, maior rentabilidade final (Lopes & Stripari 1998).

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick, 1917)

A traca-do-tomateiro, T. absoluta, € uma praga economicamente importante na cultura do
tomate, que se espalhou da America do Sul para a Espanha em 2006, invadindo depois uma serie
de outros paises europeus, a Africa e o Oriente Médio (Desneux et al. 2011a). Foi inicialmente
descrita como Phthorimaea absoluta (Meyrick), transferida mais tarde para 0 género
Gnorimoschema, em seguida para Scrobipalpula (Povolny), Scrobipalpuloides (Povolny) e,
finalmente revisto e alterado para Tuta (Povolny). E considerada praga chave da cultura do
tomateiro devido a potencialidade dos seus danos (Urbaneja et al. 2009, Desneux et al. 2010,
Desneux et al. 2011b, Shaltiel-Harpaz et al. 2015). O primeiro relato de ocorréncia da traca-do-
tomateiro no Brasil foi no final da década de 70 no litoral paranaense, ja a partir de 1980, sua
ocorréncia foi observada nos estados de Sdo Paulo e Bahia, estando no final da década de 80
presente em todas as areas produtoras de tomate do pais (Morais & Filho 1982, Muszinski et al.
1982, Franca 1993). No entanto, somente na década de 90, a traca-do-tomateiro atingiu o status de

praga importante em cultivos de tomate pelo Brasil (Picanco et al. 1998).



H& cerca de uma década, T. absoluta chegou & Europa vindo da América do Sul e, nesse
periodo, espalhou-se por quase toda a Africa e a Eurasia. Continua a ser uma ameaca significativa
para a producdo de tomate porque atingiu as fronteiras dos principais paises produtores,
exportadores e importadores de tomate, aumentando assim as probabilidades de se aproximar da
introducdo e subsequentes surtos, particularmente na China, México e EUA. Dada a natureza
agressiva da praga e as crescentes trocas comerciais, a introducao da traca do tomate em paises nao

afetados é uma ameaca enorme e constante (Campos et al. 2017, Biondi et al. 2018)

Bioecologia de Tuta absoluta

A traga-do-tomateiro é uma praga que tem a cultura do tomateiro como seu hospedeiro
principal, mas pode ser encontrada também em berinjela Solanum melongena L., batata Solanum
tuberosum L., pimentdo Solanum muricatum Ait., tabaco Nicotiana tabacum L. (Vargas 1970,
Campos 1976), bem como Solanum nigrum L., Solanum eleagnifolium Cav., Solanum bonariense
L., Solanum sisymbriifolium L., Solanum saponaceum Dun., Lycopersicon puberulum Phil.,
Datura ferox L., Datura stramonium L. e Nicotiana glauca L. (Garcia & Espul 1982, Larrain
1986).

A traca-do-tomateiro apresenta quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e
adulto e depende muito das condi¢des do meio ambiente, com um tempo de desenvolvimento
médio em torno de 76,3 dias a 14 °C; 39,8 dias a 19,7 °C e 23,8 dias a 27,1 °C (Barrientos Z. et
al. 1998). Na América do Sul, a T. absoluta pode apresentar de 10 a 15 geragdes por ano. O
tempo médio de vida dos adultos varia entre 10 e 15 dias para fémeas e machos,
respectivamente. Os adultos s&o microlepiddpteros, medindo em média 5 mm de comprimento e
9 mm de envergadura, de coloragdo cinza prateada e abdémen marrom claro. Ap6s a emergéncia

dos adultos ocorre o acasalamento (Nakano & Paulo. 1983). As fémeas depositam seus ovos na



face inferior das folhas e hastes, e em menor grau nos frutos (Torres et al. 2001, Pratissoli et al.
2003). Os ovos sao pequenos (0,36 mm de comprimento por 0,22 mm de largura), cilindricos e
inicialmente apresentam uma coloragdo branco-brilhante ou amarelo-claro, evoluindo
posteriormente para uma coloragdo marrom ou avermelhada no periodo proximo a eclosdo. O
periodo de oviposicdo apds os primeiros acasalamentos dura em torno de sete dias, onde as
fémeas chegam a ovipositar até 76% de seus ovos neste intervalo com uma fecundidade méxima
de 260 ovos (Imenes et al. 1990, Uchda-Fernandes et al. 1995)

Larvas deste inseto quando recém-eclodidas possuem coloragdo amarela, a medida que
vao mudando de instar adquirem uma coloracao verde-escuro ou rosado. A T. absoluta apresenta
quatro instar de desenvolvimento larval, sendo estas diferenciadas pelo comprimento do corpo e
largura da cépsula cefalica, que variam de 0,4-0,6 mm e 0,16-0,18 mm durante o primeiro instar,
no segundo instar variam de 0,6-6,0 mm e 0,22-0,28 mm, para o terceiro instar variam de 6,0-7,0
mm e 0,34-0,40 mm e o quarto instar variam de 7,0-8,0 mm e 0,52-0,60 mm, respectivamente.
As pupas sdo formadas dentro das galerias presentes nos foliolos, envolvidas por um casulo de
seda, nos frutos, ou ainda no solo sem o casulo. Essas apresentam um comprimento de 5-6 mm
com um formato cilindrico. Quando recém-formadas, as pupas apresentam uma coloracao
esverdeada e se tornam mais escuras quando os adultos estdo proximos a emergir (Coelho &
Franca 1987, Imenes et al. 1990, Haji 1992). O ataque desta praga ocorre principalmente nas
folhas, mas também pode ocorrer no caule e frutos e estes Gltimos quando danificados ficam
impréprios para comercializacdo, além de facilitar a contaminagdo por patdgenos (Coelho &

Franca 1987, Imenes et al. 1990).



Impacto da Tuta absoluta sobre a cultura de tomate

A traca-do-tomateiro, T. absoluta, causa perdas econdmicas severas, o que de certa forma
causa 0 aumento dos custos de producdo, como também reduz a oferta do produto a
comercializar, e influéncia decisivamente a negociacdo de produtos nos mercados de exportacao.
E considerada uma das mais importantes pragas desta cultura e uma vez introduzida numa regio
ainda por ela ndo habitada, se estabelece com facilidade, tornando-se dificil limitar a sua
dispersdo e a realizacdo de seu controle o que chega a causar sérias perdas a tomaticultura, que
variam entre 40 a 100% (Picanco et al. 1995, Barrientos Z. et al. 1998, Oliveira et al. 2009,
Roques et al. 2016). Uma ilustracdo clara dos problemas causados por T. absoluta ocorreu no
submédio do Vale do S8o 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
pulverizagdes semanais, perdeu-se 40% da safra (Espinoza 1991). Em 1989 a producdo estimada
em 14.000 ha plantados, era de 600.000 toneladas, com uma média de aproximadamente 45 t/ha.
Entretanto, as médias foram de cerca de 20 t/ha. Isso 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).

O desenvolvimento da cultura é prejudicado se as infestacbes por T. absoluta ocorrem
precocemente em campos de tomate, pois, estes insetos atacam gemas, brotos terminais, frutos e
folhas, nas quais constroem galerias transparentes. Quando a injuria é efetuada no caule, afetam
0 desenvolvimento da planta (Picango et al. 2007). Nos frutos, a lagartas formam galerias que
servem de entrada para patdgenos ocasionando infec¢fes 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 secar e, por conseguinte

reduzem o potencial de fotossintese da planta (Oliveira et al. 2009).

Manejo da resisténcia da Traga-do-tomateiro a inseticidas

O uso de estratégias com finalidade de controlo da traca-do-tomateiro inclui varias
técnicas como armadilhas com iscas contendo feromonio, desenvolvimento de cultivares de
tomate resistentes, o controle bioldgico e o controle quimico, sendo este Gltimo mais utilizado.
Este método inclui estratégias como manejo por moderacdo, ataque multiplo e manejo por
saturacdo. O método quimico vem sendo utilizado principalmente nos paises da América do Sul
e Norte da Africa por meio de aplicacbes de inseticidas, na sua maioria neurofisiologicos. No
Brasil, as infestacGes recorrentes de T. absoluta sobre os plantios de tomateiro impulsionou o uso
excessivo de inseticidas pelos produtores, essencialmente nos primeiros anos ap6s a sua
descoberta, onde o nimero de intervencdes subiu de 10 a 12 para mais de 30 aplica¢fes (Guedes
& Picango 2012, Tomé et al. 2012). De forma similar sucedeu com o surgimento T. absoluta na

Europa e Norte da Africa (Desneux et al. 2011a).

Inseticidas reguladores de crescimento de insetos

A utilizacdo de inseticidas reguladores de crescimento foi relatada pela primeira vez em
1956, tendo sido isolado o horménio juvenil proveniente do abdome de mariposas macho de
Hyalophora cecropia (L.) (Lepdoptera: Saturniidae) (Tunaz & Uygun 2004). O seu grande
momento de uso foi descoberto em 1965, quando criagbes de Pyrrhocoris apterus (L.)
(Hemiptera: Pyrrhocoridae) comecaram a apresentar ecloséo reduzida de ninfas, impossibilitando-
as de chegar a fase adulta. Entretanto, descobriu-se que as anomalias ocorriam devido a presenca

de tiras de papel toalha nos frascos de criagcdo. As tiras de papel apresentavam concentragcdes do



componente juvabione, composto pertencente a arvore Abis balsamea da qual é feito o papel. E
um composto ester metilico do acido domautico, sendo ele um mimico do horménio juvenil muito
especifico da familia de hemipteros Pyrrhocoridae. O acontecimento ficou conhecido como
“Paper Factor”. Com esta descoberta, aumentou o interesse da industria na utilizagdo do
composto proveniente de plantas, como uma ferramenta de controle de insetos (Williams 1976).
Para além dos derivados de plantas, outros compostos foram desenvolvidos a partir do
conhecimento da bioquimica e fisiologia de desenvolvimento de insetos, conhecidos como
inseticidas reguladores de crescimento de insetos (Tunaz & Uygun 2004). A utilizacdo de
reguladores de crescimento teve impacto positivo na agricultura e merecem destaque pelo
controle efetivo de diversas espécies de insetos-praga. Este grupo de inseticidas atua em sistemas
especificos dos insetos, com seletividade a inimigos naturais e baixa toxicidade a mamiferos
(Kodandaram et al. 2010).

