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RESUMO

Plutella xylostella (L.) é uma das principais pragas das culturas de Brassica. A
infestagBes em areas de cultivo de Pernambuco e outros estados do Brasil levaram os agricultores
a pulverizacdo de inseticidas com frequéncia. A evolucdo da resisténcia a inseticidas pode ser
apontada como um dos principais problemas no controle desta praga. Esta resisténcia pode estar
associada com a alteracdo do sitio alvo, especialmente para os piretrdides. Além de que, outros
fatores de resisténcia podem também estar relacionados com a ineficiéncia deste produto, tais
como comportamento, onde os individuos resistentes sdo capazes de evitar a exposicdo a areas
onde o inseticida estd presente. O objetivo dessa pesquisa foi verificar se existe relacdo entre
a frequéncia da mutacdo L1014F nos canais de sodio e as razGes de resisténcia a deltametrina em
populacdes de P. xylostella, se elas possuem a capacidade de evitar a exposicdo a este
inseticida. P. xylostella foram coletadas na regido Agreste de Pernambuco e Rio Grande do Sul.
As razbes de resisténcia a deltametrina das populacdes de campo de P. xylostella foram
comparados com a populacéo de laboratorio. Os dados de mortalidade foram submetidos a anélise
de Probit. As populacbes de P. xylostella mostraram uma variavel resposta e resisténcia
significativa a deltametrina. A populacéo Belo Jardim, PE mostrou maior indice de resisténcia (10

- vezes) comparados com a populagéo de laboratorio. Foi observado um aumento do genétipo RR



para a mutagdo L1014F como o aumento da resisténcia. As larvas de P. xylostella foram
expostos a deltametrina na concentracdo de campo de (7,5 mg / L), e na sua CLggS previamente
determinada a partir de bioensaios, 0 comportamento de caminhamento foi avaliado pelo sistema
de rastreamento Viewpoint® tracking system. As populac@es de Belo Jardim, PE e Bezerros, PE
apresentaram comportamento irritabilidade em todos os dos parametros comportamentais

analisados.
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GENETIC AND BEHAVIORAL ASPECTS OF RESISTANCE IN DELTAMETHRIN
POPULATIONS Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)
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ABSTRACT
Plutella xylostella (L.) is one of the major pests of Brassica crops. The infestations in
cultivated areas of Pernambuco and other states in Brazil have led farmers to frequently spray
insecticides. The evolution of insecticide resistance can be pointed as one of the main problems in
the control of this pest. This resistance may be associated with the target site alteration,
particularly to pyrethroids. Aside from that, other resistance factors may also be related to
inefficacy of products such as behavior, where the resistant individuals are able to avoid exposure
to areas where the insecticide is present. This research objective was to verify whether a
relationship exists between the frequency of the L1014F mutation in the sodium channel and the
deltamethrin resistance ratios in populations of P. xylostella, as well as whether they have the
ability to avoid exposure to this insecticide. P. xylostella populations were collected in the
Agreste region of Pernambuco and Rio Grande do Sul States. Deltamethrin resistance ratios of P.
xylostella field populations were compared with a laboratory population. Mortality data were
subject to Probit analysis. The populations of P. xylostella showed a variable response and
significant resistance to deltamethrin. The Belo Jardim, PE population showed the highest
resistance ratio (10 - times) compared with the laboratory population. It was observed an increase

of the RR genotype for L1014F mutation as the resistance increased. P. xylostella larvae were



exposed to deltamethrin at field rate concentration (7.5 mg/L) and at their CLgoS previously
determined from bioassays, and their walking behavior evaluated by the Viewpoint® tracking
system. The populations of Belo Jardim, PE and Bezerros, PE showed irritability behavior across

all of the walking behavioral parameters analyzed.

KEY WORDS: Mutation, behavior, deltamethrin, the sodium channel.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), € uma das principais pragas das brassicas
e de outras cruciferas em muitas areas do mundo (Honda et al. 1992, Chapman et al. 2002). Esta
espécie é de clima temperado e tropical, onde pode produzir mais de 20 gera¢des por ano e causar
mais de 90% de perda na cultura (Verkerk & Wright 1996). Os motivos do seu sucesso sao VArios:
auséncia de inimigos naturais, comportamento criptico das larvas, ciclo de vida curto e
frequentes aplicacdes de inseticidas (Mo et al. 2003). Este inseto tem desenvolvido resisténcia a
muitas classes de inseticidas, devido ao uso indiscriminado, proporcionado a selecdo de
populacdes resistente. A praga tem um longo histérico de resistencia a maioria dos inseticidas
usados no seu controle (Talekar & Shelton 1993). Nas Filipinas, Barroga (1974) reportou para
esta espécie, 0 desenvolvimento de resisténcia a mevinfos do grupo quimico dos
organofosforados. Posteriormente outros casos de resisténcia foram relatados no Japédo, Austrélia
e América do norte. Georghiou & Lagunes-Tejada (1991) relataram que em 1989 ja eram
conhecidos 51 inseticidas quimicos aos quais P. xylostella apresentava resisténcia. Ha relato de
resisténcia aos pesticidas espinosade, indoxacarbe e inseticidas microbianos a base de Bacillus
thuringiensis (Bt) (Tabashnik et al. 2000, Sayyed & Wright 2006, Zhao et al. 2006). No Brasil
existem relatos de resisténcia de P. xylostella aos inseticidas indoxacarbe, lufenuron e

deltametrina (Castelo Branco & Amaral 2002, Oliveira et al. 2011, Santos et al. 2011).



Definicéo da Resisténcia

O uso abusivo de inseticidas acarreta o fenbmeno da resisténcia, gerando um grande
obstaculo no controle de inseto-pragas. Este problema é um fendbmeno mundial e as estimativas
atuais indicam que mais de 540 espécies de artropodes desenvolveram resisténcia a um ou mais
pesticidas (Georghiou & Lagunes-Tejeda 1991). A resisténcia a inseticidas é entdo definida como
a habilidade herdada de um organismo de tolerar as doses de um agrotdxico que seriam letais para
a maioria dos individuos da espécie (Croft et al. 1988). No ambito evolutivo da espécie resistente,
conforme Dobzhansky (1951) a resisténcia a inseticidas caracteriza-se por ser pré-adaptativa
genética e hereditaria. No contexto agricola a resisténcia tem sido identificada como uma das mais
sérias ameacas ao desenvolvimento e manutencdo de praticas do Manejo Integrado de Pragas
(MIP) (Metcalf 1980, Labbe et al. 2005) .

A evolucdo da resisténcia € uma conseqiiéncia do controle inadequado de pragas. Muitas
das praticas de manejo, tais como: controle quimico, resisténcia de plantas a insetos e agentes de
controle bioldgico séo idealizadas e colocadas na pratica com o objetivo de reduzir, a qualquer
custo biolégico, a populacdo de uma praga mediante o aumento da mortalidade ou pela
diminuicdo da fecundidade dos insetos. Deste modo, possiveis diferencas na sobrevivéncia e/ou
fecundidade entre os individuos de uma populagdo, apés a utilizacdo de alguma destas praticas de
manejo, podem resultar na selecdo de insetos resistentes a taticas de controle (Via 1990). Neste
caso, a existéncia de suficiente variabilidade genética na populacdo de insetos com relacdo a
quaisquer caracteristicas fisioldgicas e/ou comportamentais que possibilitem os individuos
sobrepujar as medidas de controle, implica em um processo inevitavel de selecdo de pragas mais
adaptadas e dificeis de serem controladas (Gould 1988).

Dentre as consequéncias drasticas da evolugdo da resisténcia estdo a aplicacdo mais

frequente de pesticidas; aumento na dosagem do produto; uso de misturas indevidas e substituicdo
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por outro produto, geralmente de maior toxicidade (Georghiou & Taylor 1977a). Esses fatores
comprometem os programas de MIP em vista da maior contaminacdo do meio ambiente com
pesticidas, destruicdo de organismos benéficos, e elevacdo nos custos de controle da praga. Sabe-
se também que a descoberta e o desenvolvimento de uma nova molécula quimica estdo se
tornando cada vez mais dificeis e caros (Denholm & Rolland 1992). Sendo assim, 0 manejo da
resisténcia de artropodes a produtos quimicos tem se tornado um importante componente do MIP

e vice-versa (Georghiou & Taylor 1977b, Denholm & Rolland 1992).

Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos de resisténcia sdo diversos e a sua caracterizacdo podera permitir a escolha
de estratégias e taticas de controle mais adequadas para as populacdes de insetos em estudo. A
resisténcia em um determinado organismo pode ser manifestada para dois ou mais compostos
quimicos distintos atraves da resisténcia cruzada ou resisténcia multipla. A resisténcia cruzada
refere-se aos casos em que um Unico mecanismo de resisténcia confere resisténcia a dois ou mais
compostos quimicos (produtos estes geralmente relacionados; por ex., deltametrina e permetrina
que sdo produtos do grupo dos piretréides). J& a resisténcia multipla ocorre quando pelo menos
dois diferentes mecanismos de resisténcia coexistentes conferem resisténcia a dois ou mais
compostos quimicos (produtos estes geralmente ndo relacionados (Georghiou & Taylor 1977b).

