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RESUMO

Inseticidas e inimigos naturais sdo empregados nos agroecossistemas dividindo o mesmo
objetivo de reduzir populacdes de pragas. No entanto, raros sdo os exemplos da acdo simultanea
com resultados aditivos ou sinergistas de controle. A resisténcia em joaninhas ao lambda-
cialotrina, produto utilizado para o controle de pragas ndo alvo das joaninhas, pode resultar em
uso simultaneo do controle bioldgico e quimico. Assim, neste estudo foi investigada a
suscetibilidade de 28 populacdes brasileiras de oito espécies de joaninhas e duas populagdes de
joaninhas norte americanas ao inseticida lambda-cialotrina, bem como a caracterizagdo dos
mecanismos e heranca da resisténcia em espécies com alto grau de tolerancia. Entre as populagdes
e espécies estudadas foram determinadas razdes de resisténcia variando de 11- a 38-vezes em
quatro populacdes de Eriopis connexa Germar e de 220-vezes para a populacdo americana de
Hippodamia convergens Guérin-Meneville, sendo assim consideradas como selecionadas em
campo para resisténcia ao lambda-cialotrina. Além disso, baseado na DLsy de sete espécies
estudadas com ocorréncia natural em algodoeiro, 22 e 96% das populacdes foram mais tolerantes
a maior dose recomendada do lambda-cialotrina para uso na cultura do algodao e a DLs, estimada
para Anthonomus grandis Boh., respectivamente. A populacdo estudada de E. connexa possui



heranca da resisténcia autossomal e incompletamente dominante, enquanto que a resisténcia
knockdown em H. convergens é ligado ao sexo e incompletamente recessiva. Os testes indicaram
heranca poligénica para E. connexa. Para E. connexa e H. convergens, a dominancia efetiva
variou em funcdo da dose utilizada. O butéxido de piperonila (PBO) inibiu completamente o
metabolismo do lambda-cialotrina em E. connexa, tornando a populacdo resistente similar a
populacdo suscetivel, enquanto que em H. convergens, o metabolismo foi apenas parcialmente
inibido por este sinergista.Vale ressaltar que foi observada alta atividade de esterases na
populacdo resistente de E. connexa. Estes resultados compdem o primeiro relato de resisténcia de
joaninhas a inseticida no Brasil e a primeira caracterizacdo da heranca e metabolismo quanto a

resisténcia de joaninhas no mundo.

PALAVRAS-CHAVE: Coccinellidae, piretrdide, suscetibilidade, heranca da resisténcia,

metabolismo.



CHARACTERIZATION OF RESISTANCE TO LAMBDA-CYHALOTHRIN IN PREDATORY
LADYBEETLES
by
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(Under the Direction of Professor Jorge Braz Torres)
ABSTRACT

Insecticides and natural enemies are used or preserved sharing the same objective of
reducing pest populations in the crop ecosystems. However, the examples of simultaneous action
with additive or synergistic outcomes are rare. The resistance in lady beetles to the insecticide
lambda-cyhalothrin, which is widely used against pests nontarget of the lady beetles, can result in
simultaneous use of chemical and at least partial biological control. In this study was investigated
the susceptibility of 28 Brazilian and 2 North American lady beetle populations to the lambda-
cyhalothrin. Furthermore, studies were conducted to characterize the mechanisms and the
inheritance of resistance for those species exhibiting high levels of tolerance to lambda-
cyhalothrin. Among the studied populations resistance ratios were determined varying from 115-
to 38-fold in four populations of Eriopis connexa Germar and 220-fold in one North American
population of Hippodamia convergens Guérin-Méneville; therefore, there is strong evidence for
selection of resistance to lambda-cyhalothrin in the field. Further, 22 and 96% of the Brazilian
populations exhibited LDsg value that exceed the recommended lambda-cyhalothrin dose to spray
cotton fields and the LDs, calculated for boll weevil (Anthonomus grandis Boh.). The lady beetle
E. connexa exhibited autosomal and incompletely dominant inheritance of resistance to lambda-



cyhalothrin; while the knockdown effect for H. convergens was sex linked and incompletely
recessive. The tests indicated polygenically inherited resistance for both species with effective
dominance varying as function of the dose applied. Resistance in E. connexa was completely
inhibited with piperonyl butoxide (PBO), while the resistance in H. convergens was only partially
inhibited with this synergist. High level of esterase activity was found in the resistant population
of E. connexa. These results show the first record of resistance for lady beetles in Brazil and the
first characterization of inheritance of resistance and metabolism related to insecticide resistance

in lady beetles in the world.

KEY WORDS: Coccinellidae, pyrethroids, susceptibility, inheritance of resistance,

metabolism.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
O controle de artropodes-pragas foi moderadamente satisfatério com a utilizacdo de
inseticidas/acaricidas de primeira geracdo, compostos inorganicos, contendo arsénio e fluoreto, ou
produtos botanicos tais como nicotina, rotenona e piretrinas (Casida 1980). Os compostos
inorganicos foram substancias utilizadas em grande quantidade, enquanto que o0s produtos
botdnicos ndo estavam amplamente disponiveis, por eram muito caros e com baixa
fotoestabilidade (Casida & Quistad 1998). Com a descoberta e utilizacdo dos produtos da segunda
geracdo, 0s primeiros compostos organicos sintéticos, principalmente os hidrocarbonetos clorados
(DDT, aldrin e dieldrin) e organofosforados, o controle de pragas foi considerado praticamente
alcancado (Casida 1980), uma vez que tais produtos apresentavam efeito letal a qualquer
organismo e em quantidades relativamente baixas comparadas aos inseticidas inorgéanicos (Casida
& Quistad 1998). E, assim, todos os problemas referentes ao controle de pragas pareciam ter sido
resolvidos ou solucionaveis (Casida & Quistad 1998).
Apesar dos beneficios obtidos com a utilizacdo dos primeiros compostos organicos
sintéticos, o amplo espectro de acdo e a persisténcia destes produtos acarretaram diversos
problemas toxicoldgicos e ambientais (Newsom 1967). Dentre eles, ressurgéncia de pragas, surtos

de pragas secundarias, resisténcia' e impacto na populacio de inimigos naturais (Bartlett 1964,

A resisténcia é uma caracteristica pré-adaptativa, genética e hereditaria (Dobzhansky 1951), definida como a
habilidade herdada de um organismo em tolerar ou evitar doses de um toxico que seriam letais para a maioria dos
individuos da mesma espécie (WHO 1957, WHO 1960).



Georghiou 1972, Croft 1990), com este ultimo aspecto geralmente influenciando os demais (Croft
1990).

Inimigos naturais podem influenciar a ocorréncia de ressurgéncia de pragas se o rapido
aumento da populacdo da praga-alvo é observado apos a aplicacdo de um agrotoxico (inseticida,
acaricida, fungicida e herbicida), em resposta a eliminacao de grande parte da populacdo dos seus
agentes de controle (Bartlett 1964). Por outro lado, o surto de pragas secundarias é registrado se 0
aumento populacional é referente a uma praga ndo-alvo do produto utilizado (van den Bosch et al.
1982). Adicionalmente, casos de resisténcia em artrépodes-alvos podem ser resultantes da
auséncia de controle exercido por inimigos naturais sobre individuos sobreviventes da praga-alvo
(i.e., resistentes) apos a exposicao ao produto (Johnson & Tabashnik 1999).

Como forma de minimizar os problemas oriundos do controle quimico e maximizar a acéo
de inimigos naturais (controle biolégico?), surgiu o manejo integrado de pragas (MIP) (Croft
1990). O principio fundamental do MIP é a utilizacdo harmoniosa e integrada de diferentes
métodos de controle de pragas (Stern et al. 1959). Dentre os métodos usualmente utilizados tém-
se 0 controle genético, legislativo, fisico e mecanico-cultural, resisténcia de plantas,
comportamental, biolégico e o controle quimico, com este Ultimo apresentando posicdo de
destaque. Uma das téticas de utilizagdo do controle quimico é o uso dos produtos de maneira a
minimizar o impacto sobre os agentes de controle bioldgico. Assim, recomenda-se 0 uso somente
quando a populacdo da praga-alvo atinge o nivel de controle (i.e., densidade populacional da
praga que requer medidas curativas de controle), de forma a conservar a populagdo de inimigos

naturais nos agroecossistemas (Stern et al. 1959). A tomada de decisdo para a utilizacdo do

Acdo de predadores, parasitdides e patogenos, reduzindo a populacdo de um organismo a niveis inferiores aos que
seriam observados sem a sua presenga (DeBach 1968).
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controle quimico, também, busca minimizar os efeitos negativos dos produtos quimicos sobre os
agentes de controle biologico através da seletividade que pode ser mediante a seletividade
fisioldgica (produto mais toxico para a praga-alvo do que para o agente de controle bioldgico) ou
através da seletividade ecoldgica (minimizar o contato entre o inseticida com o agente de controle

bioldgico).

Controle quimico de pragas agricolas

O uso de inseticidas constitui uma tatica chave no manejo integrado de pragas, com a
produtividade da cultura dependendo da sua eficiéncia (Jeyanthi & Kombairaju 2005). Com a
descoberta dos primeiros produtos organicos sintéticos hidrocarbonetos clorados (Moduladores de
canais de sodio e antagonistas de canais de cloro mediados pelo GABA), organofosforados,
carbamatos (ambos inibidores da acetilcolinesterase) e piretréides (modulador do canal de sédio)
(Casida 1980), houve uma ampla substituicdo dos produtos inorganicos e botanicos no controle de
pragas em meados da década de 30 até os anos 70 (Tomizawa & Casida 2005). Assim, 0s
principais produtos inorganicos contendo arsénio e fluoreto (produzindo problemas digestivos e
até mesmo acao toxica sobre diversos 6rgaos) e botanicos como a nicotina (agonista do receptor
nicotinico da acetilcolina), a rotenona (inibidor do complexo da cadeia de transporte de elétrons
na mitocdndria) e as piretrinas (modulador do canal de s6dio) passaram de posicdo de destaque
para menor importancia no mercado de inseticidas (Isman 2006).

Em raz&o dos problemas oriundos da utilizacdo dos primeiros produtos organicos sintéticos,
houve a tentativa de descoberta de novas moléculas com diferentes modos de acdo e/ou de
modificagdes nas formas de utilizacdo. Por exemplo, produtos botanicos voltaram a receber
atencdo no mercado para o controle de pragas, principalmente com a descoberta de novos

3



metabolitos secundarios de plantas como a azadiractina e os 6leos essenciais, mostrando efeito
deterrente e toxico em artrépodes pragas (Isman 2006). Outros produtos utilizados sdo 0s
inseticidas reguladores de crescimento, vulgarmente conhecidos por IGRs (insect growth
regulator) que fazem parte da terceira geracdo de inseticidas (Williams 1967). Os IGRs
(inibidores da sintese de quitina, juvendides, anti-juvendides e agonistas de ecdisterdides) ainda
apresentam limitado uso na agricultura pela lenta acdo e atuar apenas em algumas fases do ciclo
de vida e serem especificos para determinados grupos de insetos (Casida & Quistad 1998).

O sistema nervoso de artropodes sempre foi e continua sendo alvo de diferentes produtos
para 0 controle de pragas (Casida & Quistad 1998). Assim, novas moléculas com atividade
neurotoxica também foram desenvolvidas, principalmente buscando reduzir o efeito da resisténcia
cruzada, sendo alguns exemplos: avermectina e analogos (ativadores de canais de cloro) (Kornis
1995), neonicotinoides (agonistas do receptor nicotinicos da acetilcolina) (Tomizawa & Casida
2005), oxadiazinas (bloqueadores de canais de sodio dependentes da voltagem) (McCann et al.
2001), espinosinas (ativadores alostéricos de receptores nicotinicos da acetilcolina) (Salgado &
Sparks 2005) e fenilpirazois (antagonistas de canais de cloro mediados pelo GABA) (Gant et al.
1998). Por outro lado, produtos sem acdo neurotdxica também foram desenvolvidos e sao
utilizados para o controle de pragas. Por exemplo, as diamidas antranilicas que apresentam como
sitio alvo os canais de calcio (Lahm et al. 2005). Estas moléculas atuam nos receptores da
rianodina, acarretando a ativacdo da liberacdo irregular dos estoques de calcio das células,
provocando letargia, paralisia e morte do inseto (Cordova et al. 2006). Outros produtos com acao

toxica para insetos séo listados em www.irac-br.org.br/Arquivos/Folder_Acao.pdf.



Efeitos dos inseticidas em inimigos naturais

Letalidade é o efeito imediato de inseticidas comumente observados nos inimigos naturais
(Johnson & Tabashnik 1999). No entanto, além de letalidade, estes produtos podem produzir
diversos efeitos subletais (Blimen et al. 2000). Os efeitos letais e subletais podem ocorrer através
do contato direto e indireto com os inseticidas (Johnson & Tabashnik 1999). De modo geral, os
inimigos naturais podem estar expostos diretamente, no momento da aplicacdo do produto
(pulverizacdo e fumigacdo) (Croft 1990). Outra forma de exposi¢cdo é através do contato com
residuo na planta, dependendo principalmente do comportamento da espécie em questdo e de
propriedades do produto utilizado (Croft 1990). J& o contato indireto refere-se ao impacto
mediado pela cadeia trofica através da presa, hospedeiro e derivados de plantas contaminados
(Waage 1989) e; também, pela diminuic¢do e mudanca na distribuicdo da populacédo de presas e/ou
hospedeiros (Powell et al. 1985, Waage 1989).

Dentre os efeitos subletais frequentemente citados, tem-se o prolongamento do periodo de
desenvolvimento, reducdo da viabilidade de imaturos, deformagdes, reducdo da fecundidade, da
fertilidade e da longevidade, alteracdo da razdo sexual e do comportamento de predacdo ou
parasitismo (Johnson & Tabashnik 1999). Recentemente, este tema foi revisado por Desneux et al.
(2007), apresentando um sumario dos efeitos subletais de diversos inseticidas em diferentes
organismos benéficos, incluindo o grupo de inimigos naturais. Apesar de receber menor atencéo,
casos de hormese® ap6s a utilizacdo de doses subletais também tém sido registrados em inimigos

naturais (Zanuncio et al. 2003, Guedes et al. 2009).

® Hormese (hormaein = excitar) é um fenémeno bifasico, onde a resposta de um organismo é estimulada por baixas
doses de um composto e inibido em altas doses (Calabrese & Baldwin 2001).



O impacto de pesticidas em varios grupos de inimigos naturais (acaros, dipteros,
crisopideos, himendpteros parasitoides e coccinelideos) foi resumido por Croft (1990). Este autor
também apresenta diversos fatores que podem influenciar a resposta de inimigos naturais a
pesticidas: atributos intrinsecos aos inimigos naturais (classificacdo taxonémica, estagio do ciclo
de vida, idade, tamanho, peso, sexo, ocorréncia de diapausa e ritmo circadiano), das presas ou
hospedeiros (estratégia de alimentacdo, densidade populacional, nutricdo), ambientais
(temperatura, luminosidade e pH) e dos produtos em si (tipo, dose e formulacdo, bem como os
métodos de aplicacéo).