Um dos integrantes dos reguladores de crescimentos € o metoxifenozida. Esse inseticida
pertence a classe das diacilhidrazinas, que atuam como agonista ndo esteroidal de receptores de
ecdisteroides e é considerado mais efetivo que os predecessores halofenozida e tebufenozida
(Carlson et al. 2001). O modo de atuacdo do metoxifenozida consiste na ligacdo ao receptor de
ecdisteroides, iniciando assim o processo de ecdise. Por se tratar de uma ligacdo irreversivel, a
molécula ndo é eliminada do inseto. Dessa forma, ndo h4 uma reducdo dos niveis de ecdisterona
(20 hidroxiecdisona) no inseto, 0 que impede a liberacdo do hormonio da ecdise, fazendo com que
0 inseto desenvolva a nova cuticula, irregularmente, ndo conseguindo sair do tegumento antigo. O
desenvolvimento da larva é paralisado neste estagio, e o inseto morre, pois ela expele o intestino
posterior e perde o fluido de muda (Dhadialla et al. 1998).

O metoxifenozida inibe a ecdise em larvas de Ostrinia nubilalis (Hibner) (Lepidoptera;

Pyralidae) e Diatraea grandiosella (Lepidoptera: Crambidae) (Dhadialla et al.1998). Além



destas, tem acdo inseticida sobre a traga-do-tomateiro (Lepidoptera: Gelechiidae) lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) e sobre Spodoptera littoralis Boisd.
(Lepidoptera: Noctuidae) (Ishaaya et al. 1995, Irac-Br 2019). Além de ser efetivo sobre varios
insetos-praga, tem com vantagem o fato de aprestar baixa toxicidade a outros organismos,
tornando-o atraente em programas de manejo integrado de pragas. No entanto, um dos grandes

entraves no uso de inseticidas esta a evolugdo da resisténcia (Swevers et al. 2008).

Resisténcia de Tuta absoluta a inseticidas

No final da revolugéo verde, que decorreu nos anos 70, o Brasil passou a adotar o sistema
de monocultura com a expansao da agricultura, aumentando assim a producéo, tornando-se um
grande exportador agricola. Com clima favoravel o ano todo e o avanco da mecanizagdo, 0
sistema de cultivo passou a ser de sobreposicdo e/ou sucessdo, proporcionando assim 0
estabelecimento e aumento populacional de insetos-praga (Oliveira et al. 2014). Isso promoveu
grandes perdas econémicas em produtividade agricola, em especial para os tomaticultores,
levando ao aumento no uso de inseticidas. No controle da T. absoluta no Brasil existem
registrados e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) um total de 120
inseticidas nos grupos das diacilhidrazinas, avermectinas, benzoilureias, piretroides,
tretranotriterpenoides, diamidas do acido fitalico, tiocarbamatos, antranilamidas, oxadiazinas,
milbemicinas, metilcarbamatos de oxima, analogos do pirazol, éter difenilicos e espinosinas, além
dos bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis (Berliner) (AGROFIT 2019).

A capacidade herdada de um organismo em tolerar doses de um determinado xenobiotico
que antes seriam letais para a maioria dos individuos da sua espécie, levando a uma alteragdo na
sua frequéncia genética se denomina resisténcia (WHO 1957, Croft et al. 1988). A resisténcia é

pré-adaptativa, progredindo com a presséo de selecéo sobre as populagdes de insetos. A utilizacao



indiscriminada de inseticidas no processo de controle tem contribuido para a selecdo sem
precedentes de populagdes resistentes da traga-do-tomateiro ao longo do tempo. Foi relatado
preliminarmente no Brasil casos de resisténcia de T. absoluta a metamidof6s, permetrina,
abamectina e cartape (Siqueira et al. 2000, Siqueira et al. 2001). Falhas de controle foram
observadas com os inseticidas reguladores de crescimento teflubenzurom, diflubenzurom e
triflumurom nas dosagens recomendadas pelo fabricante para o controle de T. absoluta, em campo
(Silva et al. 2011). Castelo Branco et al. (2001) documentou a resisténcia de populacdes de T.
absoluta a organofosforados e piretroides utilizando doses recomendadas para o controle da praga
em campo, obtendo mortalidades de 67 e 0%, respectivamente. Mais recentemente, a traga-do-
tomateiro tornou-se resistente a inseticidas mais novos como espinosade e espinetoram (Campos
et al. 2015). Roditakis et al. (2015) fizeram o primeiro registro de resisténcia a diamidas em

populacdes de casas de vegetacdo na Italia.

Relato de resisténcia a inseticidas reguladores de crescimento de insetos

O Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC — "Insecticide Resistance Action
Committee™) define a resisténcia como uma diminuicdo na suscetibilidade de uma determinada
populacdo de praga a um inseticida que é observada mediante fracassos repetidos de controle
com o uso do mesmo inseticida. Na perspectiva de obter niveis populacionais abaixo do nivel de
dano econdmico, o uso exacerbado de compostos inseticidas levou a selecdo de individuos com
capacidade de sobreviver a aplicacdo de inseticidas. Por se tratar de um processo natural
resultante da pressao de selecdo exercida sobre a variabilidade genética presente na populacéo de
inseto, a evolugdo da resisténcia de pragas a inseticidas tem-se tornado um dos grandes

problemas em programas de controle de pragas envolvendo o uso de produtos quimicos. Dessa



forma, diversos estudos sdo realizados para entender a evolugdo com o intuito de implementar
estratégias para 0 manejo da resisténcia (Crow 1957).

De acordo com “Arthropod Pesticide Resistance Database” (2019), 71 casos de
resisténcia a metoxifenozida foram registrados, contudo, a T. absoluta ndo faz parte deste
registro. No entanto, com a utilizagdo de metoxifenozida, populacdes de Cydia pomonella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Tortricidae) apresentaram razdo de resisténcia 14 e 16 vezes em
relagdo a populagéo suscetivel de referéncia nos EUA (Mota-Sanchez et al. 2008). Estudos feitos
evidenciaram a razdo de resisténcia a dois inseticidas reguladores de crescimento, lufenurom e
metoxifenozida de apenas 2 a 7 vezes no Paquistdo para a populacdo de Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Faheem et al. 2013). Para Spodoptera exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae), na China, a razéo de resisténcia foi muito alta, variando de 104 a 672
vezes, enquanto 13 geracOes de selecdo de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) para resisténcia a metoxifenozida, no Paquistio, obteve uma razéo de resisténcia de
2358 vezes em relacdo a populacdo suscetivel de laboratério. Para a T. absoluta no Brasil foi

registrada uma razdo de resisténcia de 222 vezes para triflumurom (Silva et al. 2011).

Mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas

Os principais mecanismos envolvidos na sobrevivéncia de insetos aos inseticidas
envolvem a reducdo da penetracdo, diminuicdo da sensibilidade no sitio de agdo e destoxificacdo
enzimatica dos inseticidas (Kongmee et al. 2004, Jallow & Hoy 2005). Assim sendo, estes podem
atuar tanto de forma isolada ou associados e dessa forma proporcionar altos niveis de resisténcia a
varias classes de inseticidas (Hemingway 2000, Hemingway et al. 2004). Quanto aos mecanismos
de resisténcia metabolicos em insetos, trés sistemas enzimaticos merecem destaque: esterase,

glutationa S-transferases e monooxigenases e em muitos casos de resisténcia a inseticidas €
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possivel ver ou detectar alteracbes na quantidade dessas enzimas quando esta € comparada a
homdlogos mais sensiveis (Brown & Brogdon 1987, Hemingway 1989).

Um estudo anterior indicou que a oxidag¢do € uma das principais vias de degradacéo em larvas de
S. exigua selecionadas em laboratério (Smagghe 2004). As enzimas esterases e monooxigenases
sdo de capital importancia envolvidas sobretudo na destoxificacdo de tebufenozida,
organofosforados e carbamatos tendo sido relatada em varias espécies de artropodes (Andrews et
al. 2004, Pan et al. 2010).

A glutationa S-transferase é uma enzima, cuja principal funcéo é a de catalisar a conjugacao
de uma diversa gama de compostos eletrofilicos com glutationa. Em insetos, estudos sugerem que
a GSTs desempenha um papel importante na resisténcia a varias classes de inseticidas, incluindo
as diacilhidrazinas (Syvanen et al. 1996, Abel et al. 2004, Smagghe 2004). Relatos de resisténcia
devido ao aumento da atividade de GST foram observados para estes inseticidas em Plutella
xylostella (L.) (Huang et al. 1998), Musca domestica (L.) (Kristensen 2005), Leptinotarsa
decemlineata e Spodoptera exigua (Hubner), (Smagghe 2004)

As monooxigenases dependentes de citocromo P450, também, fazem parte de um
importante sistema metabdlico envolvido na destoxificacdo de xenobidticos, incluindo
inseticidas. Relatos do aumento da atividade de monooxigenases dependentes de citocromo P450
associado com a resisténcia aos inseticidas piretroides e neonicotinoide foram documentados em
insetos, tais como Culex pipiens pallens (Caguillett) (Shen et al. 2003), Blattella germanica
(Linnaeus) (Pridgeon et al. 2003), B. tabaci (Karunker et al. 2008) P. xylostella (Bautista et al.
2009), Tribolium castaneum (Herbst) (Zhu et al. 2010) e Phenacoccus solenopsis (Afzal et al.