Os principais mecanismos de resisténcia aos produtos quimicos sdo: reducdo na penetracdo
do inseticida, aumento na taxa de metabolismo do inseticida pela atividade de esterases,
monooxigenases dependentes do citocromo P450 e glutathiona-S-transferases, ou por uma
alteracdo no sitio de acdo do produto (Dong & Dong 1997, Kostaropoulos et al. 2001, Baffi et al.

2008, Brooke 2008). A resisténcia por comportamento também tem sido identificada para



diversas espécies de artrépodes (Moore et al. 1989, Chareanviriyaphap et al. 1997, Kongmee et
al. 2004, Jallow & Hoy 2005).

Resisténcia ocasionada pela reducdo na penetracdo de inseticidas parece ser fendmeno
comum. Podendo estar relacionado com reservatorio lipidico que retém o insetiticida na cuticula ,
enzimas que degradam o inseticida ou, simplesmente, um tegumento mais grosso ou mais
impermedveis (Plapp 1976). Estudos bioquimicos indicaram que a cuticula de Heliothis virescens
(Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) resistente a DDT continham mais proteinas e lipidios do que
a espécie suscetivel (Vinson & Law, 1971). A resisténcia a piretroide também pode pode ser
atribuida a reducdo da penetracdo do inseticida. Ahmad et al. (2006) encontraram um atraso na
penetracdo cuticular desempenhado um papel importante na resisténcia Helicoverpa armigera
(HUbner) (Lepidoptera: Noctuidae) em populagdes do Paquistdo. O tempo de absorcdo para
deltametrina foi de uma hora na espécie suscetivel e de seis horas na populacao resistente.

Outro mecanismo de resisténcia envolve a excrecdo ou uma possivel metabolizacdo do
inseticida ap6s o contato ou ingestdo. Esta desintoxicacdo metabdlica envolve uma variedade de
enzimas que podem ser induzidas em contato com o inseticida (Sogorb & Vilanova 2002, Srinivas
et al. 2006). A resisténcia metabdlica é freqlientemente consequéncia do excesso de enzimas de
desintoxicacdo, que sdo capazes de metabolizar os inseticidas, sendo por uma alta expressdo dos
genes que codificam as trés principais enzimas envolvidas no metabolismo; a monooxigenase
dependente do citocromo P450, a glutationa transferases (GSTs) e as esterases, (Kostaropoulos et
al. 2001, Baffi et al. 2008).

Em relagdo a resisténcia comportamental, os insetos podem evitar comer plantas toxicas,
ovipositar em folhas com inseticidas além de serem capazes de detectar mudangas no ambiente
através dos Orgdos quimiorreceptores e mecanorreceptores localizados nas antenas e nas pernas

(Gullan & Cranston 2007). Esta resisténcia € definida como comportamental uma vez que o inseto
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desenvolve habilidade de evitar doses de inseticida que seriam letais. Esta forma de resisténcia
seria devido a efeitos irritantes e repelentes dos inseticidas sobre individuos fisiologicamente
suscetiveis, 0s quais alteram seu comportamento para evitar areas tratadas (Yu & Nguyen 1992).
A resisténcia comportamental € determinada por acdes que influenciam a resposta do organismo a
pressdes seletivas exercidas por um determinado inseticida, aumentando a capacidade de uma
populacdo de insetos escaparem dos efeitos letais do inseticida, podendo estar relacionados a
capacidade de aprendizagem do inseto (Hoy et al. 1998). Assim, a populacdo conserva a sua
susceptibilidade intrinseca ao inseticida, porém, muda o seu comportamento de forma a evitar o
contato. Insetos com resisténcia comportamental respondem mais a baixas concentracGes de
inseticidas do que os insetos ndo resistentes, indicando que estes contém receptores que detectam
melhor o inseticida (Yu 2008). Larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), resistentes a carbaril foram capazes de evitar a alimentacdo em folhas tratadas com
este inseticida, gerando baixa mortalidade quando comparada com as larvas suscetiveis (Young &
Mcmillian 1979).

A alteracdo do sitio alvo do inseticida € outro tipo de resisténcia ocasionada por mutaces
em genes que codificam o sitio de acdo do inseticida, impedindo e dificultando assim a ligacdo do
inseticida com sua molécula-alvo. Estas alteracbes podem comprometer parcialmente ou
integralmente a atividade inseticida em questdo. A enzima acetilcolinesterase, o receptor neuronal
do &cido y-aminobutirico (GABA) e 0s canais de sodio dependentes de voltagem, sdo exemplos
de sitio-alvos envolvidos neste tipo de resisténcia (Hemingway et al. 1999, Lee et al. 2001,

Hemingway et al. 2004).



Monitoramento da Resisténcia

Os programas de manejo da resisténcia sao mais efetivos quando implementados de modo
preventivo, ou seja, no inicio da evolugdo da resisténcia. Infelizmente, a maioria das pesquisas
nesta area € iniciada somente apds a constatacéo de falhas no controle de uma praga com o uso de
um determinado produto quimico (Tabashinik 1989).

O manejo da resisténcia pode ser feito por moderacdo, saturacdo e manejo por ataque
maultiplo. O principio basico no manejo por moderacdo esta na reducdo da pressdo de selecdo para
preservar os individuos susceptiveis em uma determinada populacdo, mantendo areas nédo tratadas
para servir de refugio aos individuos susceptiveis e aplicacdo do produto no estadgio mais
vulneravel da praga. O manejo por saturacdo tem por objetivo reduzir o valor adaptativo dos
individuos resistentes através do uso de sinergistas ou de altas dosagens do produto. Os sinergistas
podem bloquear a resisténcia metabdlica; o butoxido de piperonila, por exemplo, blogueiam a
acao de enzimas oxidativas dependentes do citocromo P450. O manejo por ataque multiplo
envolve a utilizacdo de dois ou mais produtos quimicos ndo relacionados em rotacdo ou mistura
(Georghiou & Taylor 1986). Dentre as varias condi¢des para 0 sucesso da mistura estdo: baixa

frequencia de resisténcia, auséncia de resisténcia cruzada (Georghiou & Taylor 1986).

Inseticidas Piretrdides

Este inseticidas sdo derivados sintéticos das piretrinas presentes no extrato de piretro das
especies de crisantemo (Elliott 1977). Eles estdo agrupados em duas categorias (tipo | e tipo II)
com base em seus sintomas de envenenamento, efeitos sobre o sistema nervoso e suas estruturas
quimicas (Du et al. 2009, Gammon et al. 1981, Lawrence & Casida 1982) (Fig 1). Os piretroides

do tipo I ndo possuem grupo a ciano, € provocam descargas repetitivas em resposta a um unico



estimulo, enquanto os piretroides tipo 1l possuem o0 grupo a ciano e causam uma despolarizacao
na membrana acompanhada por uma supressao do potencial de acdo (Dong, 2007).

Os piretrdides sintéticos tém sido empregados no controle de insetos ao longo de
décadas, mas a utilidade dos primeiros piretréides sintéticos como aletrina, resmetrina e
tetrametrina foram limitada pela sua instabilidade a luz do sol. A descoberta, em meados dos anos
1970 de permetrina e deltametrina, novos piretroides com atividade sem precedentes combinado
com fotoestabilidade, tornou-se adequado para usos agricolas, sendo amplamente utilizado. No
entanto, o intensivo uso deste inseticida na agricultura selecionou populacfes de insetos pragas
resistente a piretroides (Elliott 1989). A resisténcia aos piretroides (cipermetrina, B-cipermetrina,
deltametrina, fenvalerato) foi observada em populacdo de P. xylostella do Paquistdo, india, China
e Coréia (Kwon et al. 2004, Kahaliq et al. 2007, Balasubramani et al. 2008, Zhou et al. 2010). No
Brasil esta resisténcia a deltametrina foi relatada por (Castelo Branco & Amaral 2002) e (Oliveira

etal. 2011).

Acao dos piretrdides no Canal de Sédio

Em relacdo ao ax6nio onde acontecem as reagdes, o fluido extracelular que envolve as
células nervosas contem uma elevada concentracdo de ions de sddio e uma concentracdo
relativamente baixa de ions potéssio. Ja dentro das células nervosas existe uma alta concentracao
de ions de potéssio e baixa concentracdo de sodio. Isto porque a membrana da célula nervosa é
bastante permedavel aos ions potassio (Bloomquist 1996, Dong & Dong 1997, Zlotkin 1999). Em
condigdes de repouso, existe uma diferenca de potencial (DDP) elétrico entre o interior e 0
exterior do neuronio (DDP-70 mV,) (Narahashi 1996, Zlotkin 1999). Um estimulo fisico ou
quimico em uma determinada parte do neurénio promove uma alteracdo na configuracéo espacial

nos canais de sodio. Com os canais abertos ocorre uma rapido fluxo desses ions para dentro da
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célula. Essa entrada altera a DDP que passa a ser de cerca de +20 mV, (Catterall 1992,
Bloomquist 1996).