Uma das formas de reduzir o impacto de inseticidas nos inimigos naturais é a busca da
seletividade (Ruberson et al. 1998). Sendo assim, o primeiro passo é reconhecer os efeitos
potenciais que um produto pode vir a produzir no inimigo natural e quais sdo os fatores que

podem contribuir para o0 aumento ou a reducéo dos efeitos negativos da utilizacao do produto.

Seletividade de inseticidas

Seletividade é a capacidade de um pesticida controlar a praga enquanto ndo afeta os
inimigos naturais e outras espécies ndo-alvo (Croft 1990). A seletividade pode ser fisiologica ou
ecoldgica (Ripper et al. 1951, Newson et al. 1976, Hull & Beers 1985), entretanto a distin¢do
entre essas duas categorias pode ndo ser simples. Isto porque a forma de aplicacdo de um
determinado produto pode influenciar a fisiologia do artropode quando da exposicao (Croft 1990).
A seletividade tem sido topico frequente de discussdo, entretanto o principal fator para a escolha
do produto a ser utilizado é a reducdo das perdas provocadas pela praga, com eficiéncia e rapidez,

ficando a seletividade do produto ao inimigo natural em segundo plano (Croft 1990).



A seletividade fisioldgica refere-se a presenca de uma caracteristica entre os dois
organismos, praga-alvo e inimigo natural, que permite a discriminacao entre eles em termos de
mortalidade quando exposto ao pesticida (Hull & Beers 1985). Basicamente, este tipo de
seletividade esta relacionado a tolerdncia da espécie de inimigo natural ao produto (Mullin &
Croft 1985). Dentre as caracteristicas fisiologicas que podem vir a distinguir artropodes pragas de
inimigos naturais podemos citar: a taxa de penetracdo, excrecdo, sequestro, destoxificacdo e
insensibilidade de sitio alvo (Croft 1990).

Raros séo os casos onde a praga-alvo € mais suscetivel do que o inimigo natural a um dado
produto em um determinado agroecossistema (Croft & Brown 1975). Apesar de novas moléculas
terem sido descobertas e utilizadas em substituicdo aos hidrocarbonetos clorados (historicamente
com maior impacto em inimigos naturais), os produtos da segunda geracéo, ainda hoje utilizados
no manejo de pragas, apresentam baixa seletividade a estes agentes de controle (produtos de
contato) (Bartlett 1964, Hull & Beers 1985). Com destaque para os organofosforados, carbamatos
e piretrdides, principais produtos no mercado, indicados para controle de ampla gama de pragas
(Casida & Quistad 1998).

Uma das formas de minimizar o efeito da oferta limitada de produtos seletivos é a utilizacdo
de estratégias ecologicamente seletivas (Newson et al. 1976). Principalmente, pela exposicdo
diferencial de inimigos naturais em relacdo a praga-alvo, seja através de caracteristicas do produto
per si ou da manipulacdo da forma de aplicacdo (Hull & Beers 1985). Mudancas na formulagéo
(encapsulamento do ingrediente ativo) e no grau de acdo sisttmica sdo exemplos de alteracdes
intrinsecas que podem promover seletividade aos pesticidas. Entretanto, a acdo sistémica como
forma de obtencéo de seletividade ecoldgica ndo é valida para inimigos naturais que se alimentam
ocasionalmente de produtos da planta (Torres et al. 2010). J& a diminuicdo das doses utilizadas e
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da frequéncia de aplicacdo dos produtos, o0 uso de produtos pouco persistentes, a aplicacdo de
produtos em razdo da distribuicdo temporal e espacial dos inimigos naturais no habitat se
enquadram no principio da seletividade ecologica (Hull & Beers 1985, Croft 1990, Johnson &
Tabashnik 1999).

Ao considerar o tema “seletividade”, dois aspectos sdo controversos. O primeiro aspecto diz
respeito a seletividade ecoldgica, principalmente porque a utilizacdo de subdoses ou a reducdo da
frequiéncia de aplicacéo, que pode promover parcial controle da praga-alvo (Johnson & Tabashnik
1999). Entretanto, apesar de permitir a sobrevivéncia de individuos-praga, seu controle poderia
ser exercido pelos inimigos naturais que sobrevivem a subdoses do produto no campo (Tabashnik
& Croft 1982). Ja o segundo retrata a ocorréncia de inimigos naturais tolerando doses de
pesticidas que controlam a praga-alvo (inimigos naturais resistentes), como uma forma alternativa
de se obter a seletividade fisioldgica (Croft 1990, Johnson & Tabashnik 1999). Fato que é
dificilmente observado e registrado, quando comparado aos artrépodes-pragas (Tabashnik &

Johnson 1999).

Resisténcia a inseticidas

A evolugdo da resisténcia a pesticidas por populacdes de artropodes-pragas € o maior
problema ndo resolvido da entomologia aplicada (Tabashnik & Croft 1982). Ap6s a utilizacdo
intensiva de pesticidas sintéticos por décadas, populacfes de artropodes vém sendo expostas e
selecionadas a um ou diferentes produtos, reduzindo a probabilidade de obtencdo de uma

populacéo ndo-selecionada ou suscetivel em campo. Em razdo da resisténcia maltipla* e cruzada®,

*Quando a co-ocorréncia de diferentes mecanismos resisténcia confere sobrevivéncia a grupos quimicos distintos
(Metcalf 1955).
>Sobrevivéncia de individuos ap6s a exposicdo a produtos quimicamente relacionados, promovida por um Gnico
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os artrépodes-pragas toleram grande parte dos pesticidas disponiveis para seu controle (Metcalf
1980). Assim, Whalon & Ghaghey (1998), re-definiram resisténcia como um processo micro-
evolucionario, onde a alteracdo genética resultante da pressdo de selecdo pelo uso de pesticida
produz populagdes de artropodes com diferenciado e dificil modo de manejo.

Diversos fatores contribuem para a rapida evolucdo e o crescente numero de casos de
resisténcia em artrépodes a pesticidas (Georghiou & Taylor 1977a, 1977b). Dentre os fatores
genéticos e bioecoldgicos sdo citados a frequéncia inicial, nUmero e dominancia de alelos que
conferem resisténcia, o numero de geracdes por ano, o desempenho reprodutivo, 0 modo de
reproducdo, a ocorréncia de movimento entre ambientes (dispersdo e migracdo), a preferéncia
alimentar e reflgio para as populac6es da praga (Georghiou & Taylor 1977a). Além destes fatores,
0 uso abusivo e indiscriminado de pesticidas para o controle de pragas € um dos principais
contribuintes para a evolucgdo da resisténcia, causando aumento na frequéncia e na dose aplicada
e/ou da substitui¢do por um produto mais toxico (Georghiou 1986).

O primeiro caso de resisténcia foi detectado em 1914, na cochonilha-de-Sao-José
Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) (Hemiptera: Diaspididae) ao enxofre em pé (Melander
1914). Desde entdo, o nimero de casos de resisténcia tem sido registrados, contando com cerca de
600 espécies de artrépodes resistentes a um ou diferentes produtos (Whalon et al. 2011). Maiores
informacdes sobre o registro de resisténcia em artropodes podem ser obtidas na publicacdo on-
line: “Arthropod Pesticide Resistance Database”, o APRD (http://www.pesticideresistance.org).

As principais ordens de artropodes com espécies resistentes s&o em ordem decrescente:
Diptera, Lepidoptera, Acari, Coleoptera e Hemiptera. Na maioria, 0os casos de resisténcia na

ordem Diptera séo relacionados a espécies vetores de doencas em humanos e animais, engquanto

mecanismo de resisténcia (Metcalf 1955).


http://www.pesticideresistance.org/

que para as demais ordens, a selecdo para resisténcia ocorre em diferentes agroecossistemas
(Whalon et al. 2008). Estes autores também listaram as 20 primeiras espécies de artrépodes
resistentes a diferentes produtos, sendo 13 pragas agricolas, com destaque para Tetranychus
urticae Koch (Acari: Tetranychidae), espécie que apresenta resisténcia a mais de 80 produtos
utilizados para o seu controle (Whalon et al. 2008).

A insensibilidade de sitio-alvo, a destoxificacdo metabdlica e a reduzida penetracdo de
inseticidas tém sido relatadas como os principais mecanismos de resisténcia de artrépodes a
inseticidas e acaricidas (Georghiou & Taylor 1986), com as respostas comportamentais sendo
citadas com menor frequéncia. A insensibilidade de sitio-alvo pode ser resultante da alteracédo da
sequéncia de aminoacidos que formam a proteina, por exemplo, promovendo modificacdes na sua
conformacdo. Dois tipos de insensibilidade de sitio-alvo tém sido frequentemente citados, a
acetilcolinesterase alterada (organofosforados e carbamatos), e a resisténcia knockdown (kdr) ou
super kdr (DDT e piretroides) (Miller 1988, Price 1991). A destoxificacdo metabdlica é composta
por reacles enzimaticas que transformam compostos tdxicos em produtos mais hidrofilicos e
menos toxicos (Price 1991). Em geral, a clivagem hidrolitica (esterases), reacdes oxidativas
(mediadas pelo complexo da citocromo P-450) e de conjugacgéo (glutationa-S-transferase) séo os
processos mais importantes (Metcalf 1989). J& a reducdo na penetracdo pode ser resultante da
interacdo entre propriedades fisico-quimicas da molécula (coeficiente de particdo, lipofilicidade,
dentre outros) (Brooks 1976) e da cuticula do artropode (maior contetdo lipidico e protéico)
(Vinson & Law 1971). Ja as respostas comportamentais, tais como repeléncia, irritabilidade,

xenofobia ou exofilia visam evitar a sua exposicao ao produto (Georghiou 1972).
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Documentacado da resisténcia a inseticidas em inimigos naturais

A resisténcia a inseticidas em artropddes-pragas € um fator que dificulta o manejo de
pragas. Ja a evolucdo da resisténcia em inimigos naturais € considerada benéfica, visto que
permite a sobrevivéncia de individuos apos a utilizacdo de inseticida, podendo atuar como agentes
de controle para individuos da praga, que sobrevivem ao tratamento. E, até mesmo a atuacao
simultanea desses méetodos de controle. Assim, 0 uso de inimigos naturais resistentes a inseticidas
seria um grande avangco no manejo integrado de pragas. Entretanto, pouco se sabe e tem sido feito
nesta area.

O registro de casos de inimigos naturais resistentes é relativamente baixo (Croft 1990). Das
500 espécies de artropodes resistentes registradas até 1990, somente 32 eram predadores ou
parasitdides, sendo 11 espécies de Hymenoptera (Aphelinidae, Braconidae, Eulophidae,
Trichogrammatidae, Aphidiidae), 12 Acari (Phytoseiidae), um Dermaptera (Labiduridae), dois
Hemiptera (Geocoridae e Nabidae), um Araneae (Clubionidae), um Neuroptera (Chrysopidae), um
Diptera (Cecidomyiidae) e trés Coleoptera (Coccinellidae) (Croft 1990). Ap6s 20 anos deste
sumario, nao houve acréscimo significativo de casos de novas espécies de inimigos naturais
apresentando resisténcia (6 casos), sendo quatro de Hymenoptera, um Acari e um Coleoptera
(Staphylinidae), enquanto que foram adicionados aproximadamente 100 espécies de pragas a lista
desde o sumério feito por Georghiou em 1986 (Whalon et al. 2011).

Diversas hipoteses tentam explicar o porqué da menor ocorréncia de resisténcia em inimigos
naturais quando comparados a artrépodes-pragas. De acordo com Tabashnik & Johnson (1999),
isto pode ser consequéncia da falta de documentacdo. Populagdes de inimigos naturais
aumentando nas lavouras ndo atraem atencdo, como no caso das espécies pragas e, assim, podem
estar gerando uma distor¢do na descoberta de populacGes de inimigos naturais resistentes em
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relacdo as populacGes de herbivoros. Também, sendo funcdo das técnicas e parametros de
avaliacdo (Croft & Brown 1975).

Outras hipdteses sdo referentes a pré-adaptacédo diferencial e limitacdo de alimento (Croft &
Morse 1979). A pré-adaptacido diferencial baseia-se em diferencas nos mecanismos de
destoxificacdo, variacdo genética, comportamental e ecoldgica, sugerindo uma baixa
probabilidade de selecdo de inimigos naturais para resisténcia. Portanto, poucos estudos sdo
destinados a esta area devido a menor probabilidade de obtencéo de sucesso. Dentre as hipoteses
relacionadas a pré-adaptacao diferencial, a destoxificacdo enzimatica recebe posicdo de destaque
(Croft & Morse 1979). Tal fato esta relacionado a maior capacidade de fitéfagos em destoxificar
tais produtos, uma vez que eles sdo frequentemente desafiados pelas defesas metabdlicas das
plantas (Plapp & Bull 1978). Entretanto, as diferencas entre inimigos naturais e pragas para
tolerancia a inseticidas baseando na destoxificacdo tem sido desmistificada (Theiling & Croft
1988). Ja a hipdtese de limitacdo de alimento refere-se a escassez de presas e/ou hospedeiros para
0s inimigos naturais que sobrevivem apés as pulverizacdes de produtos nao seletivos, tendo como
principais consequéncias, a dispersdo destes para outra &rea em busca de alimento e falhas em sua
reproducédo (Georghiou 1972).

O primeiro caso registrado de resisténcia em inimigos naturais foi com Macrocentrus
ancylivorus Rohwer (Hym.: Braconidae) parasitoide de Grapholitha molesta (Busck) (Lep.:
Tortricidae) (Croft 1990). Entretanto, dentre 0s inimigos naturais, os acaros da familia
Phytoseiidae tem recebido maior atencdo, sendo considerados modelos para estudos de
resisténcia, em razdo de seu modo de reproducdo, baixa dispersdo e caracteristicas bioldgicas
(Croft & Brown 1975). Por exemplo, &caros predadores oriundos de pomares de citros, videira,
macieira e de outros agroecossistemas, sdéo documentados possuindo consideravel variabilidade
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no grau de suscetibilidade a uma gama de inseticidas e acaricidas, com algumas espécies
consideradas altamente resistentes (Croft 1990, Tabashnik & Johnson 1999). Vale ressaltar que
Poletti & Omoto (2003) revisaram a ocorréncia de resisténcia nesse grupo de inimigos naturais,
abordando também casos de utilizacdo de inimigos naturais resistentes como ferramenta no
manejo de pragas.

Outro grupo de inimigos naturais apresentando resisténcia sdo as joaninhas predadoras
(Coleoptera: Coccinellidae). Apesar de Croft (1990) citar as joaninhas Stethorus punctum
(LeConte) e Stethorus punctillum (Weise) como espécies resistentes ao azinfos-metil na cultura da
maca (Hull & Starner 1983, Pasqualini & Malavolta 1985), tal observacdo nao foi confirmada.
Até entdo, a deteccdo de resisténcia em populacdes de joaninhas refere-se aos estudos com
Coleomegilla maculata (De Geer) na cultura do algoddo (Head et al. 1977, Graves et al. 1978) e
com Stethorus gilvifrons (Muls.) em macieira (Kumral et al. 2011).