2015).
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Relevancia do estudo

A traga-do-tomateiro, T. absoluta é originaria da América do Sul e rapidamente se
espalhou pelo Brasil entre os anos de 1979 e 1980 (Franca & Branco 1992, Guedes & Picanco
2012). Tornou-se um problema mundial devido ao seu curto ciclo de vida e a alta capacidade
reprodutiva, considerando-a de grande potencial de risco (Coelho & Franca 1987, Guedes et al.
1994). Dada a alta suscetibilidade a pragas e doencas, desordens fisioldgicas e exigéncias
nutricionais, a produgdo de tomate é considerada atividade de alto risco (Loos 2008). A T.
absoluta é considerada severa relativamente as outras pragas, uma vez que a presenca desta praga
em campo durante todo o ciclo do tomateiro pode ocasionar perdas de até 100% da area plantada
(L6pez 1991, Apablaza 1992, Eppo 2005). A presenca de T. absoluta em uma &rea de cultivo de
tomate causa variacdo da produtividade, levando a reducgdo do tamanho dos frutos ou frutos com
deformacgOes o que reflete diretamente no preco na hora da venda acarretando no aumento do
custo de producdo (Picanco et al. 2004). O controle quimico ainda tem sido o principal método
adotado contra este inseto-praga, que atualmente tem causado o aumento no nimero de aplicacfes
destes inseticidas nos campos de tomate, que em repetitivas vezes passou de 10 aplicacdes para
mais de 30 aplicacdes por ciclo de cultivo da cultura (Latorraca et al. 2008). Este uso
indiscriminado resultou no rapido aparecimento de populacdes resistentes (Campos et al. 2015).

No Brasil, ainda, ndo hé registro de resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida em campo,
mas estudo em laboratério e ndo publicados recentemente por Silva (2012) relatou possiveis
falhas de controle em curvas de dose respostas em populag¢des de T. absoluta coletadas em campo
e testadas com metoxifenozida e com uma razdo de resisténcia consideravel. Para evitar a perda
de eficiéncia deste produto que é excelente ferramenta para o Manejo Integrado de Pragas, é
importante que se realize uma caracterizacdo detalhada da resisténcia, antes que a mesma ocorra

amplamente no campo, permitindo assim a geracdo de informacOes que possam ser aplicadas na
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tomada de decisbes para o controle dessa praga, tornando este inseticida sustentavel e eficaz e que
medidas proativas possam ser tomadas em programas de Manejo da resisténcia de insetos a
inseticidas. O sucesso das técnicas de manejo da resisténcia a inseticidas depende de muitos
fatores, como a compreensdo do modo de heranga e do mecanismo de resisténcia, entretanto, €
necessaria uma estratégia abrangente e sistematica para manejar e retardar o desenvolvimento da
resisténcia a inseticidas (Roush & Miller 1986, Afzal et al. 2015). Sendo assim, a presente
pesquisa teve como objetivo realizar a caracterizacdo e monitoramento da resisténcia de T.
absoluta a metoxifenozida. Com a observacdo de altos niveis de resisténcia encontrados em
curvas de dose recomendada, a populacdo resistente passou a ser selecionada e submetida a
caracterizacdo genética da resisténcia, para averiguar se a resisténcia de T. absoluta a
metoxifenozida esta ligada ao sexo ou é autossomal, bem como estimar os valores dos graus
médios de dominancia, o0 nimero de genes envolvidos na resisténcia, mecanismos de resisténcia e

por fim fazer o monitoramento da resisténcia.
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CAPITULO 2
BASES DA RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE)

A METOXIFENOZIDA E MONITORAMENTO!
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RESUMO - A Tuta absoluta (Meyrick), uma das pragas mais importantes de tomateiro em todo o
mundo, é controlada pela aplicacdo de inseticidas. Os reguladores de crescimento de insetos tém
sido um dos mais importantes grupos de inseticidas recomendados para o controle da T. absoluta.
Metoxifenozida € um inseticida ndo ecdisteroidal que atua como agonista de ecdisteroides nos
receptores destes, sendo muito efetivo para o controle de insetos da ordem Lepidoptera e com
baixa ou nenhuma letalidade para inimigos naturais. Para implementar um programa de manejo da
resisténcia de T. absoluta a inseticidas, este trabalho teve como objetivo caracterizar genética e
biogquimicamente a resisténcia da T. absoluta a metoxifenozida, o perfil de resisténcia cruzada
com outros grupos quimicos e fazer o monitoramento desta. A resisténcia da T. absoluta a
metoxifenozida foi incompletamente recessiva, poligénica e autossémica. A dominéncia efetiva
revelou que a dose 10 mg/L de metoxifenozida seria suficiente para eliminar todos os suscetiveis,
homozigotos e heterozigotos, sendo designada como dose diagndéstica para monitoramento da
resisténcia. Houve um forte sinergismo da toxicidade de metoxifenozida na populacéo resistente
com PBO (RS=95 vezes), DEF (RS=51 vezes) e DEM (RS=45 vezes), sugerindo o envolvimento
de monooxigenases, esterases e glutationa S-transferases. As razBes de resisténcia cruzada de
GBN-Sel ao metoxifenozida foram significativas em relacdo a JDR1-Sus para os inseticidas
tebufenozida, cartape, deltametrina, abamectina, lufenuron, indoxacarbe e ndo mostrou resisténcia

com clorantraniliprole, espinetoram, malation, metomil e clorfenapir.

PALAVRAS-CHAVE: Traca-do-tomateiro, heranca genética, resisténcia cruzada e metabolica
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BASIS OF Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) RESISTANCE TO
METHOXYFENOZIDE AND MONITORING
ABSTRACT - Tuta absoluta (Meyrick), one of the most important tomato pests in the world, is
strongly controlled by insecticide application. Insect growth regulators have been one of the most
important insecticide groups recommended for T. absolute control. Methoxyphenozide is a non-
ecdisteroidal insecticide that acts as an ecdysteroid agonist at their receptors, being very effective
for the control of Lepidoptera insects and with little or no lethality to natural enemies. In order to
implement a program of management of the resistance of T. absoluta to insecticides, this work
aimed to characterize genetically and biochemically the resistance of T absolute to
methoxyphenozide, the cross-resistance profile with other chemical groups and to monitor it. The
resistance of T. absolute to methoxyphenozide was incompletely recessive, polygenic and
autosomal. Effective dominance revealed that the 10 mg / L dose of methoxyphenozide would be
sufficient to eliminate all susceptible homozygotes and heterozygotes and is designated as a
diagnostic dose for resistance monitoring. There was a strong synergism of methoxyphenozide
toxicity in the population resistant to PBO (RS = 95 times), DEF (RS = 51 times) and DEM (RS =
45 times), suggesting the involvement of monooxygenases, esterases and glutathione S-
transferases. GBN-Sel cross-resistance ratios to methoxyphenozide were significant relative to
JDR1-Sus only for the tebufenozide, cartape, deltamethrin, abamectin, lufenuron, indoxacarb
insecticides and showed no resistance to chlorantraniliprole, spininetam, malationa, metomil and

chlorphenapyr.

KEY WORDS: South American Tomato moth genetic inheritance, cross-resistance and metabolic
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Introducéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), € uma das
pragas mais destrutivas do tomateiro, Solanum lycopersicum (L.). Fora da América Neotropical,
esta praga foi relatada na Espanha no final de 2006 (Urbaneja et al. 2007), espalhou-se ainda mais
pelo litoral europeu e norte da Asia (Desneux et al. 2011, Campos et al. 2017, Biondi et al. 2018).
O custo de producdo do tomate esta diretamente relacionado com a ocorréncia desta praga, por
causar reducdo da produtividade e qualidade, podendo inclusive comprometer o retorno
econbmico da cultura. As pragas representam um dos principais problemas enfrentados pelos
produtores de tomate (Guedes & Picanco 2012).

O controle quimico é o principal método de controle utilizado no manejo (Mohamed &
Lobna 2012). Os inseticidas reguladores de insetos (IGRs) tém sido utilizados na agricultura e
merecem destaque pelo controle efetivo de diversos insetos-praga. Este grupo atua em sistemas
fisioldgicos especificos dos insetos, com seletividade a inimigos naturais e baixa toxicidade a
mamiferos. Dentre os IGRs, esta o inseticida metoxifenozida. Este € um inseticida acelerador de
ecdise que imita o hormdnio natural da muda dos insetos, a ecdisona, e que age especificamente
sobre larvas de lepiddpteros (lagartas).

O modo de acdo do metoxifenozida é através de forte ligacdo a proteina receptora de
ecdisona (EcR), ativando-a e iniciando o processo da muda, denominado ecdise. Imediatamente
apos a ligagdo com o receptor de ecdisona, as larvas param de se alimentar e produzem uma nova
cuticula, porém mal formada por baixo da antiga, sendo que as larvas morrem por inanigdo e
desidratagdo (Dhadialla et al. 1998). O metoxifenozida se liga ao receptor ecdisona de
lepidopteros com aproximadamente seis vezes a afinidade do tebufenozida e 400 vezes a
afinidade do proprio 20-hidroxiecdisona (20E) (Wing 1988). Essa afinidade de ligacdo sub-

nanomolar ao receptor de ecdisona em lepidopteros explica, sem davida, a alta eficacia do
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metoxifenozida (Wing et al. 1988, Wing & Aller 1989). Da mesma forma, sua afinidade muito
menor para outros EcRs, como o Drosophila EcR (onde sua afinidade de ligagdo é apenas metade
da 20E), provavelmente explica sua toxicidade geral muito menor para insetos nao-lepidépteros
(Le et al. 1996).

O metoxifenozida (RH - 2485), foi anunciado pela primeira vez por Le e Cols em 1996
(Le et al. 1996, Carlson et al. 2001). O metoxifenozida é altamente toxico para uma variedade de
larvas de lepidopteros economicamente importantes, conforme medido por estudos padrdo de
incorporacdo em dietas em laboratdrio. E particularmente notavel a sua eficécia contra a lagarta
da beterraba (Spodoptera exigua (Hubner)), a broca europeia (Ostrinia nubilalis (Hubner)) e a
mariposa (Laspeyresia (Cydia) pomonella (L)). A toxicidade para larvas é altamente efeciénte
quando a exposicdo e a absor¢cdo ocorrem por ingestdo. A captacdo cuticular é significativamente
menos eficiente a este inseticida (Le et al. 1996, Carlson et al. 2001).