A entrada de ions s0dio na membrana provoca uma entrada seqtiencial desses ions ao longo
da membrana do neurdnio e uma saida seqiencial de ions potassio, pois na DDP de +20mV, 0s
canais de potassio mudam sua configuracdo espacial, facilitando a saida desses ions. A saida de
potassio retorna a DDP para a condi¢do de repouso (-70 mV). Essa alteracdo no potencial elétrico
da membrana, se propaga ao longo do neurénio/axénio, caracterizando o impulso nervoso ou
potencial de acdo. (Catterall 1992, Bloomquist 1996, Zhao et al. 2003, Nicholson 2007, Silver et
al. 2010). Cada canal de sodio é composto de uma subunidade alfa de (~260 kDa), sendo
composta de quatro dominios homologos (I a IV), e cada um contém seis segmentos
transmembrana (SI a S6) (Soderlund & Knipple 2003) (Fig.2). Devido ao seu papel fundamental
na excitabilidade da membrana, os canais de sodio sdo locais de a¢do de uma grande variedade de

neurotoxinas e inseticidas como os piretroides (Dong & Dong 1997, Wang et al. 2003).

Resisténcia knockdown

Um importante mecanismo que confere resisténcia a piretroides é a insensibilidade nervosa,
denominado de resisténcia knockdown (KdR). Este tipo de resisténcia foi relatado pela primeira
vez em Musca domestica (L.) , (Diptera: Muscidae), (Bussyne,1951). O tipo mais grave da
insensibilidade nervosa, denominado de super KdR também foi identificado neste inseto (Sawicki,
1978). Este tipo de resisténcia foi encontrado em diversas pragas agricolas com base em padrdes
de resisténcia cruzada e auséncia de sinergismo de compostos que inibem as atividades das
enzimas esterases e citocromo P450, envolvidos no metabolismo de piretréides (Bloomquist,
1993; Soderlund, 1997; Soderlund & Knipple, 1999). A reducdo da insensibilidade neural a

piretroides foi confirmado através de estudos de eletrofisiologia em H. virescens, Spodoptera
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littoralis, (Boisduval) (Lepidoptera:Noctuidae), Culex quinquefasciatus, (Say) (Diptera:
Culicidae) Anopheles stephensi (Liston) (Diptera: Culicidae), Blattella germanica (L.),
(Blattodea: Blattellide) e P. xylostella (Bloomquist 1988; Bloomquist 1993; Schuler et al. 1998).
Estes resultados sugerem que a insensibilidade neural representa um importante mecanismo de
resisténcia a piretrdides a um grande numero de espécies pragas.

Analise molecular das sequéncias de nucleotideos do canal de sédio em M. domestica e B.
germanica (Miyazaki et al. 1996, Williamson et al. 1996) demonstraram uma ligacdo genética
entre a resisténcia por insensibilidade nervosa e substituicbes de aminoacidos no dominio Il do
canal. A primeira substituicdo de leucina para fenilalanina (L1014F) no dominio do segmento
transmembrana 11S6 foi encontrada em M. domestica. A segunda substituicdo de metionina para
treonina (M918T) foi identificada no dominio 11S4-11S5 em M. domestica, caracterizando o super-
KdR (Williamson et al. 1996). Estas substituicdes foram posteriormente relatadas em uma grande
variedade de espécies de insetos. Além dessas substituicdes, uma série de outras foram
encontradas fora do dominio Il (Soderlund & Knipple 2003)

Estudos com outras espécies de artrépodes apresentaram mutacdo correspondente a L1014F
nos canais de sodio, em pelo menos outras 14 espécies de artrépodes, fazendo esta mutagdo mais
frequentemente associadas a resisténcia knockdown (Soderlund & Knipple 1999). Esta mutacédo
foi identificada em B. germanica, Culex pipiens (L.) (Diptera: Culicidae), Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidade), M.domestica, Myzus persicae (Sulzer)
(Hemiptera: Aphididae) (Dong & Scott 1994, Miyazaki et al. 1996, Martinez-Torres et al. 19983,
Lee et al. 1999, Martinez-Torres et al. 1999). Em M. domestica e B. germanica a mutacdo de
L1014F reduziu a sensibilidade do canal de sdédio a deltametrina por 19 e cinco vezes

respectivamente (Lee et al. 1999).
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Estudos de resisténcia knockdown em populacdes resistente de C. pipiens e Anopheles
gambiae (Giles) (Diptera:Culicidae) identificaram outra variacdo na posicdo 1014, com a
substituicdo de leucina por serina (L1014S) (Martinez-Torres et al. 1999, Ranson et al. 2000a).
No entanto, outras mutacdes estdo relacionados com a resiténcia a piretroides, como as mudancas
dos aminoacidos de valina para metionina na posicdo 410 (V410M), situado no segmento
transmembrana 1S6 e mudanca de leucina para histidina na posi¢do 1014 (L1014H) no dominio
I11 encontrado em diferentes populages resistentes de H. virescens, (Park & Taylor 1997).

Também ja foram relatadas outras mutacbes no canal de sddio relacionados com a
resisténcia a piretroides. Em Pediculus capitis (De Geer) (Anoplura: Pediculidae) a substituices
de treonina para isoleucina (T9291) no dominio Il (Lee et al. 2000), em Boophilus microplus
(Canestrini) (Acari: Ixodidae) as mudancas de fenilalanina para isoleucina (F15381) (He et al.
1999), e em Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) foram identificados as
alteracdes de metionina para valina (M818V) e leucina para isoleucina (L9251) (Morin et al.
2002).

Em P. xylostella esta resisténcia foi relacionado com diminuicéo da sensitividade do sitio de
acdo do sistema nervoso, devido a presenca de mutacdes na subunidade do canal de sodio
(Schuler et al. 1998). As mutacGes foram encontradas no dominio Il do canal de sddio de P.
xylostella resistente a piretroides. A primeira substituicdo de leucina para fenilalanina
(CTT—TTT) chamada de (L1014F) foi encontrada no dominio 11S6. A segunda substitui¢do de
treonina para isolleucina (ACC—ATC) no dominio 11S5, denominada de T9281 (Fig.3) (Kwon et

al. 2004)
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Uso de PCR na deteccédo da Resisténcia

Historicamente, a caracterizagdo dos mecanismos de resisténcia ocorre apenas apds o
compremetimento no controle de insetos. No entanto, a identificacdo das mutagdes que conferem
resisténcia oferece a oportunidade de projetar ferramentas de diagndsticos moleculares capazes de
detectar alelos que conferem resisténcia a insetos, facilitando a deteccdo precoce e
acompanhamento de genes de resisténcia em populacdes sob pressdo de selecdo. A identificacao
da mutacdo L1014F em insetos resistentes levou ao desenvolvimento de varios teste diagndsticos
(Guerrero et al. 1998, Jamroz et al. 1998, Martinez-Torres et al. 1998b, Kwon et al. 2004). Estas
ferramentas sdo importantes na deteccdo de individuos resistentes com precisdo e rapidez
determinando a frequéncia dos alelos de resisténcia em populacdes de campo. Varios métodos
baseados em PCR (reacdo em cadeia da polimerase) sdo aplicaveis a deteccdo da mutacdo de
ponto, que sdo responsaveis pela resisténcia a inseticidas. Estas técnicas foram utilizadas na
deteccdo de mutacdes de ponto associados com a resisténcia em A. gambiae, Bactrocera oleae
(Gmelin) (Diptera: Tephritidae), M. persicae, C. quinquefasciatus, Aphis gossypii (Glover)
(Hemiptera:  Aphididae), H.virescens, Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Diptera:
Calliphoridae) e P. xylostella (Ranson et al. 2000b, Kwon et al. 2004, Cassanelli et al. 2005,
Hawkes et al. 2005, Xu et al. 2006, Cho et al. 2008, Toda et al. 2008, Silva & Azeredo-Espin
2009).