Apesar do primeiro registro de resisténcia em Neuroptera ter sido feito em 1985 para
Chrysoperla carnea (Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae), foram 0s estudos recentes que
geraram maiores informacGes sobre a resisténcia nesta espécie. Pathan et al. (2008) detectaram
resisténcia de C. carnea a diferentes produtos pertencentes aos grupos dos piretrdides e
organofosforados. Dentre os produtos testados, os organofosforados clorpirifés e profenofés e os
piretroides lambda-cialotrina, alfametrina e deltametrina. Em sequéncia, estudos foram
conduzidos visando determinar 0s mecanismos e caracterizar a heranga de resisténcia, bem como
a ocorréncia de custo adaptativo e potencial de predacdo (Pathan et al. 2010, Sayyed et al. 2010).

Os resultados com C. carnea demonstram que apesar de raros, & possivel detectar
populacbes de inimigos naturais resistentes em campo quando estes também sdo expostos a
pressédo de selecdo pelo uso de inseticidas. Além de raros, muitos estudos ndo deram continuidade
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para o entendimento do fendmeno. Estudos posteriores devem ser conduzidos apds a constatacéo
da resisténcia, visando obter informacdes adicionais que possam permitir a ampliacdo da
utilizacdo de outros inimigos naturais resistentes no manejo de pragas, como tem sido realizado
com acaros predadores. Entretanto, a manutencdo de populacdes de inimigos naturais resistentes
esbarra na necessidade da producdo da presa/hospedeiro para a sua criagdo (dificil obtencdo ou
alto custo de producdo), na possibilidade de ocorréncia de custos adaptativos com baixa
sobrevivéncia e reproducdo, bem como na instabilidade da resisténcia, ndo sendo mantida nas

geracOes futuras sem pressao de selecdo ou mesmo apds a liberagdo em campo.

Seletividade integrada no manejo de pragas

Em agroecossistemas, a importancia de inimigos naturais geralmente é aparente quando
ocorre a reducdo drastica da populacdo apOs a utilizacdo de inseticidas (Dutcher 2007).
Entretanto, reduzir completamente o impacto de tais produtos em inimigos naturais € praticamente
impossivel se eles sdo utilizados para o controle de pragas. Isto somente poderia ser obtido se
inseticidas ndo fossem utilizados, o que é improvavel. A andlise das espécies individualmente
denota vérios efeitos dos inseticidas (efeitos letais e subletais) (Johnson & Tabashnik 1999,
Desneux et al. 2007). Mesmo produtos considerados seletivos (bioinseticidas) apresentam
impacto para alguma espécie de inimigo natural, tais como a reducdo da populacdo de
presa/hospedeiro, efeito na sobrevivéncia e reproducéo, repeléncia, e etc. Este pode ser 0 motivo
pelo qual ao se estudar seletividade, somente poucas espécies destes agentes de controle séo
consideradas (i.e., aquelas consideradas fatores chave de mortalidade) (Croft 1990).

Apesar de varios produtos terem sido desenvolvidos e seus efeitos em alguns grupos de
inimigos naturais serem observados, a seletividade fisiologica é dificil de ser obtida.
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Principalmente, porque a tolerancia natural aos inseticidas em inimigos naturais ndo é comum, e a
evolucdo de resisténcia ndo ¢ freqliente (Croft 1990). Além disso, a reducdo da dose e frequéncia
de aplicacdo de inseticidas para controle de pragas (seletividade ecoldgica) ndo é vista como uma
opcao viavel. Entdo, a integracao das seletividades fisioldgica e ecoldgica é uma alternativa para o
manejo de pragas®, reduzindo o impacto de inseticidas em inimigos naturais, mesmo quando s&o
utilizados produtos com amplo espectro de acdo (organofosforados, piretrdides e carbamatos)
(Casida & Quistad 1998). Principalmente, porque estes produtos oferecem um rapido controle,
produzindo efeito letal a praga por contato, antes desta causar injdrias as plantas (Dutcher 2007).

Produtos com atividade sistémica ou em forma de granulos (aplicados via tratamento de
sementes ou no sulco de plantio) sdo exemplos comuns de utilizacdo de produtos nédo seletivos de
forma seletiva para determinados grupos de inimigos naturais (Torres et al. 2010). Deve-se
considerar que mesmo estando o produto toxico no interior da planta, reduzindo a probabilidade
de contato com o inimigo natural (Hull & Beers 1985), alguns grupos de inimigos naturais com
ocorréncia natural no solo tais como carabideos, ou mesmo, predadores de parte aérea da planta,
que se alimentam desta ocasionalmente, podem sofrer impacto de inseticidas sistémicos.

Além do mais, a seletividade deixa de ser vista simplesmente como uma caracteristica entre
0 inimigo natural, a praga alvo e inseticida, e passa a ser considerada também como uma resposta
de inimigos naturais a diferentes produtos utilizados no manejo de pragas (Inglesfield 1989).
Assim, estudos sdo conduzidos comparando o efeito de produtos essencialmente ndo seletivos,
mas que produzem resultados diferenciados. Por exemplo, utilizar organofosforados como padréo
para testar o impacto de piretroides em inimigos naturais em diferentes agroecossistemas

(Inglesfield 1989). Se a escolha reside entre produtos ndo seletivos, que a opcao viavel seja aquela

6 Seletividade integrada
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que produza menor impacto em inimigos naturais, entretanto produza controle da praga
satisfatoriamente. Sendo assim, piretroides recebem posicdo de destaque, em razdo da producao
de knockdown, letalidade, espectro de acdo, atividade residual, repeléncia e deterréncia de
alimentacéo para artropodes-pragas e do menor impacto em inimigos naturais quando comparado
a outros produtos (Hirano 1989), bem como do baixo preco e da indicagcdo de uso para diversas

culturas (Watkinson 1989).

Inseticidas piretroides: caracteristicas, classificacdo e modo de acéo

Os inseticidas piretroides tém sido amplamente utilizados no controle de diversas pragas,
mesmo sendo a resisténcia de pragas-alvo o maior empecilho para sua utilizacdo de forma
sustentavel. Estes inseticidas fazem parte da segunda geracdo, formada pelos primeiros compostos
organicos sintéticos (Casida 1980). Piretrdides, a exemplo dos hidrocarbonetos clorados (em
geral, DDT, aldrin e dieldrin), organofosforados e carbamatos, apresentam como caracteristica
principal a toxicidade ao nervo (Casida 1980). Entretanto, os inseticidas piretréides atuam tanto
no sistema nervoso periférico quanto no sistema nervoso central (Miller 1988). Dentre o0s
inseticidas lipofilicos, os piretrdides sintéticos sdo os mais toxicos (Casida 1980). Os piretroides
foram formados por modificacfes estruturais das piretrinas extraidas das flores do piretro,
Chrysanthemum cinerariaefolium Vis. (Asteraceae) (Elliott 1976). Estas moléculas sédo
principalmente ésteres formados pela combinacdo de um alcool e &cido meidtico (Elliott & Janes
1978). As relacOes de estrutura-atividade em piretroides sdo baseadas principalmente na forma e
estereoquimica da molécula, em oposicdo as suas propriedades eletrénicas (Sattelle & Yamamoto
1988). Assim, o ponto crucial para o sucesso dos inseticidas piretroides foi escolher as piretrinas |
(maior atividade inseticida) (Sawicki et al. 1962), em relacdo as piretrinas Il (melhor efeito
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knockdown) (Sawicki & Thain 1962), como estrutura modelo para producdo das moléculas
sintéticas (Khambay & Jewess 2010).

O alvo dos inseticidas piretroides sdo os canais idnicos de sodio dependente da voltagem
(Catterall 1984), formados por proteinas transmembranares presentes nas células eletricamente
excitaveis (Dong 2007). A subunidade alfa destas proteinas apresenta quatro dominios similares
(I-1V) em arranjo circular, com seis segmentos (S1-S6), onde o poro é formado (Catterall 1992).
Abertura e fechamento do poro ocorrem em razdo da mudanca na conformacdo da proteina
(Zlotkin 1999). Em resposta a diferenca de potencial produzida na membrana apds um estimulo,
0s canais de sdédio sdo ativados, permitindo o fluxo de ions sddio para o interior das células
(Narahashi 1987). De modo geral, o canal de sédio media o rapido aumento da permeabilidade
deste ion durante a fase ascendente do potencial de acdo nas membranas das células excitaveis
(Catterall 1992). Milissegundos apos a ativacao destes canais, a inativacdo dos canais de sodio é
observada em associagdo a ativacao de canais de potassio, que permitem o fluxo de potéssio para
0 meio extracelular (Narahashi 1987). Estes processos sdo responsaveis pela fase descendente do
potencial de acdo (Dong 2007). Apesar de poderem interagir com os canais idnicos de sodio, de
potéssio e de cloro mediado pelo GABA, € a interagdo dos piretrides no canal de sodio que
produz provavelmente todo o efeito toxico em insetos (Miller 1988). A ligacdo de piretrdides no
canal de sodio acarreta no prolongamento da abertura deste canal (reduzindo a taxa de inativacao),
aumentando o periodo de permeabilidade do s6dio na membrana e atrasando a saida de potassio
da célula (Soderlund & Bloomquist 1989). E, assim, descargas repetitivas, aumento do pos-
potencial negativo e bloqueio da condutdncia (excitabilidade) fazem parte das respostas

eletrofisiologicas observadas no nervo (Yamamoto 1970).
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Os piretroides tém sido classificados em dois grupos (tipos | e 1l), baseando-se na sua
resposta bioldgica, eletrofisiologica e acdo no nervo (Khambay & Jewess 2010). Dentre os
principais sintomas dos piretroides tipo | sdo: rapida demonstracdo de envenenamento mesmo em
doses subletais, hiperatividade frequentemente produzindo efeito knockdown, e baixa mortalidade
com alta taxa de recuperacdo. Engquanto que os piretroides tipo Il estdo relacionados a lenta
demonstracdo de sinais de intoxicacdo, convulsdo seguida de paralisia e alta mortalidade com
menor recuperacdo. Apesar das excecdes (fluvalinato e bifentrina), os sintomas demonstrados
apos a aplicacdo do inseticida tém sido associados a auséncia (tipo 1) ou presenca (tipo I1) de um
grupo ciano na molécula, em conjuncdo ao alcool meidtico, que aumenta a atividade inseticida do
piretroide (Khambay & Jewess 2010). Os piretrdides tipo | atuam preferencialmente nos nervos
periféricos, causando a sindrome do tremor, enquanto que os do tipo Il (alfa-ciano na molécula)
agem no sistema nervoso central, produzindo falta de coordenagdo motora e aumento na salivacao
(Soderlund & Bloomquist 1989).

O modo de acdo dos piretroides ndo constituia uma Unica ou nova opgao para controle de
artrépodes-pragas €, sim uma forma de controle alternativa em substituicdo ao DDT e outros
hidrocarbonetos clorados (Casida 1980). Em comparacdo ao DDT, os piretroides apresentam-se
mais ativos e com menor acimulo no ambiente (Elliott & Janes 1978). Dentre as principais
caracteristicas dos piretroides sintéticos, podemos citar: maior estabilidade em campo quando
comparados a alguns organofosforados e carbamatos, auséncia de fitotoxicidade nas doses
utilizadas, rapido metabolismo e eliminagdo em mamiferos conferindo baixa toxicidade, limitada
persisténcia no solo, e maior toxicidade, que permite menor quantidade de ingrediente ativo a ser
aplicado por area, diminuindo os custos com inseticidas (Elliott 1976). Entretanto, piretroides ndo
sdo indicados como substitutos de organofosforados e carbamatos, se atividade sistémica é
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almejada, visto que piretréides apresentam menor solubilidade em agua (Casida 1980). Para
maiores detalhes dos aspectos quimicos e acdo inseticida dos piretroides consultar Yamamoto
(1970), Elliott (1976), Elliott & Janes (1978), Casida (1980), Soderlund & Bloomquist (1989) e

Catterall (1992).

Mecanismos de resisténcia de artropodes a piretroides

No caso de piretroides e DDT, a insensibilidade de sitio-alvo é promovida pela alteracdo dos
canais de sodio dependente da voltagem (Sattelle & Yamamoto 1988). Estes canais sdo mais
suscetiveis a modificacbes na voltagem da membrana do nervo do que a mudanca de
concentracdo de neurotransmissores (Ffrench-Constant et al. 2004). Para piretroides, a resisténcia
conferida pela insensibilidade de sitio-alvo foi primeiramente classificada como resisténcia
knockdown (kdr) em Musca domestica L. (Dip.: Muscidae) (Farnham 1977). Informac6es iniciais
sobre a resisténcia kdr foram obtidas a partir de estudos de clonagem que culminaram na
identificacdo do gene para® (produz efeito paralitico), conduzidos com Drosophila melanogaster
Meigen (Dip.: Drosophilidae) (Loughney et al. 1989). Em seguida, a associacio do gene para® ao
fendtipo kdr foi realizada em M. domestica (Williamson et al. 1993). A substituicdo de um Unico
aminoacido na sequéncia deste gene foi identificada, promovendo resisténcia cruzada tanto ao
efeito paralitico quanto a acdo letal de piretrinas, DDT e de todos os inseticidas piretréides
(Soderlund & Bloomquist 1990). Posteriormente, uma segunda substituicdo de aminoacidos foi
identificada, produzindo resisténcia na forma “super kdr” (Miyazaki et al. 1996), conferindo altos
graus de resisténcia (Price 1991). Entretanto, a magnitude de resposta é dependente da estrutura

do piretroide (Miller 1988).
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Yamamoto (1970) sugeriu que a hidrolise da ligagdo éster € o maior mecanismo de
destoxificacao de piretroides. Entretanto, a participacdo de enzimas do complexo da citocromo P-
450 tem sido relatada com frequéncia, com menor influéncia da glutationa-S-transferase
(Khambay & Jewess 2010). De fato, as reacOes enziméticas comumente observadas nos
piretroides é a clivagem da ligacdo éster por esterases ou oxidases, e a hidroxilagdo do anel
aromatico ou do grupo metil por oxidases. Vale ressaltar que as reac6es mediadas por esterases
sdo dependentes da estéreo-quimica do acido ciclopropanocarboxilico, sendo os isémeros trans
melhores substratos para esterases quando comparados aos cis (Soderlund & Casida 1977), e
moléculas com a presenca do grupo ciano retardando o metabolismo de piretroides por esterases
e, provavelmente, por enzimas oxidativas (Casida 1980).