Varios casos de resisténcia ja foram registrados, onde cerca 600 espécies de insetos-praga
resistentes a um ou mais principios ativos de inseticidas (Sparks & Nauen 2015). De acordo com
Arthropod Pesticide Resistance Database (2019), o numero total de casos de resisténcia ja
relatados para T. absoluta a inseticidas é de 51 casos, observadas em 16 diferentes ingredientes
ativos como, abamectina, betaciflutrina, bifentrina, clorantraniliprole, cloridrato de cartape,
alfacipermetrina, deltamentrina, diflubenzuron, flubendiamida, indoxacarbe, etofenprox,
metaflumizona, permetrina, espinosade, teflubenzuron, triflumuron. Na resisténcia relatada ndo
envolve o metoxifenozida para a T. absoluta, entretanto, ha diversos registros de evolucdo da
resisténcia para outros reguladores de crescimento (RCI) como lufenuron em Spodoptera exigua
(Ishaaya et al. 1995) e Spodoptera frugiperda (Nascimento et al. 2016), tebufenozida para

Adoxophyes honmai (Uchibori-Asano et al. 2019) e metoxifenozida em particular para S. litura
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(Saleem et al. 2015), Spodoptera exigua (Ishtiaq et al. 2012, Zhang et al. 2014) e Musca
domestica (Shah et al. 2015).

O metoxifenozida estd registrado no Brasil hd 14 anos e deste entdo vem sendo
recomendado para o controle de T. absoluta. Uma das ameagas a sustentabilidade e eficacia dos
inseticidas RCI tem sido a possibilidade de rapida evolugcdo da resisténcia, se as estratégias do
manejo da resisténcia de insetos (MRI) forem negligenciadas. Diversos fatores genéticos,
bioecoldgicos e operacionais favorecem a evolugdo da resisténcia (Georghiou & Taylor 1977,
Roush & Daly 1991). Assim, para que esses inseticidas continuem atuantes é preciso que
estratégias de manejo de resisténcia a inseticidas (MRI) sejam eficientes. Estudos béasicos de
evolugédo da resisténcia em populagdes de pragas sdo de extrema importancia a fim de gerar
informagdes que possibilitem o estabelecimento de programas de manejo da resisténcia. Esses
programas sdo mais efetivos quando implementados de modo preventivo, ou seja, no inicio da
evolucdo da resisténcia (Roush & Miller 1986, Roush & Mckenzie 1987). Porém, pesquisas nesta
area sdo iniciadas somente ap0s a constatacdo de falhas no controle de uma praga com o uso de
um determinado produto quimico. Com isso, foram feitos estudos para caracterizacao genética de
suscetibilidade para o0 monitoramento e deteccdo da evolugdo da resisténcia com vista a entender
as bases da heranca genética e bioquimica da resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida em uma
populacdo proveniente de campo. Foram testadas as seguintes hipdteses: 1. A resisténcia de T.
absoluta ao metoxifenozida é autossémica, recessiva e monofatorial. 2. Enzimas detoxificativas
estdo envolvidas na resisténcia. 3. N&o ha resisténcia ou baixa resisténcia cruzada entre o

metoxifenozida e outros grupos quimicos de inseticidas.
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Material e Métodos
Local da Pesquisa. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Interagdes Inseto-Toxicos
do Departamento de Agronomia da Area de Fitossanidade da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UFRPE).

Condigdes Experimentais. Os procedimentos de criacdo para T. absoluta foram baseados
naqueles utilizados por Siqueira et al. (2000a). Foram utilizadas populacGes de T. absoluta
provenientes das regides do Sul, Centro-oeste e Nordeste. Os bioensaios foram alocados em
camaras de germinacdo do tipo B.O.D., sob condicdes constantes de temperatura de 25 + 1°C e

umidade relativa de 65 + 5%, com fotofase de 12 horas.

Criacdo e Manutencdo das Populagdes de Tuta absoluta. Para a realizacdo dos bioensaios
foram utilizadas larvas de T. absoluta de segundo instar originarias de criacGes do Laboratorio de
InteracOes Inseto-Tdxicos da UFRPE. A coleta foi feita através da retirada de folhas infestadas, as
quais foram armazenadas em sacos plasticos, acondicionadas em caixa de isopor e transportadas
para o laboratério. Assim que as populacGes chegaram, os insetos foram confinados em gaiolas
madeira e tela de organza de 45 x 45 x 45 cm de dimensdo. As criacGes foram compostas por trés
gaiolas com tela anti-afideo. Uma gaiola foi utilizada para oviposicao e outra para alimentacéo de
lagartas com folhas de tomateiro do cultivar “Santa Clara (IC11 5500)”, cultivadas em casa de
vegetacdo sem tratamento com inseticidas.

Inseticidas. O metoxifenozida (240 g a.i./L, suspensdo concentrada, Corteva, Sdo Paulo, SP,
Brasil) foi utilizado nos testes da caracterizacdo da resisténcia. Para a avaliagdo da resisténcia
cruzada entre metoxifenozida com outros inseticidas foram utilizados: tebufenozida (240g/L,
Suspensdo Concentrada, Iharabras S.A. Inddstrias quimicas, Sorocaba/SP, Brasil) lufenurona

(50g/L Concentrado Emulsionavel, Syngenta protecdo de cultivos, Sdo Paulo, SP, Brasil)
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abamectina (18 g a.i./L, concentrado emulsionavel, Syngenta protecdo de cultivos, Sao Paulo, SP,
Brasil), clorfenapir (240 g i.a./L, suspensdo concentrada, BASF S.A., Sdo Paulo, Brasil),
clorantraniliprole (200 g i.a/L, suspensdo concentrada, FMC, Brasil, Barueri, SP, Brasil), cartape
(500 g i.a./Kg, po soluvel, Sumitomo Chemical, S&o Paulo, SP, Brasil), deltametrina (25 g i.a./L,
concentrado emulsionével, Bayer S.A., Belford Roxo, RJ, Brasil), espinetoram (250 g i.a./Kg,
granulado dispersivel, Corteva, Franco da Rocha, SP, Brasil), indoxacarbe (300 g i.a./Kg,
granulado dispersivel, FMC, Brasil, Barueri, SP, Brasil), malation (1000 g i.a./L, concentrado
emulsiondvel, Cheminova Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) e metomil (215g/L, Concentrado

Solavel, Du Pont do Brasil S.A, Barueri — SP, Brasil).

Selecdo para Resisténcia a Metoxifenozida. A populacdo Guaraciaba do Norte foi previamente
identificada como resistente a metoxifenozida e foi submetida a selecbes continuas com este
inseticida. A cada geracdo, com base na CLso uma nova concentragdo era utilizada para selecéo
com base em bioensaios de concentracdo-mortalidade. Por fim, a populacdo vem sendo mantida
sob selecdo com 400mg metoxifenozida/L.

Bioensaios de Concentracdo-Mortalidade. Foliolos do cultivar Santa Clara foram imersos por
cinco segundos em concentracdes (mg i.a/L de agua) pré-definidas de inseticida diluido em agua
com a adicdo de espalhante adesivo 0,025% de Agr’6leo® (Gota Ltda, Contenda, PR, Brasil)
como espalhante adesivo em seguida colocados para secar em temperatura ambiente. Apods a
secagem, os foliolos foram transferidos para placas de Petri (80 x 15 cm), contendo papel-filtro
umedecido com agua destilada. No total, 10 larvas de segundo instar de T. absoluta foram
transferidas cuidadosamente com auxilio de um pincel para cada foliolo. Os bioensaios foram
mantidos em camara climatizada (BOD) a 25 + 1 °C de temperatura, umidade relativa de 65 + 5%

e fotofase de 12 horas. A mortalidade foi avaliada ap6s 96 horas através de estimulo mecanico,
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sendo consideradas mortas as larvas que ndo conseguiram se locomover a distancia equivalente ao
comprimento do corpo. Os ensaios toxicoldgicos foram conduzidos com o uso do delineamento
inteiramente casualizado com duas repeticGes, o experimento por completo foi repetido pelo
menos uma segunda vez seguindo método utilizado por Campos et al. (2015). Os intervalos de
concentracdes utilizados para metoxifenozida na populagéo resistente foram de 25mg i.a./L a

6400 mg i.a./L e os bioensaios de suscetibilidade foram de 0,015625 mgi.a./L a4 mgi.a./L.

Estudo da Heranca Genética da Resisténcia a Metoxifenozida. A populacdo Guaraciaba do
Note Selecionada (GBN-Sel) de T. absoluta resistente a metoxifenozida e uma populacdo Jodo
Dourado Susceptivel (JDR-sus) susceptivel foram utilizadas nesta etapa. A dominancia foi
inicialmente determinada comparando-se as curvas concentracdo-resposta entre a populagédo
resistentes, suscetivel e hibrida (Milani 1963). Foram realizados cruzamentos reciprocos entre as
duas populacGes de T. absoluta resistente e suscetivel GBN-Sel @ x JDR1-Sus & e JDR1- Sus @ x
GBN-Sel 4. A sexagem foi feita no final do ciclo larval, com vista a chegar a fase adulta com machos
virgens acasalando somente com fémeas virgens da outra populagéo e vice-versa. Nos experimentos
de cruzamentos reciprocos utilizou-se pelo menos 90 casais. Para estimar o nimero de loci
influenciando a resisténcia, a progénie Fi1 dos cruzamentos reciprocos foi retrocruzada com a
populacdo resistente, sendo a descendéncia obtida deste cruzamento submetida a bioensaio de
suscetibilidade com metoxifenozida. A dominéancia estimada (h) da resisténcia a metoxifenozida foi
testada por meio de bioensaios de concentragdo-mortalidade com metoxifenozida para os parentais
(JDR1-Sus e GBN-Sel) e para as progénies F1 dos cruzamentos reciprocos. Foram utilizadas dez
concentragdes de metoxifenozida (1.25, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25mg i.a./L), com 0
controle (compostos apenas por agua mais o adjuvante. A base monogénica da resisténcia a
metoxifenozida foi testada no retrocruzamento entre individuos obtidos dos cruzamentos reciprocos

com os parentais GBN-Sel e JDR1. Larvas de segundo instar obtidas do retrocruzamento foram
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submetidas a bioensaio de concentracdo-mortalidade com metoxifenozida. Foi realizado
posteriormente o teste direto de heranca para determinar qual dose minima torna a resisténcia

funcionalmente recessiva (dominancia efetiva).