Umas das técnicas moleculares utilizadas na identificacdo dos alelos de resisténcia é a
técnica molecular PASA (amplificacdo do alelo especifico) que possibilita identificar as mutacdes
no canal de sédio e diferenciar os genotipos suscetiveis (SS) e resistentes (RR) e incluindo os
heterozigotos (RS), possibilitando a verificacdo das frequéncias desses individuos na populacéo
de P. xylostella de uma determinada area, sendo assim, uma ferramenta que pode auxiliar no

manejo da resisténcia (Kwon et al. 2004). As populacbes de P. xyllostella do Brasil e de
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Pernambuco sdo resistentes a deltametrina. Entretanto, informacdes sobre mecanismo de
resisténcia desta praga no Brasil sdo escassos. Portanto, trabalho teve como objetivo averiguar a
relacdo da resisténcia a piretréides com o aumento da frequencia da mutacdo leucina para
fenilalanina (CTT—TTT) do dominio Il das regides S6 de populacdes P. xylostella através da

técnica molecular PASA e a resisténcia comportamental a deltametrina.
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Figura 1. Estrutura quimica dos piretroides permetrina (tipo 1) e deltametrina (tipo Il) (Shuler et

al. 1998).
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homologos (I a 1V), e os seis segmentos transmembrana (S1 a S6) (ZItkin 1999).
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Figura 3. Diagrama da estrutura do exon e intron e localizacdes das mutacdes L1014F e T9291 de
P. xylostella (kwon et al. 2004).
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RESUMO - A traca das cruciferas, Plutella xylostella (L.) € uma praga de expressao econdmica
em culturas da familia Brassicaceae em muitas partes do mundo. As recorrentes infestacdes dessa
praga em area de cultivo de Pernambuco e outros estados do Brasil tém levado os agricultores a
pulverizacdes frequentes nas suas culturas com inseticidas. No entanto, falhas no controle de
varios pesticidas como a deltametrina tém ocorrido. A hipotese mais plausivel para essa
resisténcia é a alteracdo do sitio alvo. Portanto, o objetivo deste estudo foi levantar a frequencia
de mutacbes do canal de sodio que conferem resisténcia a piretréides em populacdes de P.
xylostella. PopulacBes foram coletadas no Agreste Pernambucano e no Rio Grande do Sul, entre
janeiro e abril de 2009. As razbes de resisténcia a deltametrina de populacdes de campo P.
xylostella foram comparadas com uma populacédo de laboratério sem exposicao a inseticidas ha 12
anos. A populacdo de Belo Jardim, PE apresentou o maior indice de resisténcia (10-vezes)
qguando comparado a populacdo de laboratério. Foi observado um aumento do genétipo RR para
I6cus L1014F como o aumento da resisténcia. Estes resultados mostraram que a resisténcia,
associada com falhas no controle pela deltametrina, pode ser relacionada ao aumento na

frequencia da mutagdo L1014F do canal de s6dio nestas populaces.

PALAVRAS-CHAVE: Identificacdo alélica, deltametrina, traga-das-cruciferas, monitoramento da

resisténcia, alteracao do sitio alvo
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KNOCKDOWN RESISTANCE (KdR) IN Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:

PLUTELLIDAE) BRAZILIAN POPULATIONS

ABSTRACT - The moth diamondback, Plutella xylostella (L.) is an insect pest of great economic
expression in Brassicaceae crops in many parts of the world. Recurrent infestations of this pest in
growing areas of Pernambuco and other state from Brazil have led farmers to frequently spray
their crops with insecticides. However, control failures by several insecticides such as
deltamethrin have occurred and the most plausible hypothesis for this resistance is the target site
alteration. Therefore, the objective of this study was to survey the frequency of sodium channel
mutations that confer resistance to pyrethroids in Brazilian populations of P. xylostella. The
populations were collected in the Agreste region of Pernambuco and Rio Grande do Sul state
between January and April 2009. Mortality data were submitted to Probit analysis after correction.
The P. xylostella populations showed variable response and significant resistance to deltamethrin.
The deltamethrin resistance ratios of P. xylostella field populations were compared with that of a
laboratory population without exposure to insecticide for twelve years. The population from Belo
Jardim, PE showed the highest resistance ratio (10 - fold) when compared to the laboratory
population. It was observed an increase of the RR genotype for L1014F mutation as the resistance
increased. These results showed that resistance was associated with control failures of
deltamethrin and that it was due to an increase in the frequency of the mutation L1014F sodium

channel in the evaluated populations.

KEY WORDS: Allelic identification, deltamethrin, diamondback moth, resistance monitoring,

target site alteration
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Introducéo

A Plutella xylostella (L.) € a principal praga das cruciferas no mundo. As larvas podem
devastar as plantac6es, reduzindo a producédo e a comercializacdo do produto (Talekar & Shelton
1993). Muitos fatores contribuem para o sucesso de P. xylostella, tais como: ciclo de vida curto;
alta fecundidade, particularmente em climas quentes; migracdo; e comportamento criptico das
larvas. Esta espécie destaca-se como uma das pragas de maior expressdo econdmica no cultivo de
repolho, no Brasil e no mundo (Castelo Branco & Amaral 2002). No final da década de 1980,
apos uso generalizado de inseticidas, esta praga passou a apresentar resisténcia a todas as classes
de inseticidas disponiveis no mercado, incluindo os piretréides (Talekar & Shelton 1993).

As lavouras de bréassicas do Estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil, tém sido alvo de
pulverizacdes intensas de inseticidas pelos produtores que, por ndo disporem de acompanhamento
técnico, conduzem de forma errbnea as recomendacdes dos fabricantes, resultando na selecdo de
populacdes resistentes de traca-das-cruciferas (Santos et al. 2011). As populacGes de P. xylostella
de Pernambuco foram consideradas resistentes a deltametrina, apresentando CLs superiores a
dose de campo recomendada - 7,5mg/L -(Oliveira et al. 2011). Muitas das acdes de manejo de
resisténcia sdo baseadas apenas em previsfes teoricas, sem informacdo do mecanismo de
resisténcia que possa estar envolvido no processo (Andow et al. 1998). Uma fato para essa
resisténcia € a alteracdo do sitio alvo. A identificacdo do mecanismo de resisténcia €, portanto,
uma informacdo de extrema relevancia, para que as taticas de manejo de resisténcia possam ser
eficientes.

A resisténcia a piretréides em P. xylostella foi relacionada com a diminuicdo da
sensitividade do sitio de acdo no sistema nervoso, sendo conhecida como resisténcia knockdown
(Hama et al. 1987; Schuler et al. 1998, Kwon et al. 2004) ocasionada por mutac¢des na subunidade

a do canal de sodio. A substituicdo de leucina para fenilalanina (CTT—TTT), denominada de
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L1014F, foi encontrada no dominio 11S6. (Kwon et al. 2004). Esta mutacdo foi descrita pela
primeira vez em populacdes de P. xylostella resistentes a piretrdides na Coréia. No Brasil, apesar
de ja existirem relatos de resisténcia a piretroides, ainda ndo ha conhecimento suficiente sobre o
mecanismo de resisténcia relacionado a este inseticida. O presente trabalho tem como objetivo
avaliar a resisténcia a piretroides em populacGes de campo e laboratorio através de bioensaios,
correlacionando o grau de resisténcia com a frequéncia da mutacdo L1014F determinada através

da técnica de genotipagem PASA (amplificacdo do alelo especifico).

Material e Métodos

Populacdes de P. xylostella e Manutencdo. Os insetos foram coletados nos municipios de Belo
Jardim, Sairé, Bezerros, Jupi e Capoeiras e Cha Grande, em Pernambuco, e no de Rio Grande, no
Rio Grande do Sul. A populacdo de Cha Grande € mantida no Laboratorio de Interacdo Insetos -
Téxicos da Universidade Federal Rural de Pernambuco na auséncia de pressdo de sele¢do desde
1998. A criacdo de P. xylostella consistiu na metodologia descrita por Barros & Vendramim
(1999).

Ensaios de Suscetibilidade de P. xylostella a deltametrina (Decis 25 CE) (Milenia
Agrociéncias S/A). Foram utilizadas folhas de couve (Brassica oleracea var. acephala) lavadas
em solucdo de hipoclorito de sddio a 5%. Apos a lavagem das folhas, discos de 5¢cm de diametro
foram cortados com o auxilio de tubo cilindrico metélico e tratados por um minuto em oito
concentragdes do inseticida e controles. Tratamento inseticida (+ Triton X-100 como espalhante a
0,01%) e tratamento controle contendo agua destilada com mesma concentracdo de Triton X-100.
Apbs a secagem em temperatura ambiente, os discos foram transferidos para placas de Petri (60 x

15 mm), contendo papéis de filtro (5 cm) umedecidos com agua destilada. Em seguida, dez

29



lagartas de P. xylostella de terceiro instar foram transferidas para cada placa com auxilio de
pincel. As placas de Petri foram mantidas em camaras climaticas com temperatura de 27 + 0,2°C,
U.R. de 65 + 5% e fotoperiodo de 12h. A mortalidade foi avaliada apds 48 horas de exposicao ao
inseticida. Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit utilizando o programa
POLO - PC (LeOra Software 2005). As razdes de toxicidade e seus intervalos de confianca a 95%
foram calculados segundo método descrito por Robertson & Preisler (1992).

Extracdo do DNA Gendmico. O DNA foi extraido de 15 larvas na geracdo (F1), exceto nas
populacdes de Rio Grande (F3) e Cha Grande. As larvas foram maceradas com o auxilio de um
pistilo, até o completo esmagamento; posteriormente foram homogeneizadas com 100ul de
Chellex a 5% e os homogenatos foram incubados a 56° C por 60 min em banho- maria, €
centrifugados a 13.000 g por seis minutos. Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes foram
recuperados com auxilio de micropipeta acondicionados em tubos de 0,5 ml, quantificados por
espectrofotometria e estocados a -80°C.