De modo geral, a reducdo da penetracdo de inseticidas através da cuticula tem sido
frequentemente citada como agente modificador/intensificador do metabolismo ou da resisténcia
promovida pela insensibilidade de sitio-alvo, do que um mecanismo de resisténcia propriamente
dito (Plapp 1976). De fato, os niveis de resisténcia conferidos pela alteracdo na penetracdo de
inseticidas séo reduzidos quando comparado a ele associado a outros mecanismos de resisténcia
(Scott 1991). Para Georghiou (1972), a reduzida penetragdo do inseticida, em associacdo a genes
destoxificativos, pode multiplicar o grau de resisténcia, principalmente em baixas doses do
inseticida. Isto porque a menor taxa de penetracdo de inseticida por unidade de tempo poderia
permitir que o sistema metabolico destoxificasse o produto na medida em que este entrasse no
organismo e/ou reduzir a quantidade de produto que vem a interagir no sitio-alvo (Georghiou
1972).

A resisténcia cruzada a diferentes piretroides e ao DDT pode indicar a insensibilidade de
sitio-alvo como mecanismo de resisténcia (resisténcia kdr) (Soderlund & Bloomquist 1990).
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Também, a deteccdo da resisténcia kdr pode ser realizada através de técnicas de biologia
molecular (Kits que permitem a identificacdo de mutacdes alterando o sitio-alvo dos piretroides)
(Khambay & Jewess 2010). Exemplos de mutacdes observadas sdo: a substituicdo de leucina para
fenilalanina no dominio 11S6 (L1014F) e de metionina para treonina no dominio 11S4-S5 (M918T)
(Miyazaki et al. 1996, Williamson et al. 1996). Este tipo de resisténcia pode resultar na perda da
utilizacdo da classe de piretréides, uma vez que este tipo de mecanismo confere resisténcia a
praticamente todos os produtos, ndo sendo inibida por produtos sinergistas (Soderlund & Knipple
2003). Sendo assim, a prévia deteccdo e a caracterizacdo da resisténcia kdr é de suma importancia
para o desenvolvimento de estratégias para 0 manejo da resisténcia (Soderlund & Knipple 2003).

A utilizacdo de sinergistas associados aos inseticidas (inibindo a enzima responsavel pelo
metabolismo do produto e, consequentemente, aumentando a atividade inseticida) é considerada
um primeiro indicativo para a atuacdo do metabolismo (Scott 1991). Dentre os sinergistas, 0
butéxido de piperonila (PBO), trifenil fosfato (TPP) e maleato de dietila (DEM) sdo os mais
conhecidos (Price 1991). Estes produtos sdo conhecidos por inibir monooxigenases de funcao
mista (ex., citocromo P-450), hidrolases (esterases) e glutationa-S-transferase, respectivamente
(Scott 1991). Apesar de o PBO ser amplamente conhecido por inibir monooxigenases de funcéo
mista, este produto tem sido classificado como sinergista ndo exclusivo, apresentando papel na
inibicdo de esterases (Gunning et al. 1998, Young et al. 2005). O uso de sinergista permite a
identificacdo do metabolismo na resisténcia, entretanto a participacdo de um sistema enzimatico
pode ser melhor compreendida a partir de reacdes enzima-substrato modelo (Khambay & Jewess
2010).

O envolvimento da penetragdo reduzida do inseticida tem sido observado utilizando
produtos marcados (C'*) em diferentes intervalos de tempo apés a aplicacdo do produto. Estes
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estudos tém mostrado a participacdo da penetracdo reduzida como fator de resisténcia,
favorecendo a destoxificacdo de inseticidas em populacdes resistentes quando comparadas a

populacgdes suscetiveis (Abd-Elghafar et al. 1994, Ahmad et al. 2006).

Heranca da resisténcia a piretroides

A base genética da heranca da resisténcia a piretroides tem sido investigada em diversos
artropodes. Frequentemente, a resisténcia a piretrdides tem sido herdada como um fator
autossomal, variando de incompletamente dominante a incompletamente recessivo (Collins 1998,
Hardstone et al. 2007, Balasubramani et al. 2008, Cardozo et al. 2010, Sayyed et al. 2010).
Entretanto, variacdes podem ocorrer em relacdo a ligacdo ao sexo (McDonald & Schmidt 1987,
Guedes et al. 1994, Follet et al. 1995) e 0 nimero de genes influenciando a resisténcia (Scott &
Georghiou 1986, Raymond et al. 1989, Bouvier et al. 2001, Hardstone et al. 2009). De modo
geral, 0 mecanismo da resisténcia relacionado a destoxificacdo metabdlica tem sido conferido por
um trago dominante ou co-dominante (Hardstone et al. 2007, Sayyed et al. 2010), enquanto que a
resisténcia kdr, em geral, é governada por carater recessivo (Liu et al. 1981, Halliday &
Georghiou 1985, Payne et al. 1988, Tan & McCaffery 1999).

Apesar de amplamente utilizado, o grau de dominancia da resisténcia ndo indica uma
propriedade intrinseca de um alelo (Sved & Mayo 1970), uma vez que a sua expressdo é variavel
em relacdo a dose utilizada (Bourguet et al. 2000). Estudos tém demonstrado que ao serem
utilizadas baixas doses de inseticidas piretroides, a resisténcia pode ser classificada como
funcionalmente dominante, j& ao serem utilizadas doses elevadas, a resisténcia pode ser
classificada como funcionalmente recessiva (Roush et al. 1986, Balasubramani et al. 2008,
Sayyed et al. 2010). Este padrédo de resposta pode ser observado se a dose aplicada € suficiente
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para permitir ou ndo a sobrevivéncia de heterozigotos, levando ao termo dominéancia efetiva
conforme definido por Curtis et al. (1978).

A resisténcia tem sido considerada critica quando um fator monogénico tem produzido
mudanca drastica na sobrevivéncia de artropodes pragas em campo apds a aplicacdo de um
produto (Roush & McKenzie 1987). Apesar da evolugdo da resisténcia poligénica ser dita com
menor efeito e pouco observada ao nivel de campo (pela menor frequéncia de genotipo de
resisténcia) (Mckenzie & Batterham 1994), a heranca poligénica pode promover resisténcia
multipla a diferentes classes de produtos. Por exemplo, a selecdo conjunta de alelos que conferem
insensibilidade de sitio-alvo, reduzida penetracdo cuticular ou resisténcia metabodlica (Hardstone
& Scott 2010). Mesmo que organofosforados, carbamatos e piretroides ndo compartilhnem similar
sitio-alvo, estes produtos geralmente apresentam ligacdes ésteres, que sdo alvo de enzimas do
complexo de monooxigenases de funcdo mista e esterases. Tendo em vista a gama de produtos
que é utilizada para controle de pragas, a selecdo de alelos que conferem heranca poligénica pode
ser mais frequente do que se imagina. Vale ressaltar que a interacdo entre genes (aditividade,
sinergismo ou antagonismo) é um fator por si s6 considerado complexo na heranca da resisténcia
(Hardstone et al. 2009).

Conclustes ndo podem ser realizadas somente considerando dados de bioensaios de curva
mortalidade em laboratério (Aguilar-Tipacamu et al. 2008). Independente se a resisténcia é
determinada por um fator autossomal ou ligada ao sexo, informacdes sobre a frequiéncia inicial de
alelos de resisténcia, o tamanho da populagédo, a razdo sexual em campo, custo adaptativo, a
ocorréncia de movimento entre ambientes (dispersdo e migracao) e de multiplas cépulas devem
ser obtidas (Roush & McKenzie 1987). Adicionalmente, estudos visando determinar a natureza do
gene ou da interacdo dos genes envolvidos na resisténcia, a ocorréncia de custo adaptativo para
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manter genes individuais ou diferentes genes em interacdo na auséncia de aplicacao de inseticidas
e o efeito da presenca de um ou diversos mecanismos de resisténcia devem ser realizados
(Hardstone & Scott 2010). Para Hardstone et al. (2009), quando diferentes mecanismos de
resisténcia sdo detectados, faz-se necessario investigar o papel de cada mecanismo isolado na

resisténcia e as interacdes entre os diferentes genotipos devem ser consideradas.

Coccinellidae: Preferéncia alimentar e historia de vida

Coledpteros da familia Coccinellidae sdo vulgarmente conhecidos como coccinelideos ou
joaninhas (Hodek & Honék 1996). Membros desta familia podem ser classificados como
fungivoros, fitofagos ou entomdfagos (Majerus 1994). Como grupo, as joaninhas entomdfagas
podem ser consideradas polifagas, apesar do significado que o esteredtipo “predadores de
pulgdes” sugere (Weber & Lundgren 2009). Além de pulgdes, as joaninhas podem utilizar como
fonte de alimento cochonilhas, psilideos e moscas-brancas (Hodek & Hon¢k 2009), acaros
(Biddinger et al. 2009), ovos e imaturos de coledpteros e lepidopteros (Evans 2009) e alimento
ndo-presa (Lundgren 2009). Se considerarmos as regides Tropicais e Subtropicais, cochonilhas
apresentam-se como ‘“alimento essencial” para 36% dos coccinelideos, enquanto que 20% sao
primariamente afidofagos (Hodek & Honék 2009). Giorgi et al. (2009) apresenta uma viséo
global da classificacdo taxonémica, filogenia e preferéncia alimentar em coccinelideos, indicando
as joaninhas como grupo de inimigos naturais, diversificado e amplamente distribuido nos
agroecossistemas.

No Brasil, as principias especies de joaninhas predadoras sd&o Cycloneda sanguinea (L.),
entre outras especies de Cycloneda Crotch (Araujo-Siqueira & Almeida 2006), Eriopis connexa
Germar, Hippodamia convergens Guérin-Méneville, Coleomegilla maculata De Geer, Olla v-
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nigrum (Mulsant), Scymnus sp. Kugelann, Brachyacantha sp. Chevrolat e, recentemente,
Harmonia axyridis (Pallas) (Gassen 1986, Gravena 2005, Torres et al. 2009).

As joaninhas sdo predadoras tanto na fase de larva quanto na fase adulta (Hodek 1973). Em
geral, as fémeas ovipositam em diversos substratos, mas preferencialmente, em locais colonizados
por presas de suas larvas (Hodek 1967). A partir da ecloséo, as larvas se dispersam pela planta a
procura de presas, permanecendo restritas e submetidas as condi¢cdes daquela planta devido a
pouca capacidade de dispersao entre plantas e habitats (Ferran & Dixon 1993). A pupa é formada
no proprio substrato aderida a este pela Gltima exuvia da larva (Hodek 1973). A depender de sua
preferéncia alimentar, os adultos podem dispersar a procura de um novo habitat, mesmo havendo
disponibilidade de alimento no local (Hodek 1967). O forrageamento de joaninhas ndo é um
processo completamente aleatdrio, sendo parcialmente direcionado por pistas visuais e olfativas
(Seagraves 2009). Quando comparadas a outros inimigos naturais, as joaninhas apresentam maior
tamanho corpdreo, sdo agressivas e bem defendidas contra predacdo (Weber & Lundgren 2009).

As joaninhas tém recebido maior atengdo em razdo da predacdo intraguilda exercida por
algumas espécies (em especial, H. axyridis) que pode vir a gerar ruptura do controle biolégico ou
substituicdo de espécies nativas (Pell et al. 2008, Weber & Lundgren 2009). Caracteristicas
intrinsecas da guilda de predadores, tais como o tamanho corporal, padrées comportamentais, a
producdo de defesa quimica e fisica, amplitude da dieta e mobilidade influenciam quais espécies
serdo potenciais predadoras ou presas na interagéo intraguilda (Weber & Lundgren 2009). Apesar
de serem amplamente aceitas como predadoras, as joaninhas podem se tornar presas intraguilda

de formigas, crisopideos e percevejos pentatomideos (Majerus et al. 2007, Lucas 2005).
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Papel de joaninhas no controle bioldgico

As joaninhas possuem grande contribuicdo para o manejo integrado de pragas pela predacédo
sobre artropodes pequenos e de corpo macio passivel de ataque como pulgdes, cochonilhas,
acaros, ovos e lagartas neonatas em diferentes agroecossistemas (Hagen 1962). De forma
documentada, a utilizacdo de joaninhas é pioneira no controle bioldgico classico, devido ao
sucesso da introducdo da joaninha Rodolia cardinalis (Mulsant) em 1888, na Califérnia, EUA,
visando ao controle de Icerya purchasi Maskell (Hemiptera: Margarodidae) (Caltagirone & Doultt
1989). No Brasil, as joaninhas Cryptolaemus montrouzieri Mulsant foi introduzida visando ao
controle da cochonilha-branca-dos-citros (Gravena 2003); e a joaninha multicolorida da Asia, H.
axyridis, introduzida acidentalmente a partir de populac6es da Argentina (Almeida & Silva 2002).
H. axyridis é uma espécie voraz que ocorre em diferentes habitats e possui ampla gama de presas,
acarretando impacto tanto em pragas quanto em outras espécies benéficas (predacdo intraguilda)
(BioControl, edicao especial, volume 52, 2008, p. 1-287).

Apesar de joaninhas atuarem no controle bioldgico de cochonilhas e &caros, os pulgdes tém
sido alvo de destaque. Membros das subfamilias Coccinellinae e Scymninae sdo os principais
grupos de predadores de pulgdes (MVolkl et al. 2007), praga em algum momento da maioria das
plantas de importancia econémica (van Emden & Harrington 2007). Os pulgdes usualmente
reproduzem em grandes populacfes, provocando reducdo de crescimento das plantas e,
consequente queda na producdo (Quisenberry & Ni 2007). Em razdo de sua alimentacdo, 0s
pulgdes geralmente produzem “honeydew” (produto de excregdo liberado sobre as plantas),
acarretando o aparecimento do fungo oportunista denominado ‘“fumagina” (Reynolds 1999).
Entretanto, o principal problema com os pulgbes ocorre quando sdo vetores de fitoviroses,
tornando-os praga severa (Nault 1997).
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A real contribuicdo das joaninhas no manejo integrado na reducdo das populacbes das
pragas € ainda controversa (Volkl et al. 2007). Apesar das joaninhas colonizarem os mais variados
habitats, serem vorazes predadores, apresentarem alta capacidade de busca, e poderem utilizar
ampla gama de presas e alimentos ndo presas (Hodek & Hon¢k 1996), existem fatores que
dificultam a sua eficacia. A assincronia entre predador e presa (Kindlmann et al. 2007), e o
desequilibrio provocado pelo uso de inseticidas para o controle de pragas-alvo (hemipteros) e ndo-
alvo de joaninhas (coledpteros e lagartas desfolhadores) estdo entre os fatores que contribuem
para a ocorréncia de picos populacionais de pulgbes (Evans 2009). Assim, uma das formas de
corrigir a assincronia populacional entre as joaninhas e suas presas € permitir que os individuos
presentes nas lavouras ndo sejam eliminados com o uso de inseticidas e produzam populacdes
suficientes para controlar as pragas. Para tanto, ao utilizar um inseticida, este deve ser seletivo e
causar o minimo de impacto nos inimigos naturais (Ruberson et al.1998). No entanto, sao poucos
0s casos onde o inseticida organossintético € mais toxico para a praga-alvo do que para o inimigo
natural, assim, conservando-o no agroecossistema (Croft & Brown 1975).