Ensaio de Sinergismo para Metoxifenozida. A pesquisa do possivel envolvimento de enzimas
destoxificativas na resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida foram utilizados os inibidores
enzimaticos dietil maleato (DEM), o butdxido de piperonila (PBO), e o S,S,S-tributil fosforotritioato
(DEF). Larvas de segundo instar das populacdes resistente e suscetivel foram usadas neste
experimento, em tratamento apenas com metoxifenozida, em tratamento com metoxifenozida + PBO,
metoxifenozida + DEF, metoxifenozida + DEM e o metoxifenozida + PBO +DEF para detectar se o
metabolismo estd envolvido na resisténcia. Foram utilizados métodos de bioensaios descritos
anteriormente, porém nos bioensaios utilizando sinergistas todas as larvas foram tratadas topicamente
(0,25 uL/larva) com uma concentracéo de 1 pg/uL de PBO, DEF, DEM e PBO + DEF antes de expor
as larvas ao metoxifenozida e salientar que os sinergistas utilizados foram dissolvidos em acetona. A
mistura de PBO+DEF foi feita devido a eficiéncia observada quando calculada a razéo de resisténcia
sinergizada, onde a proporcdo foi de 50% para cada um.

Resisténcia Cruzada. Foram usadas larvas de segundo instar em bioensaios de concentracao-
mortalidade com os inseticidas, tebufenozida, Lufenuron, abamectina, cloridrato de cartape,
clorfenapir, ciantraniliprole, clorantraniliprole, indoxacarbe, malation, Deltametrina, espinetoram e

metomil para estabelecer o perfil de resisténcia cruzada com metoxifenozida.

Coleta de Amostras para Analise de Atividade Enzimatica. Vinte larvas de terceiro instar em
triplicata foram acondicionadas em 500 pL do tampéo fosfato pH 7,2 a 0,02M para analise de
esterase e em 500 pL do tampéo fosfato pH 6,5 a 0,1M para anélise de glutationa S-transferase.
As larvas foram maceradas, homogeneizadas e em seguida submetidas a centrifugacdo a 10 000 g

por 15 minutos. Apos a centrifugacdo o pellet foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para
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quantificacdo de proteina e medicdo da atividade enzimatica. A concentracdo de proteina foi
determinada seguindo o método do &cido bicinconinico (Smith et al. 1985), usando albumina de
soro bovino (BSA) como padréo.

Atividade de Esterase. A atividade de esterase foi medida por meio do método adaptado de Van
Asperen (1962). Foram testados dois substratos, o a-naftil acetato e o B-naftil acetato para avaliar
as atividades de a-esterase e p-esterase, respectivamente. Em cada reagéo, 2 pL de substrato a 25
mM, 20 uL da amostra diluida de 1:100 e 188 pL de tampdo fosfato de sodio (pH 7,2, 0,02M)
foram utilizados. As reagOes foram incubadas a 30 °C por 15 min. A reacdo foi paralisada
utilizando 33,2 pL de FAST Blue B a 0,3% em 3,5% de SDS. A absorbancia foi lida a 595 nm
para a-naftol e a 555 nm para B-naftol em leitora de microplacas (Synergy H1 Hybrid, Multi-
Mode, BioTek®, USA).

Atividade de Conjugacdo por Glutationa S-transferase (GST). A atividade de GST foi
determinada usando CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) como substrato na presenca de
glutationa S-transferase, formando 2,4-dinitrofenil-S-glutationa (Habig et al. 1974). A solucao
CDNB (150 mM) foi preparada em etanol e a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em
tampédo fosfato de sédio (0,1M; pH 6,5). Para cada reacdo foram utilizados 180 pL de tampéo
fosfato de sodio (0,1M; pH 6,5), 20 pL de amostra contendo proteina, 75 uL de glutationa
reduzida (10 mM) e 2 pL de CDNB (150 mM). Em seguida as placas foram submetidas a
incubacdo a 30 °C por 4 min. A formagdo de 2,4-dinitrofenil-S-glutationa foi imediatamente
medida a 340 nm usando a leitora de microplacas (Synergy H1 Hybrid Multi-Mode, BioTek®,
USA) com a reagdo sendo analisada durante 15 min com intervalos de leitura de 51 segundos.
Cada amostra foi analisada em triplicata. Os dados de Absorbancia foram analisados apds a
adicdo de CDNB. A inclinagdo da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de

concentragéo utilizando o coeficiente de extingdo do CDNB (9600 M. cm™).
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Monitoramento por Ddose Diagnostica e Dose Recomendada. Os bioensaios foram conduzidos
usando a concentracdo diagnostica de 10 mg/L obtida em ensaios anteriores para a determinagdo
da dominéncia efetiva. Foram feitos ensaios com a dose recomendada pelo fabricante do principio
ativo metoxifenozida (120 mg/L) para detectar possiveis falhas de controle em campo pelo
metoxifenozida. Os experimentos foram realizados submergindo foliolos de tomate por um periodo
de 5 segundos em solugdo contendo inseticida, e tanto nos tratamentos quanto no controle utilizou-se
Agr’oleoe (Gota Ltda, Contenda, PR, Brasil) a 0,025% (concentracédo final) como espalhante. Apds a
secagem em temperatura ambiente, os foliolos foram colocados em placas de Petri (8 cm de diametro
por 1,5 cm de altura) contendo papel filtro umedecido com 400 pL de agua destilada. Dez larvas de
segundo instar em 10 repeti¢Ges + controle foram transferidas para cada placa de Petri e, em seguida o
bioensaio foi transferido para camara de crescimento onde permaneceram por 96 ha 25 + 1 °C, UR 65
+ 5% e fotoperiodo de 12:12 h. As avalia¢Ges foram realizadas com o auxilio de uma lupa (Opton 5x,
Alemanha). O critério de sobrevivéncia de larvas baseou se no caminhamento o equivalente ao
comprimento do seu corpo ap6s serem estimuladas com um pincel de cerdas macias, sendo
consideradas mortas as que ndo atingiram o critério.

Andlise Estatistica. Foi utilizado o programa POLO Plus (LeOra-Software 2005) para analise Probit
dos dados de concentragcdo-mortalidade e calcular as concentracdes médias letais (valores de CLso) e
seus limites de confianca a 95% de probabilidade, como também as inclinacdes das curvas e seus
respectivos erros padrdes. O teste de igualdade e paralelismo, também, foi feito para as curvas obtidas
nos dois hibridos utilizando o mesmo programa. As mortalidades observadas nos tratamentos foram
corrigidas pela mortalidade do controle utilizando o método de Abbott (1925). Razdes de resisténcia
foram calculadas utilizando o “teste de razdo letal” e foram considerados significativos quando o

limite de confianga (LC) a 95% n&o inclui o valor 1 (Robertson et al. 2007).
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O grau médio de dominancia (D) da resisténcia a metoxifenozida foi calculado de acordo com o
método de Stone (1968), utilizando a féormula D = (2.L>— L1 — L3)/(L1— L3), onde L1, L2 e L;séo o log
dos valores das CLsos de GBN-Sel, da F1 e de JDR1-Sus, respectivamente. Os valores de D
podem variar de -1 a 1, onde -1 indica completa recessividade, 1 indica dominancia completa e, 0
indica dominéancia intermediaria ou co-dominancia. A dominancia estimada (h) foi calculada para
cada concentragdo: h = (W2 — Wa2)/(W11 — W22), onde w1z, Wiz € Wo representam valores ligados ao
desempenho para individuos homozigotos dominantes, heterozigotos, e homozigotos suscetiveis,
respectivamente (Hartl 2001). O valor de fitness para os individuos homozigotos dominantes foi
considerado 1,0; enquanto os valores para os heterozigotos e homozigotos recessivos foram
calculados como a razdo entre a taxa de sobrevivéncia observada da progénie F1 agrupada obtidas
dos cruzamentos reciprocos e a taxa de sobrevivéncia da populacdo GBN-Sel. Os valores de h
variam de 0 a 1, onde h = 0 indica completa recessividade, h = 1 indica dominancia completa e h
= 0,5 indica dominancia intermediaria (co-dominancia).

A hipdtese da resisténcia monogeénica a metoxifenozida em T. absoluta foi testada inicialmente
comparando as inclinagdes das curvas de concentracdo-mortalidade dos cruzamentos reciprocos F1
(entre as populaces resistente e suscetivel) e seu retrocruzamento. Os resultados do retrocruzamento
foram comparados com os dados esperados utilizando o teste de y2. O nimero minimo de genes
efetivos (ne) foi estimado com a formula nE = (L, — L,)*/(8o2) =n, onde L1 e L sdo os
logaritmos das CLses das populagdes JDR-Sus e GBN-Sel, respectivamente. O nimero de genes é

n, e a variacdo genética extra segregada na geracdo do retrocruzamento além da F1 é o, a qual
; - - - 2 1 3 1 2

pode ser estimada por g =0 +0 5 — (05 +-055, +-075,). Onde

0% 05 0r, 0p €0y 30 as variagBes fenotipicas do Fi agrupado, do retrocruzamento (F1

agrupado x GBN-Sel) da populacdo selecionada resistente GBN-Sel e por fim o retrocruzamento entre

0 F1agrupado x JDR1-Sus da populagéo sensivel.
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Teste T de duas amostras (PROC T-TEST) foi realizado usando SAS (SAS Institute 2008) para
comparar os efeitos das atividades de enzimas metabolicas na resisténcia a metoxifenozida.