Deteccdo do Alelo Especifico (PASA). Foi baseado segundo Kwon et al (2004). O par de
primers foi designado para amplificar os amplicons de 132 pb do DNA gendmico, dependendo da
auséncia ou presenca do sitios da mutacdo L1014F. Para deteccao do sitio de mutacdo L1014F, 40
ng de DNA foi adicionado ao mix contendo: 10 pmol de cada primer (3’CMLF-
5’ GAAATGTTGCATCCAAATCGTT), susceptivel (L F- 5’ACCGTCGTCATTGGCAACC) ou
resistente (L F-5’ACCGTCG TCATTGG CAAC T); 12,5 ul do Green Master Mix GoTaq; e 8,5
ul H,0 de agua livre de nuclease da Promega, para um volume final de 25 uL da reacdo. O perfil
de amplificacdo consistiu dos seguintes passos: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min, seguida
de 35 ciclos (94° C por 30 s, 62,3° C para suscetivel e 60° C no alelo resistente, por 30 se 72°C
por 60 s, seguidos por um passo de extenséo final a 72° C por 10 min. Os produtos de PCR foram

analisados em eletroforese em gel de agarose 1,5% e corados com SyBR Safe.
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Analise de Genética de Populacdes. Os dados das frequéncias genotipica do locus L1014F
obtidos pela técnica de genotipagem PASA foram submetidos a analise de regresséo, tendo como
variaveis dependentes a razdo de resisténcia dos individuos de cada populagdo e como variavel
independente as porcentagens de individuos RR e RS da muta¢do L1014F, utilizando o programa
estatistico SAS versdo 8.02 (SAS Institute 2001). Para verificar se as populacdes estdo em

equilibrio Hardy-Weinberg os dados foram submetidas ao programa Genepop V4.

Resultados

Os dados de mortalidade pelo inseticida deltametrina (Decis) obtidos com o0s bioensaios para
as populages de traga-das-cruciferas ajustaram-se ao modelo de Probit (y2 significativo, p > 0,05).
Todas as populacdes analisadas neste estudo foram consideradas resistentes com razdes variando
de 2,4 a 10,2 vezes quando comparadas com a populacdo de Cha Grande (Tabela 1). As populactes
de Belo Jardim, Sairé e Jupi-PE foram as mais resistentes, com CLsy de 620mg/L, 540mg/L, 470
mg/L respectivamente (Tabela 1). A populacdo de Cha Grande, por sua vez, foi a mais suscetivel,
apresentado Clso de 60mg/L (Tabela 1).

Através da técnica molecular PASA (amplificacdo do alelo especifico) foi possivel detectar o
amplicon do gendtipo KdR de 132 pb para L1014F responsaveis pela resisténcia a deltametrina nas
sete populacdes de P. xylostella analisadas (Figs. 1 e 2AB). Belo Jardim e Sairé apresentaram as
maiores frequencias do alelo resisténcia L1014F (86,6% e 73,3%, respectivamente). As populagdes
de Cha Grande, Jupi e Rio Grande tiveram as menores frequencias da mutacao (13,3%, 13,3% e
6,67%) (Fig. 3A). Os individuos homozigotos suscetiveis para L1014F foram localizados apenas
em Jupi e Sairé, ambos com frequencias de 6,67% (Fig. 3). As populacdes de Rio Grande, Cha

Grande e Jupi exibiram as maiores frequencias de heterozigotos para a mutagdo (93,3%, 86,6% e
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80,%), enquanto que Belo Jardim, Sairé e Capoeiras apresentaram as menores frequéncias (13,3%,
20% e 46,7%) (Fig. 3).

O alelo R do locus L1014F apresentou as maiores frequéncias nas populacdes de Belo
Jardim, Sairé e Capoeiras. Para o alelo S, as populacdes de Jupi e Rio Grande apresentaram as
maiores frequéncias (Fig. 4). Os resultados obtidos através das analises de verificacdo do equilibrio
de Hardy-Weinberg indicam que as populacGes de Belo Jardim e Sairé, Capoeiras se encontram em
equilibrio para o l6cus L1014F, com nivel de significancia de p<0,05. Nas populagdes de Jupi, Cha
Grande, Bezerros e Rio Grande, por outro lado, foram detectados desvios do equilibrio (Tabela 2).

Para investigar a correlacdo entre o nivel de resisténcia a piretroides e frequencia do alelo
KdR encontrada nas populacdes de P. xylostella de campo e laboratério (Tabela 1), as razdes de
resisténcia foram plotadas com frequencia de homozigoto (RR) gerando uma linha de regressédo
linear (Fig.5). A crescente presenca da mutacdo L1014F foi correlacionada com o aumento dos

niveis de resisténcia para deltametrina (Fig. 5) (r°=0, 63; P=0,0032).

Discussao

A andlise da correlacdo do bioensaio e da genotipagem através do PASA indicou que a
mutacdo L1014F esta associada a resisténcia a deltametrina em populacdes de P. xylostela de
Pernambuco. As populagdes mais resistentes também apresentaram as maiores frequéncias de
homozigotos RR para a mutacdo L1014F. Esta mutacdo também tem sido relatada em Blatella
germanica (L.), (Blattodea: Blattellide), Culex pipiens (L.) (Diptera: Culicidae), Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidade), Musca domestica (L.) (Diptera: Muscidae), e
Myzus persicae (Sulz.) (Hemiptera: Aphididae) (Dong et al. 1994, Miyazaki et al. 1996, Martinez-

Torres et al. 1998, Martinez-Torres et al. 1999, Soderlund & Knipple 2003.
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As populacbes de Rio Grande e de Jupi possuem uma baixa frequencia de homozigotos
resistentes. No entanto, a Clso destas foi superior a dose de campo recomendada pelo fabricante
(150mg/L e 470 mg/L respectivamente). Estes resultados, indicativos da presenca da resisténcia
nestas populagdes, sugerem gue outros mecanismos de resisténcia devem estar envolvidos nas
falhas de controle, tais como: enzimas metabolicas no processo de resisténcia, além do
mecanismo de insensibilidade do canal de sddio nesta localidade. Apesar de ja ter sido relatada a
existéncia de uma correlacdo significativa entre insensibilidade do sitio alvo e 0 aumento da
desintoxicacdo metabolica (Sonoda 2010), no presente trabalho apenas foi averiguada a relacao da
resisténcia a deltametrina com as mutacgdes no canal de sodio.

O aumento das razdes de resisténcia associado com alta frequencia do genétipo RR para
mutacdo L1014F nas populacBes de P. xylostella de Pernambuco, evidenciam que o genotipo RR
estd mais adaptado na presenca do inseticida do que os demais genotipos. Refletindo assim a
hipdtese de que o gendtipo RR possui uma maior taxa de sobrevivéncia do que outros gendtipos
na presencga do inseticida.

Se as falhas de manejo com este inseticida persistirem nestas localidades, o gendtipo
resistente pode ser fixado na populacdo. Esta situacdo foi observada na Coréia onde o intenso uso
de piretroides nas culturas de cruciferas desde 1982 favoreceu a fixagdo do gendtipo resistente nas
populacdes de P. xylostella de campo e de laboratorio deste pais, (Kwon et al. 2004). Na auséncia
da pressdo seletiva, as frequéncias dos genotipos suscetiveis podem aumentar nas populacdes,
devido ao melhor custo adaptativo desses. Este fato esta relacionado ao custo reduzido do fitness
associado com KdR (Sayyed et al. 2008). Os custos do fitness incluem custo de sobrevivéncia
reduzida, baixo peso de pupas e aumento do tempo de desenvolvimento ou fecundidade reduzida
(Sayyed et al. 2008, Pathan et al. 2010). Estudos comportamentais com Myzus persicae,

mostraram que a reducdo da resposta ao feromonios de alarme estava associada com 0s genotipos
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KdR. Os individuos com genotipo suscetivel apresentaram uma melhor reposta ao feromonio de
alarme, do que os individuos heterozigotos e resistentes (Foster et al. 2003).

Apesar da populacdo de Ch@ Grande apresentar a menor CLso entre as populagdes
estudadas, esta ndo pode ser considerada como padrdo de suscetibilidade a deltametrina, uma vez
que a dose de campo empregada é de 7,5 mg/L. Esta populacdo é mantida em laboratério ha mais
de 12 anos sem pressdo de selecdo de inseticida. Este fato possivelmente indica, que uma vez
introduzido o alelo R na populacao, ele dificilmente vai ser eliminado. Sendo assim, 0 manejo por
ataque multiplo seria 0 mais indicado para diminuir o custo adaptativo nas populagdes de campo.
A populacdo de Cha Grande possivelmente apresentava uma maior frequencia desta mutacdo na
populacdo de campo. No entanto, devido ao custo reduzido do fitness a frequencia do genotipo
resistente pode ter reduzido com o passar do tempo na auséncia de pressao de selecdo. Situacdo
semelhante foi relatada em populacdes naturais de Culex pipiens, onde a frequencia do gendtipo
resistente do I6cus L1014F foi de 77,7% na presenca do inseticida. Sem a pressdo de selecdo a
frequencia reduziu para 41,7% depois de 12 geracdes, posteriormente com a presséo de selegcéo o
genotipo foi fixado depois de 12 geracbes (Chen et al. 2010). O custo do valor adaptativo
associado com os genes de resisténcia também foi relatado em Leptinotarsa decemlineata, Culex
pipiens. Os alelos resistentes a inseticidas possuem efeitos deletério, podendo desaparecer sem
pressdo de selecdo do inseticida com o passar do tempo (Georghiou 1972, Zhu et al. 1996,
Bourguet et al. 2002, Foster et al. 2007).