A conservagdo de inimigos naturais pode ser obtida pela manipulagdo do ambiente e
modificacOes das praticas de uso de inseticidas (Barbosa 1998). A manipulacdo do ambiente pode
ser obtida pela pulverizagdo de carboidratos e proteinas como fonte de alimento e para reduzir a
dispersdo e aumentar a capacidade reprodutiva do agente de controle; pela utilizagcdo de
semioquimicos, ao atrair inimigos naturais para a area; e de plantas fonte alimento ndo presa,
dentre outros (capitulos em Barbosa 1998). J4 0 uso de inseticidas pode favorecer aos inimigos
naturais se os produtos sdo aplicados somente quando o nivel populacional da praga atinge o nivel
de controle, através da utilizagdo de produtos de baixo impacto a inimigos naturais ou da
seletividade ecoldgica (Hull & Beers 1985, Poehling 1989, Ruberson et al. 1998).
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Ao contrario do que é proposto, produtos sintéticos de amplo espectro de acgédo
(organofosforados, carbamatos e piretrdides) tém sido utilizados extensivamente na agricultura
moderna para o controle de diversas pragas (Croft 1990), inclusive de praga alvo e praga ndo-alvo
de joaninhas. Para obtencéo da seletividade ecoldgica, os agrotdxicos para controle de pulgdes sao
utilizados preventivamente através de tratamentos de sementes ou aplicacdo em sulcos de plantio
com inseticidas sisttmicos. Ja a seletividade fisioldgica tem sido observada a partir de utilizacao
de pirimicarbe no controle de pulgbes. Por outro lado, as pulverizagcbes com piretroides e
organofosforados também podem ser realizadas para controle de pulgdes (Dewar 2007) e,
principalmente, para controle de coledpteros e lagartas desfolhadoras (Hirano 1989).

Adultos de joaninhas predadoras possuem grande mobilidade entre agroecossistemas e,
portanto, tornando-se expostos a acao de inseticidas recomendados para as diferentes culturas.
Quando relacionadas a outros grupos de inimigos naturais de pulgdes, joaninhas predadoras séo
em geral mais tolerantes a inseticidas, considerando em ordem decrescente: joaninhas,
crisopideos, sirfideos, hemipteros e parasitdides (Hodek 1973). A resposta de joaninhas
predadoras a inseticidas tem sido restrita a toxicidade quando aplicadas doses ou subdoses de
inseticida, ou a ocorréncia de efeitos subletais (Tillman & Mulrooney 2000, Gusméo et al. 2000,
Wang et al. 2003, Liu & Stansly 2004, Galvan et al. 2005, Cosme et al. 2007, Rocha et al. 2010).
Porém, a deteccdo de resisténcia nestes agentes de controle faz-se necesséaria, uma vez que
inimigos naturais sdo pecas-chave no agroecossistema, sendo indicados como a primeira linha de
defesa biotica para as plantas em programas de manejo de pragas (Lugojja et al. 2001).

Os registros iniciais de joaninhas predadoras resistentes a inseticida foram com S. punctum,
S. punctillum e C. maculata (Croft 1990). Vale ressaltar que Hull & Starner (1983) citam uma
provavel seletividade de inseticidas piretréides a adultos de S. punctum e Pasqualini & Malavolta
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(1985) néo relatam S. punctillum resistente ao azinfos-metil na cultura da macieira. Sendo assim,
a deteccdo de resisténcia em populacdes de joaninhas por quatro décadas foi restrita a estudos
cujo inseto modelo foi C. maculata na cultura do algodoeiro (Croft 1990). Quando utilizada a
parationa metilica, Head et al. (1977), obtiveram razao de resisténcia na ordem de 11,2 vezes para
C. maculata. Enquanto que Graves et al. (1978), registraram razbes de resisténcia para C.
maculata na ordem de 14,6; 28,9; e 12 vezes aos inseticidas DDT, parationa metilica e
monocrotofds, respectivamente. Recentemente, Kumral et al. (2011) detectaram a resisténcia em
Stethorus gilvifrons (Muls.) ao inseticida bifentrin (10,9 vezes), abordando o papel do
metabolismo na resisténcia desta espécie.

Assim, este trabalho teve o objetivo de investigar a ocorréncia de resisténcia em espécies de
joaninhas predadoras ao inseticida piretréide lambda-cialotrina, bem como caracterizar os casos e

mecanismos envolvidos nessa resisténcia.
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RESUMO - Joaninhas e inseticidas piretréides sdo importantes no manejo integrado de pragas
por estarem em contato simultaneo no dossel das plantas controlando diferentes grupos de pragas.
O conhecimento da resposta de joaninhas ao lambda-cialotrina pode nortear a integracdo entre o
controle bioldgico e o quimico no manejo integrado de pragas. Este trabalho estudou a
suscetibilidade de populacGes das joaninhas Coleomegilla maculata De Geer, Cycloneda
sanguinea (L.), Eriopis connexa Germar, Harmonia axyridis (Pallas), Hippodamia convergens
Guérin-Méneville, Olla v-nigrum (Mulsant), Curinus coeruleus Mulsant e Brumoides froudasi
(Mulsant) ao inseticida lambda-cialotrina, o qual é utilizado em vérias culturas para o controle,
principalmente, de pragas ndo-alvo das joaninhas, tais como lagartas desfolhadoras e o bicudo do
algodoeiro. Curvas de dose-mortalidade foram calculadas para adultos através de ensaios topicos.
Variacdo significativa foi observada na suscetibilidade ao lambda-cialotrina, tanto entre as
espécies estudadas quanto entre populacdes da mesma espécie. Quatro populac@es de E. connexa
apresentaram razodes de resisténcia de 11- a 38-vezes, sendo consideradas resistentes ao inseticida.
Seis e 16 populacBes apresentaram respectivamente DLsy € DLgy Superiores a maior dose
recomendada do produto pelo fabricante para uso na cultura do algodoeiro. Quando comparadas
ao Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae), 26 populacBes de sete espécies
estudadas foram 2- a 215-vezes mais tolerantes com base na toxicidade relativa utilizando a DLsy.
Estes resultados demonstram que joaninhas predadoras apresentam resisténcia em campo ao
lambda-cialotrina e podem ser exploradas para a integracdo com uso de inseticidas no manejo de

pragas.

PALAVRAS-CHAVE: Coccinellidae, piretroide, resisténcia a inseticidas, algodoeiro
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SUSCEPTIBILITY TO A-CYHALOTHRIN ACROSS POPULATIONS OF PREDATORY LADY
BEETLES SPECIES
ABSTRACT - Lady beetles and pyrethroids are important to integrated pest management because
both act on plant dossel targeting differnt group of pests. Thus, this study investigated the
susceptibility of lady beetles populations to lambda-cyhalothrin which is widely used in cotton
and other crops to control lepidopteran and coleopteran pests not targeted by lady beetles. The
study comprised species common in cotton fields [Coleomegilla maculata De Geer, Cycloneda
sanguinea (L.), Eriopis connexa Germar, Harmonia axyridis (Pallas), Hippodamia convergens
Guérin-Méneville, Olla v-nigrum (Mulsant), and Brumoides froudasi (Mulsant) and one lady
beetle species [Curinus coeruleus Mulsant] from a non-cotton ecosystem. Dose-mortality curves
were estimated after topical treatment of adult lady beetles with lambda-cyhalothrin. Significant
variations in lady beetle susceptibility were observed between species and between populations of
a given species. Four populations of E. connexa exhibited resistance ratios from 11- to 38-fold
and, thus were considered to be resistant to lambda-cyhalothrin. Six and 16 populations of lady
beetles exhibited greater values of LDsg and LDgy, respectively, compared to the largest field rate
of lambda-cyhalothrin recommended to spray cotton fields. Based on LDsq values, 26 populations
of seven lady beetles species exhibited ratios of relative toxicity varying from 2- to 215-fold
compared to the toxicity of lambda-cyhalothrin for boll weevil, Anthonomus grandis Boh.
(Coleoptera: Curculionidae). These findings demonstrate that lady beetles can be selected for
resistance to lambda-cyhalothrin in the field and, should be considered for integration into pest

management programs that use the insecticide lambda-cyhalothrin.

KEY WORDS: Coccinellidae, pyrethroid, insecticide resistance, cotton crop
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Introducéo

A verdadeira integracdo de inimigos naturais e inseticidas no manejo integrado de pragas
somente sera obtida mediante 0 uso simultdneo de ambos. No entanto, inimigos naturais e
inseticidas sintéticos na maioria dos casos sdo incompativeis (Hoy 1990, Tabashnik & Johnson
1999), com raras excecOes onde o inseticida € mais toxico para a praga-alvo do que para o
inimigo natural, assim, conservando-0 no agroecossistema.

As joaninhas pertencem a um grupo de inimigos naturais, diversificado e amplamente
distribuido nos agroecossistemas (Giorgi et al. 2009). Como grupo, as joaninhas podem ser
consideradas extremamente polifagas (Weber & Lundgren 2009), com destaque para as espécies
benéficas que sdo predadoras vorazes de pulgbes, cochonilhas e acaros (Giorgi et al. 2009). Sabe-
se que as joaninhas constituem o principal grupo de predadores de pulgdes (Volkl et al. 2007),
praga da maioria das plantas de importancia econémica (revisado por van Emden & Harrington
2007). Assim, a conservacdo e aumento de coccinelideos nos agroecossistemas, como ferramenta
do manejo integrado de pragas, pode ajudar a suprimir surtos populacionais de pulgdes (Obrycki
et al. 2009), visto que a presenca de joaninhas no agroecossistema pode reduzir o crescimento
populacional de pulgdes no inicio da safra e a densidade dos mesmos durante a fase critica do
desenvolvimento da cultura (Powell & Pell 2007). Entretanto, faz-se necessaria a utilizacdo de
taticas de manejo que permitam a sobrevivéncia de joaninhas (Lundgren 2009).

Apesar do volume de informacgdo sobre evolugéo, fisiologia, comportamento e ecologia
trofica de coccinelideos (Hodek & Honek 1996, Weber & Lundgren 2009, Giorgi et al. 2009), a
interacdo deste grupo de inimigos naturais e inseticidas ainda é pouco estudada. Um dos
empecilhos para a expansédo do uso de joaninhas predadoras no controle bioldgico é resultante da
necessidade de aplicacOes de inseticidas no controle das pragas-alvo das joaninhas (hemipteros) e,
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principalmente, de outras pragas-chave da cultura, que em geral ndo sdo utilizadas como presas
preferenciais, tais como lepidopteros e coledpteros desfolhadores (Evans 2009). Nestes casos,
inseticidas de amplo espectro de acdo sdo frequentemente utilizados, sendo mais toxicos aos
inimigos naturais (Pathan et al. 2008). O inseticida piretroide lambda-cialotrina € um exemplo de
produto amplamente utilizado, recomendado para diferentes pragas em diversas culturas (BRASIL
2012), o qual pode entrar em contato com joaninhas predadoras no dossel das plantas tratadas. No
Brasil, as espécies de joaninhas que predominam como predadoras de pulgbes sdo Cycloneda
sanguinea (L.) (entre outras espécies de Cycloneda spp.) (Araujo-Siqueira & Almeida 2006),
Eriopis connexa Germar, Hippodamia convergens Guérin-Méneville, Coleomegilla maculata De
Geer, Olla v-nigrum (Mulsant) e, recentemente, Harmonia axyridis (Pallas) (Gassen 1986,
Gravena 2005, Torres et al. 2009).

Estudos retratando sobre a interacdo inseticida e inimigo natural tem sido realizado,
principalmente com enfoque no efeito de uma ou poucas doses de inseticidas, com intuito de
verificar a seletividade do produto a uma espécie ou grupo de inimigos naturais. Porém, faz-se
necessaria a averiguacdo da ocorréncia de casos de resisténcia e toxicidade relativa para inimigos
naturais. Principalmente, porque esses agentes de controle sdo pegas-chave no agroecossistema,
sendo indicados como primeira linha de defesa bidtica em programas de manejo de pragas
(Lugojja et al. 2001). Tal fato que estimulou Pathan et al. (2008), a estudar e detectar diferentes
populagdes de Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera: Chrysopidae) resistentes a
organofosforados e piretroides, inclusive ao lambda-cialotrina, com graus de resisténcia variando
de 21- a 97-vezes para este produto. Neste estudo, foi testada a hipotese de que populagdes de
joaninhas predadoras, a exemplo de artrépodes-pragas, podem ser selecionadas para resisténcia
aos inseticidas em campo. Para tanto, determinou-se a variagdo quanto ao grau de suscetibilidade
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ao lambda-cialotrina para diferentes espécies e populacdes de joaninhas predadoras coletadas em

diferentes regibes brasileiras.

Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Controle Bioldgico e Ecologia de
Insetos do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Coleta de Joaninhas Predadoras. Joaninhas predadoras das Subfamilias Chilocorinae e
Coccinellinae foram coletadas em diferentes localidades do Brasil (Tabela 1). Coletas manuais
foram realizadas entre Marco de 2009 a Agosto de 2011. Posturas, larvas, pupas ou adultos foram
conduzidos para o laboratério de Controle Biologico e Ecologia de Insetos da UFRPE. Adultos de
Brumoides foudrasi (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae) foram obtidos da criagdo mantida neste
laboratdrio de uma populacdo coletada em algodoeiro no municipio de Surubim-PE. J& os adultos
de Curinus coeruleus (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae) foram coletados em plantas do
género Clitoria fairchildiana Howard (Leguminosae: Papilionoideae) no campus da UFRPE. As
demais espécies foram coletadas em plantios comerciais de brassicas, algodoeiro, citros e milho,
conforme listado na Tabela 1. Dentre as espécies de joaninhas predadoras de pulgdes coletadas
destacam-se (n=populagdo): E. connexa (n=7), H. axyridis (n=5), H. convergens (n=6), C.
maculata (n=2), C. sanguinea (n=3) e O. v-nigrum (n=1). As espécies por serem comuns e de
importancia foram facilmente reconhecidas, e quando o reconhecimento era duvidoso foi
solicitada a identificacdo por especialista em Coccinellidae (prof. José Adriano Giorgi,
Universidade Federal do Para, PA, Brasil).
Criacdo de Joaninhas Predadoras. Todos os estagios de desenvolvimento das joaninhas
coletados em campo foram mantidos em populac@es isoladas a 25 + 1°C e 12h de fotofase. Ninfas
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e adultos de Ferrisia virgata (Cockerell) (Hemiptera: Pseudococcidae) foram utilizados como
presas para os adultos de B. foudrasi. Ja os adultos de C. coeruleus foram alimentados com
psilideos infestando plantas de C. fairchildiana. Para os adultos das demais espécies de joaninhas,
foram oferecidas folhas infestadas com pulgdes e uma dieta alternativa composta por levedura de
cerveja e mel, com intuito de estimular a producdo de ovos. Os adultos foram mantidos em
recipientes plasticos de 1L, com tampa apresentando perfuracdo revestida por tecido voil para
promover a circulacdo de ar. No interior dos recipientes, pedacos de papel-toalha foram
adicionados a fim de aumentar a superficie de locomocéo e servir como substrato para posturas.
Estas foram coletadas e mantidas em recipientes plasticos de 500 mL, até a eclosdo das larvas.
Quando as larvas atingiram o segundo instar, estas foram criadas em recipientes plasticos de 80
mL na densidade de trés larvas por recipiente. Pedacos de papel-toalha foram adicionados nos
recipientes para reduzir o risco de canibalismo entre as larvas. Ovos de Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) foram fornecidos como alimento, em quantidades de acordo com
a idade da larva. Os ovos de A. kuehniella foram obtidos de criacdo de laboratério, conforme
metodologia adaptada de Torres et al. (1995). A alimentagdo dos adultos foi similar a das larvas,
incluindo uma mistura de mel e levedura de cerveja na propor¢cdo 1:1, que foi disposta em
pedacos de papel-toalha e oferecida aos insetos.