O numero de sobreviventes necessarios para apresentar significancia foi determinado a 1% de
frequéncia fenotipica a = 0,05 (Roush & Miller 1986) para o inseticida e populacdo. A probabilidade
de falha de controle foi estimada comparando-se a mortalidade observada e a mortalidade corrigida
com a eficacia minima esperada necessaria para registro de inseticidas pelo Ministério da Agricultura,

que é de 80% de mortalidade (Gontijo 2013) utilizando o teste-t pareado de Student a P < 0,05.

Resultados

Heranca da Resisténcia ao Metoxifenozida. A resisténcia da populacdo GBN-Sel foi de 2.352
vezes mais resistente quando comparada a populacdo suscetivel JDR1-Sus (Tabelal) com base nos
valores de CLso. Os valores de CLso para F1 (YR x 4S) e F1” (S x 4R) foram de 0,676 e 0,618
respectivamente, apresentando igualdade entre as curvas, havendo uma sobreposic¢do dos seus limites
de confianca a 95%. Desta forma, a hipotese da resisténcia autossomal foi confirmada descartando a
possibilidade de ligacdo a sexo e efeito maternal. As razfes de resisténcia dos cruzamentos reciprocos,
F1, F1’ e F1 agrupado, foram de 3,81; 3,55 e 3,71 vezes, respectivamente.

A resposta da populacdo JDR1-Sus e da F1 e F1” ao inseticida foram similares e proximas
quando comparadas a populacdo GBN-Sel (Tabela 1; Fig. 1), sugerindo uma resisténcia recessiva.
Os graus de dominancia (D) da resisténcia em T. absoluta foram de -0,65, -0,67 e -0,66 para F1,
F1’ e F1 agrupado, respectivamente (Tabela 1). Tendo em consideragdo os erros padrOes para
cada valor de D e os limites de confianga [D + 1,96*EP], calculados e interpretados de acordo
com Robertson et al. (2007), a resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida foi incompletamente

recessiva (Tabela 1).
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O teste direto para a heranca monogénica da resisténcia de T. absoluta ao metoxifenozida
sugeriu que mais de um gene estd envolvido na resisténcia, pois das 20 concentracfes utilizadas
para realizacdo do teste, 12 se mostraram significativas e em apenas 8 das concentragdes testadas
ndo houve diferencas significativas entre a mortalidade observada e a esperada (Tabela 2; Fig. 1).
Com relacdo ao conjunto de concentragOes utilizadas no teste direto da heranga, estas se
mostraram significativas (y2 = 152,5; gl = 19; P> 0,05) (Tabela 2). O numero minimo de genes
efetivos (nE) envolvidos na resisténcia ao metoxifenozida foi de 0,70 + 0,23.

A dominancia efetiva (h) foi demostrada testando-se onze diferentes concentragoes,
visando determinar a dose capaz de eliminar os individuos susceptiveis, permitindo a
sobrevivéncia apenas de individuos homozigotos resistentes. Das concentra¢des testadas, 10 mg
de metoxifenozida/L foi a minima que eliminou 100% de fendtipos suscetiveis (Tabela 3).
Sinergismo da Toxicidade da Metoxifenozida. Houve sinergismo significante da toxicidade do
metoxifenozida nas duas populacdes JDR1-Sus e GBN-Sel para os trés inibidores enzimaticos
utilizados, porém, este foi muito superior na populacao resistente do que na suscetivel (Tabela 4).
Os valores de razdo de sinergismo foram de 6,90; 4,63 e 7,78 para JDR1-Sus, enquanto para
GBN-Sel foram de 94,89; 50,88 e 45,24, mediante exposicdo ao inseticida com PBO, DEF e
DEM, respectivamente (Tabela 4). As razdes de resisténcia sinergizadas para o metoxifenozida
entre GBN-Sel e JDR1-Sus foram de 305,0 vezes para PBO; 381,9 vezes para DEF e 722,3 vezes
para DEM (Tabela 4). A combinacdo de PBO + DEF sinergizou quase que completamente a
toxicidade do metoxifenozida, apresentando uma razdo de resisténcia sinergizada de 8,35 vezes,
sugerindo que a resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida estd provavelmente associada
unicamente ao metabolismo destoxificativo.

Resisténcia Cruzada. O perfil de resisténcia cruzada entre 0 metoxifenozida e outros inseticidas

comparando as populacbes de GBN-Sel e JDR1-Sus (Tabela 5) mostrou valores de razdo de
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resisténcia <1,0 e >1,0. As raz0es de resisténcia cruzada de GBN-Sel foram significativas em
relacdo a JDR1-Sus para os inseticidas tebufenozida, cartape, deltametrina, abamectina, lufenuron
e indoxacarbe com valores de 656,0; 10,68; 4,70; 2,65; 2,22 e 1,92 vezes, respectivamente
(Tabela 5). No entanto, apenas os valores de tebufenozida e cartape demonstraram alta e
moderada resisténcia cruzada, respectivamente. Por outro lado, a razdo de resisténcia cruzada de
GBN-Sel em relacdo a JDR1-Sus para o inseticida espinetoram foi significativamente menor que
1,0 (RR = 0,32), sugerindo resisténcia cruzada negativa. Esta mesma tendéncia foi observada para
clorantraniliprole (RR = 0,73), clorfenapir (RR = 0,72) e malation (RR = 0,74), porém ndo
significativa. A resisténcia cruzada com metomil ndo foi significante, porém maior que 1,0.
Atividade de Enzimas Destoxificativas na Resisténcia de Tuta absoluta. Nao houve diferenca
significativa entre a atividade de a-esterase das colénias suscetivel (1,05 + 0,37) e resistente (0,82
+0,10; t (8) = - 1,19, p = 0,268). Houve uma diferenga significativa entre a atividade de b-esterase
das colénias suscetivel (1,69 + 0,75) e resistente (0,69 + 0,14; t (5,52) = - 3,18; p = 0,021). N&do
houve diferenca significativa entre a atividade de GST das col6nias suscetivel (5,59 + 2,22) e
resistente (5,71 £ 0,96; t (8) = 0,10, p = 0,921), (Fig. 2).

Monitoramento por Dose diagnéstica e Dose Recomendada. Respostas diferenciadas de
mortalidade das popula¢6es foram observadas tanto para a concentracdo diagnostica quanto para a
dose recomendada. Dentre as 19 populactes de T. absoluta avaliadas, somente nove (Jodo
Dourado 1, Gameleira, Mogemirim, Mogemirim selecionada, Sumaré, Gameleira 2 selecionada,
Iraquara, Iraquara nova, América dourada pesqueira, tiveram mortalidade acima de 80% na dose
de campo (Fig 3A), e as demais sugerindo diferentes graus de falha de controle. O monitoramento
com a dose diagnostica mostrou que todas as populacBes ja apresentavam uma frequéncia de

resisténcia acima de 1% (Fig. 3B), exceto a populagéo suscetivel (JDR1).
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Discussao

Inseticidas seletivos com modos de agdo diferentes dos neurotoxicos sdo desejaveis em
programas de manejo integrado de pragas (MIP). No Brasil, a metoxifenozida esta registrado ha
14 anos para o controle de vérias pragas, incluindo a T. absoluta. Embora esteja a ser utilizada a
um tempo relativamente longo, poucos casos de resisténcia de insetos a este inseticida foram
relatados, como por exemplo para a populacdo de Cydia pomonella (Mota-Sanchez et al. 2008),
Spodoptera littoralis (Mosallanejad & Smagghe 2009), Helicoverpa armigera (Faheem et al.
2013). Entretanto, este € o primeiro caso de caraterizacdo da resisténcia do metoxifenozida a T.
absoluta a ser relatado. Os resultados de heranca mostraram que a resisténcia de T. absoluta a
metoxifenozida foi autossdmica, seguindo um padrdo genético mendeliano, incompletamente
recessiva e polifatorial. A recessividade relatada neste estudo foi dependente da concentracdo do
metoxifenozida, sendo a resisténcia funcionalmente recessiva em 10 mg/L, sugerindo que as
concentracdes recomendadas em rétulo tornam a resisténcia em campo igualmente recessiva. No
teste direto, as mortalidades observadas diferiram das esperadas na maioria das concentracgdes,
descartando a hipdtese inicial de resisténcia monofatorial. A resisténcia polifatorial além de
ocorrer na natureza é bem comum ocorrer em laboratério (Liu et al. 1981, Mckenzie et al. 1982).
Estudos de laboratorio feitos em populacdo de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) com
inseticidas da mesma classe sugeriram uma provavel resisténcia controlada por mais de um gene
(Sun et al. 2010). Embora a resisténcia controlada por multigenes possa se desenvolver mais
lentamente do que a resisténcia controlada por um Unico gene no campo, 0s modos e padrdes de
resisténcia podem ser mais variaveis, e 0 manejo de resisténcia geralmente é mais dificil quando a
resisténcia ocorre. Em contraste, a resisténcia monogeénica é distribuida de maneira mais uniforme
e é relativamente manejavel com sinergistas ou rotacdo com outros inseticidas sem resisténcia

cruzada (Zhang & Zhang 1994).
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Para a avaliacdo preliminar de possiveis mecanismos de resisténcia cruzada foi observado
o perfil de resisténcia cruzada. A resisténcia ao metoxifenozida, acarretou também resisténcia a
tebufenozida. Esta resisténcia cruzada entre produtos do mesmo grupo foi observada
anteriormente por Mosallanejad & Smagghe (2009). A selecdo com metoxifenozida, a populagdo
GBN-Sel ndo s6 aumentou o nivel de resisténcia a esse inseticida como, também, aumentou a
susceptibilidade a espinetoram, sugerindo resisténcia cruzada negativa. Porém, o perfil de
resisténcia cruzada ndo mostrou resisténcia com clorantraniliprole, espinetoram, malation,
metomil e clorfenapir.