O aumento das frequencias das mutagcdes sdo consequéncias das falhas no manejo da
resisténcia, onde no Brasil ja existem registro de trés pulverizacdes de inseticidas por semana, € no
Agreste de Pernambuco duas a quatro (Castelo Branco & Amaral 2002, Santos et al. 2011). Além
da falta de conhecimento do periodo de caréncia do produto e uso incorreto da rotacdo ou mistura

de inseticidas. (Castelo Branco & Amaral 2002).
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Estes resultados mostraram que a resisténcia foi associada com falhas no controle de P.
xylostella devido ao uso inadequado de deltametrina e que tal resultado foi devido a um aumento
na frequencia da mutacdo L1014F do canal de sodio nestas populacdes, porém a resisténcia nas
populacdes de Jupi e Rio Grande esta relacionada com outros mecanismos. Portanto, devido a alta
frequéncia do genotipo resistente, os inseticidas piretroides devem ser evitados na regido, uma vez

que esta mutacao confere resisténcia cruzada a todos 0s compostos quimicos deste grupo.
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1

Tabela 1. Suscetibilidade de populagdes de Plutella xylostella ao inseticida deltametrina.

Populagdes N® GL® Inclinacio + EP®  CLso (IC 95%) mg/ L CLge (IC 95%)mg/L? 2@ RR® (1C 95%) ©
Chi Grande, PE 245 6 2,34 +0.25 60 (50 — 80) 610 (390 - 1150) 2,65

Rio Grande, RS 228 5 3,22 £ 0,39 150 (120 — 180) 770 (540 — 1340) 2,06 2,40 (1,92 -2,99)
Bezerros, PE 361 4 2,49 + 0,25 230 (160 — 300) 1940 (1130 -5450) 5,94 3,68 (1,43 -9,48)
Capoeiras, PE 239 6 3,07 +0,34 380 (310 — 460) 2180 (1530 - 3670) 4,77 6,21 (4,63 - 8,34)
Jupi, PE 211 5 3,42 + 0,41 470 (410 — 540) 2240 (1630 —3680) 2,11 7,64 (4,35 - 13,42)
Sairé, PE 215 5 3,68 £ 0,48 540 (450 - 640) 2300 (1640 — 3980) 4,28 8,77 (6,61 - 11,64)
Belo Jardim, PE 226 5 3,88 £ 0,53 620 (530 — 720) 2480 (1870 - 3930) 4,47 10,18 (7,80 - 3,29)

'NGmero total de insetos usados em cada bioensaio.

2Graus de liberdade para teste de qui-quadrado.

3Erro Padréo da Média.

*Teste de qui-quadrado (P > 0,05).

°Razdo de toxicidade; razdo das estimativas da CL50 entre a populacdo resistente e suscetivel, calculada através do método de

Robertson & Preisler (1992) e intervalo de confianca a 95% das estimativas da CL50.
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Tabela 2. Frequéncia alélica do loco L1014F da subunidade a do canal de sddio de Plutella xylostella.

Frequéncia observada Frequéncia esperada. 12

Populacdes RR RS SS RR RS SS

Belo Jardim-PE 13 2 0 13,1 1,9 0,1 0,08
Sairé-PE 11 3 1 10,4 4,2 0,4 1,18
Jupi-PE 2 12 1 43 7,5 33 5,53!
Capoeiras-PE 8 7 0 8,8 5,4 0,8 1,39
Bezerros-PE 5 10 0 6,7 6,7 1,7 3,75
Rio Grande-RS 1 14 0 4,3 7,5 3,3 11,48
Ch& Grande-PE 2 13 0 4,8 7,4 2,8 8,77

'Qui-quadrado (P<0,05)
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SS SR RR

200 pb
132 pb

100pb

Sp Rp Sp Rp Sp Rp

Figura 1. Gel representativo do padrdo de bandas do PASA para deteccdo da mutacdo L1014F.
Caracterizando o padrdo de amplicons de 132 pb para L1014F. SS, DNA do homozigoto
suscetivel; SR DNA do heterozigoto; RR, DNA do homozigoto resistente. Sp, primer especifico

para o alelo suscetivel. Rp, primer especifico para o alelo resistente; M, DNA ladder 100 pb.
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A (Sp)

132 pb

B (Rp)

132 pb

Figura 2. Gel representativo da caracterizacdo do padrdo de bandas do PASA para deteccdo da
mutacdo L1014F. Caracterizando o padrdo de amplicons de 132 pb para L1014F de Plutella
xylostella de Jupi-PE. Amplificacbes com os primers suscetivel Sp (A) e resistente Rp (B).
Marcador de peso molecular: linha M (100 pb DNA ladder),. Linhas 1, 3, 4, 6, 7,9-15,

heterozigotos (A, B); linha 2 e 8 resistente (A,B); linha 5 suscetivel (A,B).

42



BN RR
 m—
B RS
100 4

80 1

40 1

Genotipos L1OTEF (%)

20 4

0 -

Figura 3. Frequencia dos genotipos KdR na presenca ou auséncia da mutacdo nas populagdes de

Plutella xylostella de Pernambuco e Rio Grande - RS, Brasil.
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Figura 4. Frequéncia dos alelos S e R l6cus L1014F encontradas nas populacbes de Plutella

xylostella de Pernambuco e Rio Grande-RS, Brasil.
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Figura 5. Correlag&o entre o nivel de resisténcia a deltametrina e as frequéncia do alelo KdR para
mutacdo L1014F. A razdo de resisténcia foram plotadas com as frequéncias dos homozigotos

resistentes.
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CAPITULO 3
RESISTENCIA COMPORTAMENTAL A DELTARMETRINA EM POPULACOES DE
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RESUMO - Plutella xylostella (L.) é considerada a praga que causa maiores perdas econémicas
em cultivos de brassicas no mundo. O controle desta praga é realizado principalmente com
inseticidas quimicos. O uso indiscriminado destas moléculas acarreta uma grande pressdo de
selecdo provocando o aparecimento de populacfes resistentes. Na resisténcia comportamental o
inseto desenvolve habilidade de evitar doses de inseticida que seriam letais. O comportamento dos
insetos em resposta ao contato com xenobidticos quimicos € um dos grandes problemas no
manejo da resisténcia. Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar se as
populacdes resistentes da praga possuem a capacidade de evitar a exposicdo a deltametrina.
Larvas provenientes das populacdes resistentes foram expostas a residuos secos de deltametrina
(nas concentracdes de campo (CC) de 7,5 mg/L e Clg) e tiveram o comportamento de
caminhamento analisado através do sistema viewpoints. A aplicacdo de diferentes concentracfes
de deltametrina (CC e Clgg) provocaram modificacbes no comportamento de P. xylostella na
distancia total de caminhamento, tempo de caminhamento, tempo de repouso, velocidade média
de caminhamento e nimero de paradas foram os parametros utilizados. As larvas de terceiro instar
das populagdes de Belo Jardim e Bezerros percorreram uma maior distancia, permaneceram mais
tempo em repouso e realizaram um maior nimero de paradas em arenas ndo tratadas com
deltametrina do que em arenas contendo deltametrina (CC ou CLgg). Portanto estas populactes
possuem maior capacidade de detectar o inseticida, demonstrando que a resisténcia

comportamental nestas localidades pode dificultar o controle desta praga.

PALAVRAS CHAVE: Comportamento de insetos, inseticidas, pressdo de selecdo
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BEHAVIORAL RESISTANCE TO DELTAMETHRIN of Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) POPULATIONS IN AGRESTE REGION OF
PERNAMBUCO STATE
ABSTRACT - The Plutella xylostella (L.) is considered the pest that causes major economic
losses in Brassica crops worldwide. Its control is primarily accomplished by using chemical
insecticides. However, the indiscriminate use of these molecules causes a large selection pressure
leading to evolution of resistant populations. The development of abilities by insects to avoid
exposure to lethal insecticide doses is understood as behavioral resistance. This characteristic in
insects, upon exposure to chemicals, is one of the major problems in resistance management.
Therefore, this study aims to examine whether resistant P. xylostella populations have the ability
to avoid exposure to deltamethrin. P. xylostella larvae from resistant and susceptible populations
were exposed to deltamethrin at field rate concentration (7,5 mg/L) and at their CLggs previously
determined, and their walking behavior evaluated by the Viewpoint® system tracking. Exposure
to both deltamethrin field rate and CLgy caused alterations in the behavior of P. xylostella,
regarding the walking total distance, walking spent time, resting time, walking average speed, and
stop number. Third-instar larvae from Belo Jardim and Bezerros populations traveled a greater
distance, rested for a long time and stopped more times at the untreated arenas than at
deltamethrin-treated (at field rate or CLgo) arenas. Both populations were able to avoid insecticide
doses, escaping from the treated arenas, which suggest that behavioral resistance in these

locations may difficult the management of resistant populations.