Curvas de Dose-Mortalidade. O inseticida lambda-cialotrina foi usado a partir do produto
formulado Karate Zeon 50 CS (lambda-cialotrina 5% m/v — 50 g/L, Syngenta S.A., Sdo Paulo)
obtido em mercado especializado. Para cada espécie/populacdo de joaninhas, foram realizados
testes preliminares a partir da diluicdo do produto formulado em agua destilada, tendo por base a
dose 0,2 mg i.a. de lambda-cialotrina/mL e suas diluicbes seriais em fator de 10, a fim de
determinar o intervalo de doses resultando em mortalidades entre 0 e 100%. Esta dose foi obtida a
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partir da recomendacao de campo (400 mL do produto comercial/ha em 100 L de calda; 0,2 mg de
i.a. lambda-cialotrina/mL), empregada para o controle de Heliothis virescens (Fabr.) (Lepidoptera:
Noctuidae) na cultura do algodoeiro (BRASIL 2012).

O bioensaio foi realizado duas vezes para cada populacdo das espécies de joaninhas
testadas. Nos bioensaios, foi utilizado em média, um total de 180 joaninhas adultas com 8 a 10
dias de idade. A aplicacao do produto foi realizada com a deposig¢do de 0,5ul da respectiva dose na
parte ventral do abdome dos insetos empregando seringa Hamilton™ (25uL). No grupo controle,
foi aplicada somente agua destilada. Apods a aplicacdo das doses, os adultos foram mantidos em
placas de Petri (12 x 1,5 cm). A umidade foi fornecida através de um chumaco de algoddo
umedecido com solucdo de mel a 10% no interior de recipientes de 10 mL. Ovos de A. kuehniella
foram utilizados como presas. Em seguida, as placas de Petri foram mantidas em camaras
climaticas a 25 + 1°C e fotofase de 12h. O efeito knockdown foi avaliado apos 2h, e a mortalidade
apos 24h da aplicacdo do inseticida, sendo considerados individuos em knockdown ou mortos
aqueles adultos que foram postos com a parte ventral voltada para cima e que ndo conseguiram
retornar a posi¢do normal nos respectivos intervalos de avaliagéo.

Simultaneamente, a curva dose-mortalidade para uma populacdo do bicudo do algodoeiro,
Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) foi calculada, tratando adultos entre quatro
a cinco dias de idade, alimentados com folhas cotiledonares de algodoeiro durante este periodo.
Os adultos foram oriundos de botbes florais e magds coletadas em lavoura de algodoeiro
localizada no municipio de Surubim, PE (07° 53° 48,9 S e 35° 49’ 19,2 W) ao final da safra. Os
materiais coletados de campo foram acondicionados em gaiolas de emergéncia em laboratorio.
Foram testadas oito doses variando de 0,0025 a 0,140 mg de i.a. de lambda-cialotrina/mL,
diluidas em agua destilada e aplicadas de forma similar ao tratamento das joaninhas. Um total de
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190 insetos foi tratado em duas repeticdes com 10 a 14 insetos por repeti¢do, e 20 insetos nédo
tratados no controle.

Analises. O nimero de individuos que sofreram knockdown, mortos e vivos nos bioensaios foi
registrado para a determinacéo da dose knockdown (DKsp) e dose letal (DLso) de cada populacéo
ou espécie estudada, através da analise de Probit (Finney 1971), utilizando o programa Polo PC
(LeOra Software 1987). Testes de paralelismo e igualdade entre as curvas de dose-mortalidade
estimadas foram interpretados pelo teste de qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade. O
indice de recuperacdo dos sintomas (IRsp) foi obtido pela relacdo entre a DLsp € a DKs de cada
espécie ou populacdo de joaninhas predadoras. Para o calculo das razdes de resisténcia (RRsp),
das diferentes populacbes de C. maculata, E. connexa, H. axyridis e H. convergens, foi
considerada populacdo padrdo de suscetibilidade aquela que apresentou menor DK ou DLsy em
cada espécie estudada. A tolerancia relativa (TRsp) do produto entre as joaninhas foi estimada
tendo como espécie padrao de suscetibilidade C. coeruleus. Também, a TR foi calculada para as
espécies/populacbes de joaninhas em funcdo da DL estimada para o bicudo do algodoeiro. Os
IRs0, RRsg € TRsp, bem como os respectivos intervalos de confianga (1Cgsg,) foram calculadas pelo
método descrito por Robertson & Priesler (1992), sendo que as estimativas foram significativas,
quando o intervalo de confian¢a ndo incluiu o valor 1,0. Populagdes de joaninhas testadas foram
consideradas resistentes, se a razdo de resisténcia foi significativa e maior que 10 vezes (Torres-
Vila et al. 2002). Também, as DLsos e DLgos de cada espécie ou populacdo de joaninhas foram
comparadas a recomendacgéo de campo (400 mL do produto comercial/ha em 100 L de calda; 0,2
mg de i.a. lambda-cialotrina/mL), empregada para o controle de H. virescens na cultura do

algodoeiro.
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Resultados

Um total de 5.999 adultos foi utilizado para estimar a DLso para 28 populacBes de oito
espécies de joaninhas predadoras, que foram coletadas em diferentes locais e sistemas de cultivo.

Os dados de knockdown (DK) e de mortalidade (DL) obtidos nos bioensaios assumiram o
modelo de Probit (P > 0,05), exceto para os dados de knockdown de C. sanguinea, C. maculata,
H. axyridis coletada em Brasilia-DF, e H. convergens coletadas em Rondonopolis-MT e Londrina-
PR, visto que as menores doses utilizadas nos bioensaios para cada espécie ou populacdo
causaram 100% de knockdown ap6s 2h da aplicacdo do lambda-cialotrina ou ndo se ajustaram ao
modelo proposto (Tabela 2 e 3).

As espécies C. coeruleus, B. froudasi e O. v-nigrum apresentaram DKsgs correspondentes a
0,0002; 0,007; e 0,010 mg/mL, respectivamente, enquanto que suas DLses foram 0,0007; 0,0009;
0,054 mg/mL, respectivamente (Tabela 2). Os IRsgs para C. coeruleus, B. froudasi e O. v-nigrum
corresponderam a 3,37; 1,31 e 5,30 vezes, respectivamente (Tabela 2).

Foram estudadas trés populacbes de C. maculata e quatro de C. sanguinea. As DLsgs para
C. maculata variaram de 0,014 a 0,067 mg/mL. Assim, a RRsy variou de 2,10 a 4,63-vezes,
respectivamente (Tabela 3). As DLses estimadas para C. sanguinea variou de 0,048 a 0,143
mg/mL. A populagcdo de Cha Grande foi a referéncia de suscetibilidade, produzindo RRsgs
variando de 1,86- a 2,97-vezes. Para as diferentes populagdes de C. maculata e de C. sanguinea,
os indices de recuperacdo de sintomas nao foram calculados, visto que ndo foi possivel estimar a
DKso.

As DKsgs para as diferentes populacdes de H. axyridis variaram de 0,005 a 0,023 mg/mL,
enquanto que as DLsgs variaram de 0,015 a 0,044 mg/mL. Os IRsy apresentaram valores variando
de 1,5 a 2,8 vezes. A populacdo padréo de suscetibilidade foi a de Vigosa-MG, com DKsy e DLsg
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de 0,005 e 0,015 mg/mL (Tabela 3). Assim, em funcdo da DKs, as RRsgs variaram de 1,62 a 4,35
vezes, ja em relacdo a DL50s, RRsos variaram de 1,3 a 3,1 vezes (Tabela 3).

Os valores de DKy para as diferentes populagdes de E. connexa variaram de 0,02 a 0,82
mg/mL, enquanto que as DLsos variaram de 0,04 a 1,46 mg/mL. Baseando-se nas DKsgs e DLsoS
de cada populacdo os valores de IRsy variaram de 1,64 a 6,21 vezes. A populacdo de Frei
Miguelinho foi considerada referéncia de suscetibilidade por apresentar menores DKsy € DLs,
isto €, 0,02 e 0,04 mg/mL, respectivamente (Tabela 3). Se analisarmos as DKspS, as RRsoS
variaram de 1,3 a 34,8 vezes, enquanto que para as DLsgs, variaram de 2,0 a 37,7 vezes (Tabela
3).

Para as diferentes populacGes de H. convergens, as DKsgs estimadas variaram de 0,007 a
0,06 mg/mL. Ja as DLss variaram de 0,02 a 0,25 mg/mL. Assim, 0s IRsos para H. convergens
variaram de 3,4 a 4,1 vezes. Considerando as estimativas de DKsy e DLsp, a populacdo de
Jaboticabal foi aquela que apresentou maior suscetibilidade, com 0,007 e 0,02 mg/mL,
respectivamente (Tabela 3). Desta forma, as RRsgs em relagdo a DKsp variaram de 1,0 a 8,7 vezes,
enquanto que em funcéo da DLz, foram de 1,1 a 10,6 vezes (Tabela 3).

O lambda-cialotrina produziu maior toxicidade a C. Coeruleus, sendo referéncia de
suscetibilidade para célculos da tolerancia relativa (TRso) entre as espécies de joaninhas
estudadas. Com relacdo as DKsps estimadas, a tolerancia relativa variou de 26,59 a 4062,3 vezes,
enquanto que em funcdo da DLses variou de 14,3 a 2136,0 vezes. Em comparacdo as demais
especies, cinco das sete populacBes de E. connexa apresentaram as maiores tolerancias relativas
(Tabelas 2 e 3).

Quando as DLss estimadas para cada espécie/populacdo de joaninhas foi comparada a
maior concentracdo recomendada do lambda-cialotrina pelo fabricante para o controle de pragas
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no algodoeiro, € observado que a DLs, estimada para B. foudrasi foi aproximadamente 11,1 vezes
menor que a concentracdo recomendada do lambda-cialotrina. Contudo, cinco populacdes de E.
connexa e uma populacdo de H. convergens, comuns no agroecossistema algodoeiro,
apresentaram DLses superiores a concentracdo recomendada, variando de 1,2- a 7,3- vezes (Fig.
2A). As demais espécies e populac6es de joaninhas estudadas apresentaram DLses menores que a
concentracdo recomendada, com destaque para as populacdes de H. axyridis, com valores
variando de 0,15- a 0,44- vezes (Fig. 2A). Se observarmos as DLgys estimadas para cada
espécie/populacdo de joaninhas, somente duas populac@es de C. sanguinea e as populacdes de C.
maculata, H. axyridis e B. foudrasi apresentaram DLggs inferiores a concentracdo recomendada de
campo (Fig. 2B).

Com relacdo a praga, A. grandis, as DLsy e DLgy foram correspondentes a 0,006 e 0,030
mg/mL, respectivamente. Também, em funcdo destas estimativas foi observado que 26 e 25

populacdes de sete espécies, respectivamente, sdo mais tolerantes ao lambda-cialotrina que a

praga (Fig. 2).

Discusséo

O uso de inseticidas de forma a preservar 0s inimigos naturais é uma das principais metas
daqueles preconizadores do controle biolégico como método fundamental para o manejo
integrado de pragas. Os impactos negativos do uso dos inseticidas sobre 0s inimigos naturais
podem ser minimizados de vérias formas (Ruberson et al. 1998, Johnson & Tabashnik 1999), mas
os inseticidas tem sido abusivamente empregados nos agroecossistemas por varias raz0es,
incluindo a premissa de controle total a partir da utilizacdo de um inseticida de largo espectro de
acao. Portanto, grande impacto destes produtos sobre as populacdes de inimigos naturais nos
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agroecossistemas € esperado, em razdo de que estes agentes de controle tém sido caracterizados
naturalmente mais suscetiveis que as pragas (Croft & Brown 1975).

Conforme ocorre para artropodes-pragas, a variagdo na suscetibilidade de inimigos naturais
a inseticidas estd relacionada a fatores operacionais, ecofisiologicos e genéticos de
especies/populacdes em estudo (Georghiou & Taylor 1977a, 1977b). Desta forma, a maior
suscetibilidade apresentada por algumas das espécies/populacfes de joaninhas estudadas pode ser
resultante da menor exposicdo aos inseticidas em campo. Por exemplo, C. coeruleus é uma
espécie predadora de psilideos e foi coletada em plantas de C. fairchildiana, utilizada para
arborizacdo urbana (Lorenzi 1992) e; portanto, ndo sendo expostas ao inseticida lambda-
cialotrina. Do mesmo modo, a suscetibilidade verificada em espécies de joaninhas que foram
coletadas em culturas, para as quais o lambda-cialotrina é recomendado, parece ser dependente do
local de coleta em razdo do sistema de conducdo da cultura. Isto porque nas localidades de
Remigio, Surubim, Frei Miguelinho e Cha Grande, as culturas do algodoeiro e brassicas sdo
conduzidas conforme moldes de agricultura familiar ou cultivo organico, onde ndo se tem
histérico de uso de inseticidas.

De modo surpreendente, algumas populagdes de joaninhas toleraram doses mais elevadas do
que aquelas recomendadas em rotulo para controle da praga. As populacBes de E. connexa,
coletadas nas culturas do algodoeiro e brassicas em Vicosa, Jaboticabal, Bezerros e Rondondpolis,
apresentaram grande variacdo na suscetibilidade ao lambda-cialotrina, com algumas apresentando
resisténcia. Provavelmente, este resultado é referente ao histérico de uso de inseticidas, uma vez
que nestas areas de coleta as culturas sdo conduzidas de forma convencional. Independente da
regido do Brasil, o controle quimico € o principal método adotado para 0 manejo de pragas nestas
culturas (Villas-Boas et al. 2004, Richetti et al. 2004). Até quatro aplicacfes de inseticidas por
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semana em repolho, incluindo misturas de inseticidas ou em rotacdo de dois ou trés produtos
diferentes sdo realizadas, sem observacdo de critérios técnicos realizadas (Castelo Branco et al.
2001), e entre 12 a 16 aplicacdes durante uma safra de algodao no Cerrado (Richetti et al. 2004).
Assim, 0 uso intensivo e indiscriminado de inseticidas tém resultado na evolugdo de populacbes
de pragas de brassicas e do algodoeiro para resisténcia a inseticidas (Silva et al. 2011, Oliveira et
al. 2011, Santos et al. 2011), mas também de inimigos naturais (este estudo, populacbes de E.
connexa Ec-Vi e Ec-Jb). Apesar do registro de resisténcia em inimigos naturais ndo ser relatado
com frequéncia, o presente estudo relata pela primeira vez no Brasil o fenbmeno de resisténcia a
inseticidas em populacdes de joaninhas predadoras.