A heranca da resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida observada neste estudo (isto é,
autossomal, recessiva e poligénica), bem como um perfil de resisténcia cruzada sugere que o
mecanismo metabdlico esteja envolvido na resisténcia de T. absoluta a este inseticida.
Contrariamente a este estudo, pesquisa feita com tebufenozida em Adoxophyes honmai Yasuda
(Lepidoptera: Tortricidae), evidenciou uma mutacdo pontual (A415V) no gene do receptor de
ecdisona (EcR), um fator candidato responsavel pela resisténcia ao tebufenozida (Uchibori-Asano
et al. 2019). Um fator primario no uso de qualquer novo produto quimico para controle de pragas
de insetos é o desenvolvimento de cepas resistentes. Porém, para fazer o estudo sobre o papel da
resisténcia metabdlica na cepa selecionada, também foram realizadas experiéncias de sinergismo
com inibidores enzimaticos conhecidos. Todos os sinergistas utilizados (PBO, DEM, DEF e
PBO+DEF) aumentaram a toxicidade de metoxifenozida. No entanto, a combinagéo de PBO +
DEF sinergizou quase que completamente a toxicidade do metoxifenozida, sugerindo que a
resisténcia de T. absoluta a metoxifenozida esta provavelmente associada unicamente ao
metabolismo destoxificativo. Isso implica que as oxidases de funcdo mista podem estar
envolvidas na resisténcia ao metoxifenozida (Jia et al. 2009). A partir desses testes, foi

demonstrado um efeito elevado do PBO no nivel de resisténcia quando comparado com o
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tratamento somente com inseticida, sugerindo que a destoxificagdo metabdlica esta associada a esta
resisténcia, apoiando a importancia da mediacao da resisténcia de monooxigenases dependente do
citocromo P450 na cepa selecionada. Estudos anteriores (Smagghe et al. (2003), Smagghe (2004))
indicaram o metabolismo oxidativo como a principal razéo para o desenvolvimento de resisténcia
a tebufenozida e metoxifenozida em Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae).

A metoxifenozida (RH-2485) é um agonista ecdisteroide ndo esteroidal com uma estrutura
de dibenzoil-hidrazina, representando um grupo usado como novos inseticidas bioracionais no
controle de pragas de insetos. Ficou evidente que o metoxifenozida esteja sendo bastante utilizado
para o controle de T. absoluta em regiGes onde a dose de campo e diagnostica ndo ocasionaram
mortalidade acima de 80%, o que nos sugere a falhas no controle com a evolucao da resisteéncia.
Estudos feitos anteriormente, evidenciaram falhas de controle por inseticidas tradicionais e novos para
esta espécie (Silva et al. 2011), sendo essas geralmente associadas ao desenvolvimento de resisténcia.
Embora algumas populagdes se mostraram resistentes a estes inseticidas, outras se mantiveram
suscetiveis as doses recomendadas de metoxifenozida. Isto sugere que a resisténcia, ainda, ndo esta
amplamente difundida e, ainda, pode ser manejada em areas onde as populacdes ainda estejam
suscetiveis, para os quais é aconselhavel utilizar doses diagnoésticas para monitora-las. O levantamento
de suscetibilidade confirmou o desenvolvimento para alta resisténcia em populagdes de T. absoluta
a.metoxifenozida.

Com a presente pesquisa, conclui-se que 0 modo de heranca da resisténcia de T. absoluta ao
metoxifenozida é autossdmica, incompletamente recessiva e poligénica. O monitoramento da
resisténcia a este inseticida pode ser feito utilizando a dose discriminatéria de 10 mg i.a
metoxifenozida/L. Em &reas em que existe resisténcia ao metoxifenozida, podem ser utilizados

inseticidas pertencentes as classes dos carbamatos, espinosinas, fosforados, oxadiazinas, pirazois,
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diamidas, os quais ndo apresentam resisténcia cruzada com o metoxifenozida. Enzimas

detoxificativas contribuem para a resisténcia de T. absoluta ao metoxifenozida.
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Tabela 1. Toxicidade do metoxifenozida em larvas de Tuta absoluta suscetiveis (S), resistentes (R), e cruzamentos reciprocos F1

(? Rxd S)eF1l (? Sx & R) e retrocruzamentos (F1 agrupado x GBN-Res) e (F1 agrupado x JDR1-Sus

Populacio n> ¥ (GL)® Inclinacdo + EP* CLCso (LC g5%)° RRso (1Cg5%)° GDso + EP’
JDR1-Sus 265 394(7)  134+014  0.174(0,127 - 0,236) i
GBN-Res 269 633(7)  140+015 40955 (3004056165 25020 (13’21?,’4?)_ i

OR X dS (F) 299 482(13)  131+013 0676 (0,468—0978) 3,89 (2,40-628)  -0,65+ 0,37
0S X 4R (F1) 300 923(13)  114+011  0619(0415-0919)  355(215-587) -0,67+0,29
F1 agrupado? 599 13,03(13)  1,22+009 0647 (0,481—0,870)  3,71(246-560)  -0,66+ 0,24
F1lagrupado x JDRL-Sus' 236 143(10)  146+017 0,146 (0,100—0208) 0,84 (0,52 1,35)

Fiagrupado x GBN-Res! 389 439 (18)  142+014 3508 (2462-5011) 20,14 (12,59 - 32,24) i

Progénies resultantes de cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos; 2n, nimero de larvas por bioensaio; 3¢?, Qui-quadrado e grau de
liberdade; “SE — Erro padrdo; °LC — concentracdo letal (mg de metoxifenozida /L); ®Razdo de resisténcia: razdo entre os valores
estimados de CLso entre a cepa suscetivel e resistente e o intervalo de confianca a 95% calculado usando Robertson et al. (2007); ‘Grau
de dominéncia.
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Tabela 2. Teste indireto para heranca monofatorial da resisténcia de Tuta absoluta a
metoxifenozida, comparando mortalidades esperadas e observadas de retrocruzamento (F1

agrupado x GBN-Res).

ConcentracBes (mg/L) Mortalidade Czok}:)ervada Mortalidade g;:;)lerada e
0,012 0,00 0,00 5,00*
0,024 0,00 5,00 6,25*
0,049 0,00 6,25 10,00*
0,098 0,00 10,00 4,19*
0,195 5,26 12,50 0,10ns
0,391 15,00 16,25 0,09ns
0,781 21,05 22,50 0,05ns
1,563 30,00 31,25 1,50ns
3,125 45,00 37,50 2,89ns
6,25 55,00 43,75 11,22*

12,5 73,68 50,00 18,80*
25 85,00 53,33 33,14*
50 100,00 56,67 21,23*
100 100,00 63,33 16,67*
200 100,00 66,67 12,86*
400 100,00 70,00 7,10*
800 100,00 76,67 1,54 ns
1600 100,00 88,33 0,12 ns
3200 100,00 96,55 0 ns
6400 100,00 100,00 5*
Total - - 152,75*

Mortalidade esperada em cada concentragdo x = 0.5 (% de mortalidade em F1 agrupado em x +
% de mortalidade em x para GBN-Sel). "™ Nao significativo e *significativo a 5% de probabilidade

13
14

com base no teste do Qui-quadrado.
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Tabela 3. Dominancia efetiva para populacées suscetivel (JDR1-Sus), resistente (GBN-Sel),
e progénie F1 agrupada em Tuta absoluta submetidas a diferentes concentragdes de
metoxifenozida.

Concentracéo

(mg/L) Populacéo/Progénie  n Sobrevivéncia (%) Desempenho? h?

JDR1-Sus 30 93,33 0,067 0,893
1,25 F1 agrupado 30 10,00 0,900

GBN-Sel 30 0,00 1,000

JDR1-Sus 31 100,00 0,000 0,733
2,50 F1 agrupado 30 26,67 0,733

GBN-Sel 30 0,00 1,000

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,567
5,00 F1 agrupado 30 43,33 0,567

GBN-Sel 30 0,00 1,000

JDR1-Sus 31 100,00 0,000 0,267
7,50 F1 agrupado 30 73,33 0,267

GBN-Sel 30 0,00 1,000

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,000
10,0 F1 agrupado 31 100,00 0,000

GBN-Sel 29 0,00 1,000

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,000
12,5 F1 agrupado 30 100,00 0,000

GBN-Sel 28 0,00 1,000

JDR1-Sus 29 100,00 0,000 0,000
15,0 F1 agrupado 29 100,00 0,000

GBN-Sel 29 0,00 1,000

JDR1-Sus 29 100,00 0,000 0,000
17,5 F1 agrupado 30 100,00 0,000

GBN-Sel 29 0,00 1,000

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,000
20,0 F1 agrupado 30 100,00 0,000

GBN-Sel 30 0,00 1,000

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,000
22,5 F1 agrupado 30 100,00 0,000

GBN-Sel 29 3,45 0,966

JDR1-Sus 30 100,00 0,000 0,000
25,0 F1 agrupado 29 100,00 0,000

GBN-Sel 30 10,00 0,900

1JDR1-Sus e GBN-Sel sdo as populagdes suscetiveis e resistentes, respectivamente; F1 agrupado corresponde a soma
dos individuos hibridos provenientes dos cruzamentos reciprocos entre as populagdes parentais. 2Desempenho
correspondente a taxa de sobreviventes entre as populacfes suscetiveis (JDR1-Sus) e F1 agrupado, e a populacéo
resistente (GBN-Sel). %0s valores de h variam entre 0 (recessividade completa) e 1 (dominancia completa).
Resisténcia é codominante ou aditiva se o valor h corresponder a 0.5, incompletamente recessiva se entre 0 <h < 0.5,
e incompletamente dominante se entre 0.5 <h < 1.
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Tabela 4. Sinergismo da toxicidade de metoxifenozida em populacdes suscetivel e resistente de Tuta absoluta.