KEY WORDS: Insect behavior, insecticides, selection pressure

48



Introducéo

A traca-das-cruciferas Plutella xylostella, (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) é considerada a
praga que causa maiores perdas econdmicas em cultivos de brassicas no mundo (Voice &
Chapman 2000). Ciclo curto e alto potencial reprodutivo sdo caracteristicas que possibilitam um
grande namero anual de geracdes (Ulmer et al.2002). No Brasil, sua ocorréncia é constatada
praticamente durante todo o ano nas regides produtoras (Melo et al. 1994, Barros & Vendramim
1999, Castelo Branco & Amaral 2002). Esta praga tem desenvolvido resisténcia a muitas classes
de inseticidas, ocasionado pelo uso indiscriminado proporcionando a selecdo de populacbes
resistentes e consequentemente, dificultando ainda mais o manejo (Medeiros et al. 2005). O
controle desta praga é realizado principalmente com inseticidas quimicos, no entanto, o uso
indiscriminado destas moléculas ocasiona uma grande pressdo de selecdo provocando o
aparecimento de populagfes resistentes (Talekar & Shelton 1993). Voice & Chapman (2000)
relatam que P. xylostella apresenta resisténcia a cinglienta e um compostos sintéticos.

A resisténcia a inseticida pode ser causada por baixa penetracdo de inseticidas, aumento de
enzimas metabdlicas e da diminuicdo do sitio alvo ou modificagcbes comportamentais no
aprendizado que reduz a exposicdo ao inseticida (Georghiou 1972). Na resisténcia
comportamental o inseto desenvolve habilidade de evitar doses de inseticida que seriam letais.
Esta forma de resisténcia é causada por efeitos irritantes e repelentes dos inseticidas sobre
individuos fisiologicamente suscetiveis, 0s quais alteram seu comportamento para evitar areas
tratadas (Hoy et al. 1998). Segundo Georghiou & Taylor (1977), o comportamento de uma praga
na superficie tratada com inseticida € um fator biologico que pode influenciar a selecdo para
resisténcia. O comportamento dos insetos a repelentes quimicos € um dos grandes problemas no
manejo da resisténcia, pois a atividade toxica de um inseticida pode ser limitada se o inseto evitar

contato com o produto (Cochran 1995).
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Fisiologicamente, os inseticidas piretrdides interagem com o canal de sodio, modificam as
funcGes normais devido a sua acdo nesse canal, resultando em descargas repetitivas que
rapidamente geram esgotamento nervoso, ocasionando paralisia e morte (Narahashi 1996). Este
inseticida pode alterar o comportamento do inseto através da repeléncia e irritacdo (Hodges &
Meik 1986). O estudo do mecanismo de resisténcia aos inseticidas quimicos desempenha um
papel fundamental no manejo integrado de pragas. Estudos detectaram falhas de controle em
larvas de P. xylostella da Regido Agreste de Pernambuco devido a resisténcia a deltametrina
(Oliveira et al. 2011). Portanto o presente trabalho teve como objetivo analisar se as populagdes
resistentes a deltametrina possuem capacidade de evitar o contato a exposi¢cdo as moléculas desse

inseticida.

Material e Métodos

Populacdes de P. xylostella e Manutencdo. Os insetos foram coletados nos municipios de Belo
Jardim, Sairé, Bezerros, Jupi e Capoeiras € Cha Grande em Pernambuco. A criacdo de P.
xylostella consistiu na metodologia descrita por (Barros & Vendramim 1999).

Bioensaios de Resisténcia Comportamental. As larvas de P. xylostella foram realizados com
larvas de terceiro instar em metade da placa tratada com residuo seco do inseticida deltametrina
nas concentracdes da dose de campo (7,5 mg/L) e nas Clgg de cada populacdo obtidas através de
bioensaio de suscetibilidade. Para confecgdes das arenas foram utilizadas placas de Petri (9 cm de
didmetro). Metades dos discos de papel de filtro foram tratadas com uma solucdo de 0,5 ml de
deltametrina e outra com 0,5 ml &gua destilada. Ap6s a completa secagem os papéis foram
colados com cola branca (base de resina sintética e agua) (Goller, China) no fundo da placa de

Petri. Para evitar o escape das larvas as paredes internas das placas de Petri foram untadas com
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gel hidrossoluvel (Gel KY, Johnson & Johnson ®). Este sistema foi levado ao sistema
Viewpoint® tracking. A placa de Petri foi deixada sob a cAmera de video, onde o experimento foi
gravado por 5 minutos e repetido. Antes de iniciar a gravacgdo, a larva foi colocada no centro da
placa de Petri, entre as areas tratadas e ndo tratadas e apds um minuto iniciava-se o ensaio. O
delineamento foi inteiramente casualizado com 10 repeticdes para cada populacdo, onde cada
repeticdo constituiu-se de um uUnico inseto e a cada repeticdo, as placas de Petri foram
substituidas. Nestes ensaios 0s parametros comportamentais analisados foram: Distancia do tempo
de caminhamento (DTC), Tempo de caminhamento (TC), Tempo de Repouso (TR), Velocidade
Média (VM) e Numero de Paradas (NP).

Analise Estatistica. Os parametros comportamentais analisados foram submetidos ao teste de
Scott & Knott 1974 (P> 0,05) (ASSISTAT 2010). Adicionalmente, o teste qui-quadrado para

comparacdo dos parametros entre a area tratada e nao tratada em cada populacéo foi realizado.

Resultados

A dose de campo de 7,5 mg/L do inseticida deltametrina, foi capaz de provocar
modificagdes comportamentais nas populacdes de P. xylostella. Houve diferencas entre as
populagbes quanto a DTC (Fs s4 = 2,815: P< 0,05). A populacdo de Sairé apresentou
significativamente uma maior DTC, pelo teste de Scott Knott, comparativamente &s demais
populaces, variando este parametro de 70,9 + 8,49 a 42,8 + 3,28. Porém, apesar das populacGes
de Belo Jardim e Bezerros apresentarem menores DTC, estas foram capazes de distinguir entre as
areas tratadas com a dose de campo e a area néo tratada, evitando as areas tratadas e percorrendo
uma maior distdncia nas areas ndo tratadas (x2= 6,569; P= 0,01; x2=7,814; P= 0,005,

respectivamente) (Figs. 1A, ).
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Quanto ao TC, foi também detectada diferencas entre populagdes (Fs, 54 = 6,970: P< 0,01).
Sairé foi a populacdo que apresentou um valor significativamente maior para este parametro,
variando este de 196,8 £ 13,50 a 112,7 £ 12,19 entre as populacdes testadas. Entre, as populacbes
analisadas, as de Belo Jardim e Bezerros permaneceram por mais tempo sobre area ndo tratada
(x°= 21,389, P< 0,0001; x*= 18,893, P< 0,0001, respectivamente) (Figs.1A, I1).

Da mesma forma houve diferencas observadas entre populaces quanto a0 TR (Fsss =
5,735: P< 0,01). Sairé foi a populacdo que apresentou significativamente um menor TR. Este
parametro variou de 184,8 + 13,70 a 103,1 + 13,63 entre as populacbes. Em relacdo a este
parametro, além das populacdes de Belo Jardim Bezerros e populacdo de Jupi permaneceu por
mais tempo em repouso nas areas nao tratadas (y°= 35,873, P< 0,0001; ¥*= 12,098, P= 0,0005;
v’= 16,844, P< 0,0001, respectivamente) as demais populacdes ndo apresentaram diferenca (P>
0,05) (Figs. 1A, 1l1).

As populagdes diferiram quanto a VM (Fss4= 2,413: P< 0,05). As populacdes de Sairé, Jupi
e Cha Grande foram as que apresentaram maiores valores de VM, do que as demais populacdes,
variando este parametro de 0,3 = 0,03 a 0,2 = 0,03. Contudo, os valores de VM néo diferiram
entre areas tratadas ou ndo tratadas para todas as populagdes (P> 0,05) (Figs.1A, IV).

O NP de cada populacdo também foi diferente entre as populagdes testadas (Fss4= 2,834:
P< 0,05). As populacGes de Belo Jardim, Bezerros e Jupi foram as que apresentaram um nimero
significativamente maior de paradas, estas também diferiram na quantidade de paradas, realizando
um maior nimero de paradas nas areas ndo tratadas (y= 167,941, P< 0,0001; x> = 79,844, P<
0,0001; > = 37,439, P< 0,0001, respectivamente). A populacdo de Sairé realizou um menor
numero de paradas comparadas com as demais, no entanto, este comportamento foi realizado mais

na area tratada (x*= 4,788, P= 0,028) (Fig. 1A,V).
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Ja para a CLgg de cada populacdo também ocasionaram modificagdes no comportamento de
P. xylostella. Houve diferencas no DTC (Fssq = 3,2102: P< 0,05). A populacdo de Jupi
apresentou uma DTC significativamente maior pelo teste de Scott Knott quando comparada com
as demais populacgdes, variando este parametro de 102,1 + 17,35 a 49,9 + 6,39. No entanto apenas
as populacoes de Belo Jardim e Bezerros foram capazes de distinguir entre as areas tratadas e area
ndo tratada, percorrendo uma maior distancia nas areas ndo tratadas (XZZ 4,4929, P= 0,0340; y=
16,1420, P<0,0001, respectivamente) (Figs. 1B, I).