A variabilidade na suscetibilidade das populacbes de H. convergens ao lambda-cialotrina
ndo foi semelhante a observada para as populacGes de E. connexa. No entanto, a populacdo de H.
convergens proveniente de Ribeirdo Preto apresentou nivel moderado de resisténcia (>10-vezes).
No estado da Georgia, EUA, a ocorréncia de H. convergens em plantios de algodoeiro ndo-Bt
apos aplicacdo do inseticida lambda-cialotrina para o controle de lagartas das macas, foi um
indicativo da seletividade do lambda-cialotrina em favor a esta espécie (Torres & Ruberson 2005).
Posteriormente, sendo a resisténcia confirmada pelos resultados de variacbes no grau de
suscetibilidade de populacdes de H. convergens coletadas em plantios de algodoeiro nos estados
da Georgia e Kansas, EUA (Ruberson et al. 2007).

As populacdes de H. axyridis estudadas apresentaram-se suscetiveis ao lambda-cialotrina.
Esta espécie foi recentemente introduzida no Brasil, com primeiro registro em 2002 no Parana
(Almeida & Silva 2002). Desde entdo, tem sido registrada em diferentes estados brasileiros
(Torres et al. 2009), com menor periodo de exposicdo a inseticidas. De fato, a alta suscetibilidade
de H. axyridis ao lambda-cialotrina também foi citada por Torres & Ruberson (2005) e Ruberson
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et al. (2007), quando comparada a diferentes espécies de joaninhas predadoras, apesar do maior
tempo de estabelecimento na area do estudo. Isto sugere que algumas espécies podem apresentar
fatores genéticos que, conjuntamente a fatores ecoldgicos e operacionais, podem leva-las a evoluir
mais rapidamente para resisténcia do que outras.

As DLsos estimadas para as diferentes espéecies de joaninhas foram comparadas a
concentracdo recomendada do lambda-cialotrina na cultura do algodoeiro, independente de terem
ou ndo sido coletadas nessa cultura, uma vez que todas espécies podem apresentar ocorréncia
natural no algodoeiro. Entretanto, somente as espécies O. v-nigrum, as populacdes de E. connexa
Ec-Su e Ec-FM coletadas em algodoeiro, a populacao de H. convergens Hc-Ld coletada em milho,
e as populacdes de H. axyridis Ha-Ld e Ha-DF coletadas em milho e algodoeiro, respectivamente,
apresentaram DLso inferior a recomendacdo do produto para uso. De modo geral, as
concentracdes recomendadas de qualquer inseticida sdo capazes de produzir efeito letal na
populacdo da praga-alvo na ordem de aproximadamente 95% independentemente da densidade
populacional (Knipling 1979). Desta forma, a DLgy do lambda-cialotrina para as espécies e
populacbes de joaninhas estudadas mostra uma dose superior em 59% das espécies/populactes
estudadas baseado na maior concentragdo recomendada pelo fabricante do lambda-cialotrina, bem
como 92% das espécies/populacdes referente a DLgo estimada para o bicudo do algodoeiro, o qual
requer uso intensivo de inseticidas para controle.

As joaninhas apresentaram recuperacdo dos sintomas ap6s 24h da aplicagdo do lambda-
cialotrina, independente da interpretacdo de resisténcia ou ndo. Fato interessante é que as espécies
de joaninhas que apresentam alta suscetibilidade ao lambda-cialotrina, também demonstraram alta
recuperacdo de sintomas, incluindo O. v-nigrum com IRs; na ordem de cinco vezes e,
possivelmente, C. sanguinea e C. maculata que ndo permitiram estimar valores de knockdown.
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Também, apesar de terem sido denominadas populagdes padrdes de suscetibilidade, as populactes
de E. connexa coletada em Frei Miguelinho e H. convergens em Vicosa apresentaram indice de
recuperacdo semelhante as populacdes resistentes, sendo a Unica diferenca observada em fungéo
da dose do produto aplicado. Conforme outros inseticidas piretroides, o lambda-cialotrina é um
composto éster, formado por um acido e alcool meidtico (Elliott & Janes 1978), que pode ser
substrato tanto de esterases quanto de monooxigenases de funcdo mista (Yamamoto et al. 1971).
Sabe-se que estes sistemas enzimaticos participam da producdo de compostos utilizados na
manutencdo de processos vitais (Scott 1991), tais como o hormaonio juvenil (Hammock 1975) e o
ecdisobnio (Kappler et al. 1988), e também atuam na destoxificacdo de xenobioticos. Assim, este
resultado sugere a possivel participacdo do metabolismo de joaninhas, para producéo de toxinas e
de substancias que atuam na defesa de estagios vulneraveis contra a predacdo (Agarwala & Dixon
1992), que pode indiretamente atuar na destoxificacdo de inseticidas, como por exemplo, o
lambda-cialotrina. Este fenbmeno teria ainda uma grande importancia na sobrevivéncia e
manutencdo das populacbes em campo, visto que ao recuperar dos sintomas somente apos 24
horas, as joaninhas poderiam reduzir suas exposi¢cdes aos residuos ainda altos na cultura, ou
mesmo evitariam alimentar-se de insetos intoxicados.

O nicho explorado por cada espécie aliado ao padrdo de dispersdo durante ou apds a
aplicacdo de inseticidas no agroecossistema pode direcionar a evolucdo da resisténcia nas
joaninhas predadoras. Em geral, larvas e adultos de E. connexa sdo observados forrageando na
parte inferior de plantas ou no solo, com adultos apresentando baixa propensdo ao voo. Se
considerarmos que as doses de inseticidas consideradas baixas para controle de pragas podem ser
relativamente altas para inimigos naturais (Tabashnik & Croft 1982), a exposic¢éo de E. connexa
na parte inferior de plantas ou no solo, onde o residuo de inseticida € menor pode contribuir para
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evolucdo da resisténcia, por se constituir em estratégia de baixa dose. Desta forma, justifica-se a
ocorréncia de quatro populacdes de E. connexa resistentes ao lambda-cialotrina. Apesar de adultos
e larvas de C. maculata, O. v-nigrum, H. convergens e H. axyridis estarem mais expostos a
inseticidas no dossel das plantas, a propensdo de adultos ao se deslocarem para areas sem
aplicacdo de inseticidas, pode reduzir a pressao de selecdo para resisténcia nestas espécies.

Em geral, os estudos de suscetibilidade de joaninhas predadoras a inseticidas s@o restritos a
verificacdo de mortalidade de ovos, larvas ou adultos quando submetidas a uma ou poucas doses,
considerando apenas dose ou subdose do inseticida (Tillman & Mulrooney 2000, Gusmaéo et al.
2000, Cosme et al. 2007). E, assim, informaces reais sobre a suscetibilidade das populacGes ou
sobre fatores que expliquem as variacdes da suscetibilidade ndo sdo usualmente obtidas. O
presente estudo da um enfoque mais preciso do que pode estar acontecendo em campo com as
populacdes de predadores, bem como pode gerar informagcbes que eventualmente venham
aumentar o estabelecimento de espécies em campo promovendo o controle de bioldgico de
pragas. Existe um alto grau de variabilidade na suscetibilidade ao lambda-cialotrina entre as
espécies e populacBes de joaninhas estudadas. Principalmente, para E. connexa que apresentou
populagdes com os maiores graus de resisténcia a este inseticida, e assim, poderiam ser
selecionadas em laboratorio ou telados em periodos de entressafra para posterior liberacdo. Esta
possibilidade norteard a integracdo simultanea do uso do controle biolégico e controle quimico no

manejo integrado de pragas.
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Tabela 1. Descricdo das localidades e agroecossistemas onde foram coletadas as populagdes

estudadas de joaninhas predadoras.

Species Locales (County-State) Acronym Geographic coordinates Crops/exposure
. . 07°53°48,9”S L a
Gurnus coerdlews ] S 419w S
. - 08°01°46,5” S xa
Ofavmonm ] RemigoP® MR sestmrw oo
- . . 07°5348,9” S xnd
Brumoides foudrast ] S B 33491927 oo
. 11°28°43,2” S A
Rio Real-BA Cs-RR 37°59°40.1" W Citros
Cha Grande-PE Cs-CG 08 15, 14’?, S Repolho e couve®
. 35°30°0,3” W
Cycloneda sanguinea 20°46' 06" S
' C
Vicosa-MG Cs-Vi 42°52'10.1" W Repolho
. 07°53°48,9” S xa
_____________________________ S ssavaepw AR
N 08°15°14,4” S a
Chéd Grande-PE Cm-CG 35°30°03" W Couve
. - 22°46°15" S Sa
Coleomegilla maculata Seropédica-RJ Cm-Se 43°41° 07" W Milho
. 07°53°48,9”S xnd
_____________________________ I S swavioew o AR
—_— 21°12'26" S e
Ribeirdo Preto-SP Hc-RP 47°51 48" W Citros
. 21°14°0,9” S b
Jaboticabal-SP Hc-Jb 48°19° 0.9 W Nabo
. 23°11°43,3”S e
_ _ Londrina-PR Hc-Ld 51°10° 7227 W Milho
Hippodamia convergens 160497737 S
. - 5 xAC
Rondonépolis-MT Hc-Rd 54°50° 678" W Algodéo
- 20°46' 06" S ¢
Vigosa-MG Hc-Vi 42°52' 10.1" W Repolho
- 15°45°51”S x b
_____________________________ B e apspw AR
. 21°14°0,9” S b
Jaboticabal-SP Ha-Jb 48°19° 0.9 W Nabo
. 23°11°43,3”8S STAC
Londrina-PR Ha-Ld 51°10°72.2" W Milho
. - . 23°11'53.5" S S b
Harmonia axyridis Itatinga-SP Ha-It 48°36' 1" W Eucalipto
. 20°46'06" S I
Vigosa-MG Ha-Vi 42°52'10.1" W Milho
- 15°45°51”S x b
_____________________________ B e apsrw AR
. 21°14°0,9” S b
Jaboticabal-SP Ec-Jb 48°19°0.9" W Nabo
s 16°49°7,3” S X c
Rondondpolis-MT Ec-Rd 54°50° 678" W Algodéo
) . 20°46' 06" S c
Vigosa-MG Ec-Vi 42°52'10.1" W Repolho
. . 07°53°48,9”S xa
Eriopis connexa Surubim-PE Ec-Su 35049° 19.2” W Algodéo
x 08°15°14,4” S a
Cha Grande-PE Ec-CG 35°30°03" W Couve
S 07°55°90,1” S x b
Frei Miguelinho-PE Ec-FM 350517 45.6” W Algodao
Bezerros-PE Ec-Bz 08°13°70,7" S Repolho®

35°43°66,6” W

“Improvavel exposicao a agrotoxicos (sistema de platio organico ou agroecolégico); "Provavel exposicdo (bordadura
de plantios convencionais ou pequenas areas com diversos sistemas de plantio); e “Exposicdo frequente (sistema

convencional).
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Tabela 2. Suscetibilidade de trés espécies de joaninhas predadoras ao inseticida piretroide lambda-cialotrina. Nota = n, NUmero

de adultos; GL, graus de liberdade; e EP, erro padréo.

knockdown Mortalidade
. Inclinacédo DKsg TRsg Inclinacéo DL TRsg IRs5
Espécies n N 5 N 5 s
+EP (1C 95%) (1C95%) + EP (1C 95%) (1C95%) (1C95%)
Olla v-nigrum 265 6 164+0,28 0,010 50,53 1,58 +£0,24 0,054 79,58 5,30
(0,004-0,017) (21,90-116,59)* (0,037-0,072) (50,53-125,33)*  (2,59-10,87)*
Brumoides froudasi 128 4 250%0,48 0,007 36,96 1,86 £ 0,39 0,009 14,32 1,31
(0,005-0,009) (20,46-66,77)* (0,007-0,013) (9,19-22,32)* (0,88-1,94)
Curinus coeruleus 166 6 1,23+0,26 0,0002 - 1,66 £0,28 0,0007 - 3,37
(0,0001-0,0004) (0,0004-0,0013) (1,80-6,29)*

DK e DL - dose (mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) que produz efeito knockdown e mortalidade, respectivamente; “TR - tolerancia relativa e intervalo de confianca
a 95%, sendo as DK e DL de C. coeruleus referéncia de suscetibilidade; °IR - indice de recuperagdo de sintomas e intervalo de confianca a 95%; *TRs, € IRso
foram calculados através do método de Robertson & Preisler (1992), sendo significativos quando o intervalo de confianca ndo incluiu o valor 1,0.
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Tabela 3. Suscetibilidade de populagdes de joaninhas (Coccinellidae) ao lambda-cialotrina. Nota = n, NUmero de adultos; GL,

graus de liberdade; e EP, erro padrao.

) knockdown Mortalidade
Espécies/
5 Inclinacéo + KDso RRso TRso Inclinacdo + DLso RRso TRso IRso
Populages n
EP (1C 95%)* (1C95%)? (1C95%)° EP (1C 95%)* (1C95%)? (1C95%)° (1C95%)*
Coleomegilla maculata
x 0,067 4,63 97,97
Cha Grande 251 4 NE NE NE NE 5,18 £ 0,90 (0,06-0,07) (3,5-6,1)* (70,34-136,43)* NE
- 0,028 2,10 44,54
Seropédica 222 3 NE NE NE NE 3,01+0,58 (0,024-0,036) (15-2.9) (30,7-64,6)* NE
. 0,014 21,16
b ] S S oo R asgzzoar "
Cycloneda sanguinea
. 0,143 2,97 210,46
Vigosa 165 4 NE NE NE NE 4,02+0,85 (0,067-0.185) (2338 (144.1-307.5)* NE
. 0,093 1,92 135,86
Rio Real 229 4 NE NE NE NE 3,10 £ 0,49 (0,049-0,124) (1,5-2.4)* (93,8-196,8)* NE
. 0,089 1,86 131,57
Surubim 150 4 NE NE NE NE 3,85+0,67 (0,067-0,118) (15-2.3)* (92,3-187.5)* NE
x 0,048 70,90
+ -
e ] e R 1 2 1= B aortorys M
Harmonia axyridis
. 0,044 3,09 65,40
Brasilia 153 4 NE NE NE NE 3,16 £ 0,61 NE
(0,035-0,053) (1,67-5,72)* (45,08-94,90)*
. 0,023 4,35 115,70 0,035 2,32 51,34 1,49
Londrina 215 4 3,85+0,52 3,27+0,45
(0,019-0,027) (2,7-6,9*  (65,8-203,5)* (0,029-0,041) (1,64-3,30)* (35,84-73,54)* (1,18-1,90)
. 0,009 1,62 43,03 0,021 1,37 30,29 2,37
Jaboticabal 320 5 3,04 £0,47 2,39+0,24
(0,007-0,010) (1,0-2,6) (24,3-76,2)* (0,016-0,026) (0,96-1,95) (21,04-43,61)* (1,82-3,09)*
. 0,010 1,92 50,93 0,019 1,28 28,31 1,87
Itatinga 174 5 4,89 +£0,96 3,09 £0,52
(0,008-0,012) (1,2-3,1) (28,9-89,6)* (0,014-0,025) (0,88-1,85) (18,77-42,70)* (1,43-2,45)*
) 0,005 26,6 0,015 22,10 2,80
Vigosa 214 4 1,70+£0,32 - 1,48 +0,24 -
(0,003-0,008) (13,3-53,1)* (0,011-0,020) (14,16-34,50)* (1,64-4,77)*
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Tabela 3. Continuacéo.