Populagdo Tratamento IncI::gzéo * CLso (CL95%) 3 r?GL* RSso (C195%) 5 RRso (C195%) 5
JDR1-Sus Metoxifenozida 180 1,34 +0,18 0146 (0,097 — 0,214) 2,81 (7)
+PBO 194 1,62+0,23 0,021 (0,012 — 0,035) 13,60 (8) 6,90 (4,16 — 11,45) *
+ DEF 197 1,49+0,19 0,032 (0,018 — 0,053) 13,54 (8) 4,63 (2,77-17,72)
+ DEM 197 2,59+0,39 0,019 (0,014 — 0,025) 8,56 (8) 7,78 (4,96 — 12,20) *
+ PBO+DEF 200 1,81+0,25 0,024 (0,018 — 0,032) 3,65 (8) 6,17 (3,80 — 10,02) *
GBN-Res Metoxifenozida 178 1,35+0,17 614,78 (421,11 -924,02)  3,73(7) 11993 (242i’2 - 7280.4)
+PBO 199  1,67+0,24 6,47 (4,36 — 9,09) 2,18(8) 94,99 (55,98 — 161,19) * 305,0 (188,2 — 494,3) *
+ DEF 200 1,46+0,18 12,08 (8,17 — 17,29) 1,30(8) 50,88 (29,75 87,01) * 381,9 (232,2 - 628,1) *
+ DEM 195 1,35+0,17 13,59 (8,99 — 19,84) 432(8) 45,24 (26,08 78,46) * 722,3 (460,3 — 1133,5) *
+ PBO+DEF 183  1,69+0,23 0,198 (0,137 - 0,275) 1,81(7) 31034 (1849,1 —5208,5) * 8,35 (5,34 — 13,06) *

INGmero de larvas. 2 Erro padrdo. > mg metoxifenozida/L e limite de confianca de 95%. 4 Qui-quadrado e Grau de Liberdade. ® RSso
(Razdo de sinergismo) e RR (Razdo de resisténcia) calculada pelo método de Robertson et al. (2017). * Razdo de sinergismo
significativa se o intervalo de confianca ndo inclui o valor 1,0.
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Tabela 5. Resisténcia cruzada de metoxifenozida em Tuta absoluta.

Populagdo Inseticidas N ? Inclllr;g%ao * CLso (C195%) 3 y2GL*4 RRso (CL95%) °

JDR1-Sus  Metoxifenozida 184 1,68+0,21 0,117 (0,083 -0,163) 1,43 (7)
Tebufenozida 202 0,87+0,12 1,110 (0,667 — 1,949) 4,06 (8)
Cartape 221 1,24+0,14 2,20 (1,49 -3,25) 8,29 (9)
Deltametrina 180 1,06+0,15 6,62 (3,55-12,63) 8,36 (7)
Abamectina 182 2,70+£0,41 0,019 (0,015 -0,024) 2,66 (7)
Lufenuron 203 1,08%0,14 87,43 (54,66 — 134,57) 6,14 (8)
Indoxacarbe 182 2,81+£0,46 0,11 (0,09-0,15) 1,88 (7)
Methomil 182  1,63+0,21 53,13 (36,98 — 74,36) 2,59 (7)
Malationa 200 1,98+0,25 215,13 (145,37 — 328,58) 9,69 (8)
Clorantraniliprole 221  2,18%0,25 0,096 (0,068 —0,137) 10,12 (9)
Clorfenapir 183 2,54 +0,38 1,69 (1,27 -2,21) 1,89 (7)
Spinetoram 201  1,39+0,16 0,095 (0,065 -0,137) 2,87 (8)

GBN-Res  Metoxifenozida 181 1,29+0,17 316,24 (210,42 - 468,06) 2,51 (7) 2694,9 (16076 — 4517,6)
Tebufenozida 181 1,20+£0,16 728,12 (476,66 — 1100,56) 3,73 (7) 656,0 (336,6 — 1278,3) *
Cartape 183  1,95+0,27 23,51 (16,87 - 31,88) 0,67 (7) 10,68 (6,48 — 17,60) *
Deltametrina 173 1,19+0,19 31,08 (15,18 - 121,98) 11,40 (7) 4,70 (2,26 - 9,77) *
Abamectina 182  2,02+0,27 0,050 (0,036 - 0,067) 5,60 (7) 2,65 (1,83 -3,82) *
Lufenurona 182  1,08+0,15 194,48 (122,23 - 304,31) 6,96 (7) 2,22 (1,18 -4,18) *
Indoxacarbe 182 1,75+0,23 0,215 (0,151 -0,297) 5,76 (7) 1,92 (1,26 — 2,92) *
Metomil 222 1,25%0,14 87,90 (59,61 - 129,39) 8,90 (9) 1,66 (0,99 - 2,78)
Malationa 200 0,96+0,13 158,46 (84,23 — 333,80) 10,13 (8) 0,74 (0,41 -1,32)
Clorantraniliprole 222 1,33%0,15 0,069 (0,048 - 0,100) 2,95 (9) 0,73 (0,46 — 1,15)
Clorfenapir 183  342+0,58 1,22 (0,96 -1,55) 0,42 (7) 0,72 (0,51 —1,04)
Espinetoram 201 150+%0,22 0,03 (0,019-0,043) 1,65 (8) 0,32 (0,18 — 0,54) *

L Namero total de larvas utilizadas no bioensaio. 2 Erro padrdo. * mg i. a./L e limite de confianca de 95%. # Qui-quadrado e Grau de liberdade. °RRso: Razdo de

resisténcia calculada pelo método de Robertson et al. (2017). * Razdo de sinergismo significativa se o intervalo de confianca ndo inclui o valor 1,0.
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Figura 1. Heranca da resisténcia de Tuta absoluta a metoxifenozida.
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Figura 2. Média (£EP) de atividade metabdlica de enzimas em populagfes suscetivel e resistente
de Tuta absoluta.
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Figura 3. Monitoramento de popula¢des de campo de Tuta absoluta usando (A) dose diagndstica
(10 mg metoxifenozida/L) e (B) dose de rotulo (120 mg metoxifenozida/L). Linha tracejada em
(A) significa pelo menos 1% de frequéncia de resistentes. Linha tracejada em (B) significa pelo
menos 80% de eficacia esperada de acordo com as exigéncias regulatorias no Brasil (MAPA,
2019).
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CAPITULO 3
CONSIDERACOES FINAIS

Inseticidas seletivos com modos de acdo diferentes dos neurotdxicos sdo altamente
desejaveis em programas de manejo integrado de pragas (MIP). A Tuta absoluta é uma das pragas
mais importantes para a cultura do tomateiro no Brasil. Assim, a presente pesquisa teve como
objetivo primordial caracterizar a resisténcia da traca-do-tomateiro, T. absoluta, ao
metoxifenozida. Embora a resisténcia a este inseticida ndo tenha sido relatada em T. absoluta, é
importante o levantamento da resisténcia e posterior caracterizacdo. E o primeiro relato de
caracterizacdo de uma populacao resistente desta praga a este grupo inseticida. A resisténcia de T.
absoluta ao metoxifenozida é autossomal, recessiva e polifatorial ou provavelmente governada
por poucos genes. Tais caracteristicas sugerem a razdo pela qual a resisténcia dessa praga em
campo ndo tem sido reportada. A dominancia efetiva nos mostrou que a dose 10 mg/L de
metoxifenozida seria suficiente para eliminar todos os suscetiveis homozigotos e heterozigotos,
mas ndo ha como transpor tal resultado para campo pelas condi¢des diferentes do laboratorio.
Porém, a dose do produto recomendada em roétulo de 240g/L, i. €, cerca de 24 vezes maior, 0 que
sugere tornar a resisténcia funcionalmente recessiva em campo.

O grau de toxicidade do metoxifenozida foi sinergizada em ambas populagdes suscetivel e
resistente, no entanto este foi superior na populagdo resistente. O sinergismo sugeriu que
hidrolases, glutationa S-transferases e monooxigenases, provavelmente estdo envolvidas na
resisténcia ao metoxifenozida.

Uma série de estudos tém sido conduzidos recentemente com T. absoluta no que diz

respeito a sua resisténcia a inseticidas. Este estudo vem contribuir com mais informacdes a
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programas de manejo de resisténcia desta praga a inseticidas. Apesar do tempo de uso do
metoxifenozida, ndo havia respostas quanto a heranca da resisténcia desta praga ao
metoxifenozida, metabolismo e sua relagdo com outras moléculas. Porém, o perfil de resisténcia
cruzada ndo mostrou resisténcia com clorantraniliprole, espinetoram, malation, metomil e
clorfenapir, sendo que recomenda se a rotacdo destes produtos ap6s a aplicacdo de
metoxifenozida. Foi observada uma baixa resisténcia cruzada com deltametrina, abamectina,
lufenuron, indoxacarbe, que sugere o ndo uso destes produtos apds aplicacdo do metoxifenozida.
Um dos fatores mais importantes da resisténcia a insetos € o aumento dos processos metabolicos,
levando a maior desintoxicacdo de inseticidas por enzimas como MOs, GSTs e esterases.
Associado a um regime de rotacdo, respeitando a dose recomendada de metoxifenozida, pois
provavel que torne a resisténcia funcionalmente recessiva em campo e monitorando a resisténcia
com a dose diagnostica sugerida neste estudo. O uso das boas préaticas agricolas associadas ao
manejo integrado de pragas na cultura do tomateiro contribuira para uma maior vida Gtil do
metoxifenozida e diminuir os impactos no meio ambiente decorrentes da resisténcia de pragas a

inseticidas.
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