O TC entre as populactes foi diferente (Fss4 = 4,2153: P< 0,01). As populagdes de Jupi e
Sairé apresentaram um maior TC, variando este de 225,9 + 23,63 a 143,5 = 11,55 entre as
populacdes analisadas. Nas populacdes de Belo Jardim e Bezerros foram observadas um maior
TC sobre as éreas ndo tratadas (x’= 12,9667, P=  0,0003; x’= 40,9021, P<0,0001,
respectivamente), as demais populacdes ndo apresentaram diferenca (P> 0,05) (Fig2B,Il). As
populacdes ndo diferiram, quando comparadas atraves do parametro TR (Fss4 = 1,5370: P> 0,05),
variando este de 156,6 + 11,23 a 110,5 + 8,13. No entanto, as popula¢des de Belo Jardim, Sairé e
Bezerros permaneceram mais tempo em repouso nas areas ndo tratadas. (Figs. 1B, I11).

As populacBes diferiram quanto a VM (Fsss= 2,413: P< 0,05). As populacbes de P.
xylostella de Jupi, Belo Jardim, e Chd Grande apresentaram maiores valores de VM, variando de
0,4 £ 0,03 a 0,2 £ 0,03. Enquanto, Sairé e Capoeiras apresentaram 0s menores valores. Contudo,
os valores de VM ndo diferiram entre areas tratadas ou ndo tratadas para todas as populagdes (P>
0,05) (Figs. 1B, IV).

As populacdes também diferiram quanto ao nimero de paradas (Fss4= 2,834: P< 0,05). As
populacdes de Belo Jardim, Bezerros, Sairé e Jupi foram as que apresentaram um maior nimero
de paradas, variando este parametro de 889,3+67,04 a 739,5 * 64,27. Estas também diferiram na

quantidade de paradas, realizando um maior numero de paradas nas 4areas ndo tratadas (x’=
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78,3701, P< 0,0001; x> = 179,4446, P< 0,0001; * = 20,5084, P< 0,0001; > = 2,3567, P= 0,1247,

respectivamente). (Figs. 1B, V).

Discusséo

As caracteristicas comportamentais de caminhamento variaram entre as populacfes de P.
xylostella tanto nas areas tratada e ndo tratadas com a dose de campo e nas ClLgg. As larvas de
terceiro instar das populacbes de Belo Jardim e Bezerros percorreram uma maior distancia e
caminharam por mais tempo nas areas ndo tratadas, nas duas concentrac@es usadas neste trabalho.
Estas mesmas populagdes permaneceram por mais tempo em repouso nas areas nao tratadas em
relacdo a dose de campo e na Clgg. Na populacdo de Sairé, este comportamento foi observado
apenas na Clgg € na populacdo de Jupi apenas na dose campo. A atividade locomotora é o primeiro
sintoma observado em insetos tratados com piretroides, desempenhando um papel importante na
exposicdo ao inseticida podendo ocasionar modificacdes no comportamento, onde o inseticida
causa irritagdo nos individuos (Gammon 1978, Alzogaray et al. 1997).

Este fato sugere que tanto em concentracbes baixas ou em altas doses do inseticida
deltametrina, as populacdes de Belo Jardim e Bezerros sdo capazes de detectar a presenca do
inseticida mais facilmente do que as outras populagdes. A populacdo de Sairé apenas apresenta
esta caracteristica nas doses mais altas demonstrando ter menor capacidade sensitiva para detectar
o inseticida. A capacidade de detectar os xenobioticos através das sensilas é primordial para o
comportamento de escape. Cordeiro et al. ( 2010) mostraram que a percep¢do de inseticidas
através das sensilas foi reduzida na espécie Ceraeochrysa cubana (Hagen) (Neuroptera:
Chrysopidae) devido ao seu habito de transportar grande quantidades de comida no seu corpo.
Esta reducdo da sensibilidade tornou-a mais sensivel a inseticidas (Cordeiro et al. 2010). Quanto

menos sensiveis as sensilas, menor sera a percepcdao de inseticidas. Portanto, os insetos que
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passam menos tempo na area tratada, apresentam maior resisténcia comportamental. Este
comportamento nao foi observado nas populacdes de Cha Grande e Capoeiras.

Portanto Existem diferencas entre populacdes na habilidade de detectar doses de
inseticidas e escapar da intoxicacdo. Isto ocorre devido a efeitos repelentes dos inseticidas sobre
insetos, 0s quais alteram seu comportamento para evitar areas tratadas (Yu & Nguyen 1992). Esta
capacidade apresentada por estas populacdes, permitindo-lhes escaparem dos efeitos letais do
inseticida, pode estar relacionada a capacidade de aprendizagem do inseto. Este comportamento é
resultante das pressdes seletivas exercidas pela deltametrina, que possibilita a sobrevivéncia de
uma populacéo de insetos, sendo determinada por a¢des que influenciam a resposta do organismo
a pressoes seletivas exercidas por um determinado inseticida, aumentando a capacidade de uma
populacdo de insetos escaparem dos efeitos letais do inseticida (Hoy et al. 1998).

As populacbes de Belo Jardim e Bezerros apresentaram comportamento de fuga da area
tratada com deltametrina. A repeléncia a piretréides € frequentemente associada a piretroides
devido aos seus efeitos no sistema nervoso do inseto (Bloomquist 1996). Em estudos realizados
por Wang et al. (2004) as baratas evitaram se alimentar de iscas que continham inseticida
piretréides. Watson et al (1997) também observaram que Anthrenus verbasci (L.) (Coleoptera:
Dermestidae) procuraram fugir da éarea tratada para evitar o contato com o inseticida. Watson &
Barson (1996) observaram que populacdes de Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera:
Silvanidae) evitaram areas com inseticidas repelentes. As modificacdes no comportamento podem
ser estimulos-dependentes, em que o inseticida pode causar irritagdo nos individuos e como isso,
ocorre fuga da area tratada (Georghiou 1972). Prasifka et al (2010) colocaram ovos de Ostrinia
nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Crambidae) em milho transgénico contento toxina CrylAB do
Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae), apds as eclosdo um maior percentual

das larvas resistente migraram para milho nao transgénico, quando comparado com os individuos
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suscetiveis. Situacdo semelhante aconteceu no presente trabalho onde populacdes resistentes de
Belo Jardim e Bezerros, fugiram das areas tratadas em todos os parametros comportamentais
analisados no presente trabalho.

Quanto a Velocidade Média das populacdes de P. xylostella, tanto na metade da arena
tratada e ndo tratada, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre este pardmetro com a
resisténcia comportamental no presente trabalho. No entanto, alguns trabalhos como o de Beckel
et al (2004) por exemplo, demonstram que individuos de Rhyzopertha Dominica (Fabricius)
(Coleoptera: Bostrichidae) resistentes a deltametrina reduziram a velocidade sobre a superficie
tratada com esse inseticida para evitar ou diminuir o contato. Entretanto alguns inseticidas podem
estimular o comportamento de locomogéo (Haynes 1998).

As populacdes de Belo Jardim, Bezerros, Sairé e Jupi realizaram menores quantidades de
paradas na area com inseticida, ocasionando assim, menos contato com este quimico. Este
comportamento pode estar relacionado ao processo de repeléncia e irritabilidade dos inseticidas
piretroides no sistema nervoso periférico dos insetos (Alzogaray et al. 1997). Sendo assim, a
repeléncia e irritacdo quimica ocasionam o comportamento de fuga da area onde o inseto esta
exposto ao inseticida, aumentando capacidade sobrevivéncia (Desneux et al. 2007). Este
comportamento foi detectado principalmente nas populacdes de Belo Jardim, Bezerros em todos
0s parametros comportamentais analisados. Portanto, a resisténcia comportamental diminui a acao
do inseticida e como consequéncia dificulta a diminuicdo populacional da praga abaixo do nivel
de dano econdmico nestas localidades no Estado de Pernambuco. Deste modo, é de extrema
relevancia determinar os mecanismos de resisténcia, para que as tacticas de controle possam ser
mais efetivas, de modo evitar custos desnecessarios com inseticida, contaminacdo do meio

ambiente e aumento dos residuos de deltametrina nas brassicas.
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Figura 1. (A) dose de campo (B) CL g9. Média e erro padrdo da distancia total de caminhamento (DTC), do tempo de caminhamento
(TC), do Tempo de repouso (TR), da Velocidade Média de caminhamento (VM) e do NUumero de Paradas de Plutella xylostella em
diferentes doses: (A) - Barras brancas = agua, Barras cinzas = dose de campo e (B) barras pretas = CLgg. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre as populacBes (Scott Knott) e asteriscos indicam diferencas entre a area tratada e ndo tratada para a

populacéo.
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