Knockdown Mortalidade

Espécies/ Inclinagéo + KDsp RRso TRso Inclinagéo + DLso RRso TRso IRso
Populacdes EP (IC 95%)* (1C95%)? (1C95%)° EP (IC 95%)* (1C95%)? (1C95%)° (1C95%)"
Hippodamia convergens
Ribeirdo Preto 223 3 2:37+058 (0,0[2?;10) (3,88-’2701,1)* (1232,2-57’22,8)* 338048 (0,1352-3,33) (7,02?1'2,291)* (253,:2—15?2,36)* (z,ojié,zss)*
Rondondpolis 185 6 NE NE NE NE 1642046 12107 o 4’507_’1212'58)* (160;‘232'35)* NE
Brasilia %0 5 215+038 (0,0(1)6?3?056) (2,215,3)* (91,%5?20)* 2:41£0,38 (0,1(1)61-3?170) (3,7212?95)* (134;?—72’:;;61)* (2,52,:2,174)*
Londrina 28 6 NE NE NE NE 1542038 002005 —_— 1;2)?55)* (39’52_71";;33)* NE
Vigosa 178 4 194040 (0,0%23)7,01) (0,517'?27,00) (18,?%?0)* 113+0.16 (0,0(1)5?2,04) (0,515-121,09) (20,63;)7-'67;13)* (1,8;25,322)*
Jaboticabal 825 3 1092005 (0,0%23)7,01) - (16?69;6)* 0.99£0,12 (0,08'79?),06) ; (20,7?1?;91)* (1,8:2312?70)*
Eriopis connexa

3665,59
Vigosa 37 4 2912040 (0,3%-714,01) (22,321-2141,6)* giglé?; 2:35+0,36 (1,211‘5116,69) (24,?;37-'5?33)* (149517%2&?578,5)* (1,;3,66)*

4062,33
Jaboticabal 225 5 321050 (0,3%?12,14) (24??91,8)* %226?* 217040 (1,110'?12,70) (23?7?;5764,8)* (1425,(;8-;5414,8)* (1,;;?4)*
Rondonopolis 216 5 1,10+041 (o,ogél-g,sz) (1,8222,6)* (196,746:25:4,8)* 218+0,48 (0,7%?322) (16,2;’3?81,4)* (9671,3—121(3?;,6)* (1,86—'2221,0)*
Bezerros 224 5 232:035 (o,ooé-lo7,24) (4,97—’12(?6)* (464??13950,2)* 3.11£0.39 (0,3%847) (7,2?1'2,54)* (4145,2-155?1:,5)* (1;13?2)*
Cha Grande 186 5 511xl2 (0,006-108,23) (5,27-'1501,9)* (482,857—?53;1,8)* 437+ 087 (o,z%iise) (5,68—’1326,5)* (3374:;?6;23,8)* (1,212,24)*
o = e <0’°%?§°4> <0,18'?21,1) (77;5-22;192,4)* 103020 (o,o(ifcilz) (1,;12?4)* (eg,lztl-i’s?,llo,z)* (1,51:73)*
Frei Miguelinho 260 5 228+030 001002 o1 (6319121720 - 1272017 0020; o7 ; e 4?363;;5)* (1,&(25‘,16)*

DK e DL - dose (mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) que produz efeito knockdown e mortalidade, respectivamente; “RR- razéo de resisténcia e intervalos de confianca a 95%; *TR -
tolerancia relativa e intervalos de confianca a 95%; °IR - indice de recuperagéo de sintomas e intervalos de confianca a 95%; *RRs,, TRso € IRs, foram calculados através do método
de Robertson & Preisler (1992), sendo significativos quando o intervalo de confianga ndo incluiu o valor 1,0; NE - valores ndo estimados.
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mg a.i./mL mg a.i./mL
Figura 1. Representacdo das DLsg (A) e DLy (B) em mg/mL para 26 populacGes de sete espécies de joaninhas predadoras coletadas em
varias localidades do Brasil em relacdo a maior dosagem do lambda-cialotrina recomendada (0,1 mg/mL) e as DLso € DLgo calculada
para o bicudo do algodoeiro Anthonomus grandis. Simbologia indica as DLs para popula¢fes de Eriopis connexa (1), Harmonia
axyridis (A), Hippodamia convergens (O), Coleomegilla maculata (<), Olla v-nigrum (@), Brumoides froudasi (*), e Cycloneda

sanguinea (<).
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CAPITULO 3
HERANCA DA RESISTENCIA AO LAMBDA-CIALOTRINA EM Eriopis connexa (GERMAR)

(COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)*

AGNA R.S. RODRIGUES?, JORGE B. TORRES?, HERBERT A.A SIQUEIRA? E DANIEL P.A. LACERDA?

’Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

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

'Rodrigues, A.R.S. J.B. Torres, H.A.A Siqueira & D.P.A. Lacerda. Heranca da resisténcia ao
lambda-cialotrina em Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae). Submetido ao
Biological Control.
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RESUMO - A joaninha Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae) ocorre
naturalmente em diversos agroecossistemas no Brasil, como predadores de pulgbes e outras
espécies de corpo macio. Esta ampla ocorréncia pode estar expondo os individuos as
pulverizacdes para o controle de pragas resultando em niveis variaveis de tolerancia ao inseticida
lambda-cialotrina. Este trabalho foi conduzido visando confirmar a ocorréncia de resisténcia nesta
espécie ao lambda-cialotrina, bem como caracterizar a heranca da resisténcia apos dez geracoes de
progressiva selecdo baseando-se na DLs determinada na geragdo F1. Curvas de dose-mortalidade
foram obtidas para as populacdes parentais e as progénies oriundas dos cruzamentos reciprocos e
retrocruzamento. A herdabilidade realizada por E. connexa ao lambda-cialotrina requer acima de
50 geracdes para aumento em 10 vezes a DLsy,. Com base nos resultados, a resisténcia de E.
connexa ao lambda-cialotrina pode ser caracterizada como autossémica e incompletamente
dominante. Ja em relacdo ao modelo de heranca, os resultados indicam que a resisténcia pode ter
influéncia de um gene principal com participacdo possivelmente de genes secundarios.
Adicionalmente, ao considerar a resisténcia em E. connexa em funcdo das doses utilizadas, a
resisténcia varia de funcionalmente dominante a funcionalmente recessiva. Estas observagoes
indicam que E. connexa pode ser selecionada em campo e provavelmente ter a resisténcia
aumentada em condicbes de laboratério e a caracterizacdo realizada neste estudo € um passo
importante, criando oportunidade para uso integrado do controle bioldgico e quimico no manejo

de pragas.

PALAVRAS-CHAVE: Coccinellidae, controle bioldgico, piretroide, genética, herdabilidade
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INHERITANCE OF RESISTANCE TO LAMBDA-CYHALOTHRIN IN Eriopis connexa

(GERMAR) (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)

ABSTRACT - Lambda-cyhalothrin is widely used to control pests in various Brazilian crop
ecosystems, in which the lady beetle Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae)
occurs naturally. Therefore, lady beetle populations are exposed to lambda-cyhalothrin sprays that
may fostes tolerance to this insecticide. This study was conducted to confirm the occurrence of
resistance in E. connexa to lambda-cyhalothrin and to characterize the inheritance of resistance
after progressive selection with insecticide dosages based on the LDsy determined for the F1
generation. Dose-mortality curves were determined for parental populations, F1 hybrids and
backcrossed progenies. The heritability of the resistance to lambda-cyhalothrin in E. connexa
indicates over 50 generations to increase the LDso10-fold. The resistance ratios of field collected
and selected population were 38.3 and 58.4 folds, respectively. The resistance of E. connexa to
lambda-cyhalothrin was characterized as autosomally inherited and incompletely dominant, and
influenced by a major gene with possible influence of secondary genes. Additionally, the
resistance in E. connexa varies from functionally dominant to functionally recessive depending on
the dose used. These findings indicate that insecticide resistance in E. connexa can be selected in
the field and subsequently enhanced under laboratory conditions. Its characterization presented

here is an important step toward linking biological and chemical control within pest management.

KEY WORDS: Coccinellidae, biological control, pyrethroid, genetics, heritability
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Introducéo

A resisténcia de artrépodes a inseticidas e acaricidas tem sido um dos grandes entraves no
controle quimico de pragas. Aproximadamente 600 espécies de insetos e acaros foram registrados
como resistentes a um ou mais principios ativos (Whalon et al. 2011), mas poucos casos estao
relacionados a inimigos naturais (menos que 10% do total das espécies), sendo em sua maioria
acaros predadores (Croft 1990, Whalon et al. 2011). O baixo numero de relatos de resisténcia em
inimigos naturais esta provavelmente associado a falta de documentacdo, a pré-adaptacdo
diferencial e a limitacdo de alimento (Croft & Morse 1979). Segundo Tabashink & Johnson
(1999), a presenca de inimigos naturais resistentes em campo nao tém despertado tanto interesse
guanto a ocorréncia de resisténcia em artrépodes pragas e, portanto, o nimero de casos de
inimigos naturais resistentes pode ser subestimado. A hipotese da pré-adaptacdo diferencial retrata
o fato de que fitéfagos possuem mecanismos bioquimicos que podem promover uma melhor
adaptacdo a inseticidas e acaricidas sintéticos quando comparados aos inimigos naturais (Croft &
Morse 1979). Isto porque fitdfagos apresentariam maior capacidade de destoxificar tais produtos,
uma vez que eles sdo frequentemente desafiados pelas defesas metabolicas das plantas (Plapp &
Bull 1978). A limitacdo de alimento refere-se a escassez de presas e/ou hospedeiros para 0s
inimigos naturais que sobrevivem ap6s as pulverizagdes de produtos ndo seletivos, tendo como
principais conseqliéncias, a dispersdo destes para outras areas em busca de alimento e falhas em
sua reproducéo (Georghiou 1972).

Apesar destas diferencas bioecologicas, inimigos naturais podem desenvolver resisténcia a
inseticidas e acaricidas, através de selecOes realizadas pelas aplicacdes de produtos para controle
de artrépodes-pragas (Theiling & Croft 1988). Acaros da familia Phytoseiidae tém sido relatados
e estudados como modelos de inimigos naturais resistentes a acaricidas (Hoy 1990, Poletti &
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Omoto 2003). Adicionalmente, a ocorréncia de resisténcia de diferentes populacdes de
Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera: Chrysopidae) a organofosforados e piretroides foi
relatada no Paquistdo (Pathan et al. 2008), tendo a base genética, a resisténcia cruzada, 0s
mecanismos de resisténcia, 0 custo adaptativo e potencial predatorio investigados (Sayyed et al.
2010, Pathan et al. 2010).

O conhecimento da resposta de joaninhas predadoras a inseticidas tem sido limitado a
toxicidade ou presenca de efeitos subletais (Tillman & Mulrooney 2000, Cosme et al. 2007). No
entanto, existe uma variabilidade de resposta de diferentes espécies de joaninhas predadoras a
inseticidas (Tillman & Mulrooney 2000, Gusméo et al. 2000, Michaud 2002, Torres & Ruberson
2005, Ruberson et al. 2007, Cosme et al. 2007, Leite et al. 2010, Cap. 2). Registros de populacbes
de joaninhas predadoras resistentes a inseticidas estdo restritos a estudos na década de 70, com
Coleomegilla maculata (De Geer) (Coleoptera: Coccinellidae) na cultura do algodoeiro aos
inseticidas DDT, parationa metilica e monocrotofos (Head et al. 1977, Graves et al. 1978). Além
disso, Croft (1990) menciona Stethorus punctum (LeConte) e Stethorus punctillum (Weise)
(Coleoptera: Coccinellidae) como exemplos de espécies de joaninhas resistentes quando aplicado
azinfos-metil na cultura de macieira. Entretanto, nos estudos citados por este autor encontram-se
apenas relatos da possibilidade de ocorréncia de seletividade em campo de inseticidas piretrdides
em favor de S. punctum (Hull & Starner 1983) e a ndo reducdo da populacdo de S. punctillum apés
a pulverizacdo de pomares de macieira com os inseticidas fosalone, pirimicarbe e diflubenzuron
(Pasqualini & Malavolta 1985). Somente recentemente, uma populacdo de Stethorus gilvifrons
(Muls.) coletada em pomar de macieira foi caracterizada com valor 10,9 vezes para a razdo de

resisténcia ao bifentrin baseado na CLso (Kumral et al. 2011). Estes resultados ilustram a falta de
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informacdo em tal grupo de inimigos naturais apesar de possivel selecdo para resisténcia a
inseticidas em condi¢des de campo e laboratorio.

Desenvolvidos inicialmente na década de 70, os inseticidas piretroides possuem ampla
recomendacdo e apresentam eficacia para o controle de uma grande variedade de artropodes
pragas (Elliott & Janes 1978). O impacto destes inseticidas em varios grupos de inimigos naturais,
tais como acaros, crisopideos e himendpteros parasitdides, foi resumido por Croft (1990). O
piretroide lambda-cialotrina tem sido amplamente utilizado para controle de lagartas
desfolhadoras, porém sendo considerado pouco seletivo a inimigos naturais, ocasionando
geralmente efeitos letais (Ruberson & Tillman 1999, Cosme et al. 2007, Leite et al. 2010). O
lambda-cialotrina é registrado no Brasil para uso em culturas, nas quais a presenca da joaninha
predadora Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae) é observada. E. connexa é uma
espécie neotropical presente em diversas culturas anuais e fruteiras (Gyenge et al. 1998), sendo
importante predadora de pulgdes, moscas-brancas e cochonilhas. Recentemente, populagdes de E.
connexa coletadas em campo tém exibido variabilidade quanto a tolerancia ao lambda-cialotrina
que varia em até 7,3 vezes a dose recomendada (Rodrigues dados ndo publicados).

ApoOs a deteccdo de populagdes de inimigos naturais resistentes, estudos visando o
conhecimento da evolucdo e da base genética da resisténcia ao inseticida em foco é fundamental,
uma vez que estes podem auxiliar no desenvolvimento de programas que minimizem o uso de
inseticidas (Landis et al. 2000) ou que permitem a utilizacdo de produtos ndo seletivos quando os
mesmos sdo necessarios. Inicialmente, experimentos foram conduzidos visando confirmar a
ocorréncia de resisténcia em E. connexa, e assim, verificar o efeito de selegdes subsequentes na

resisténcia observada, utilizando para isto a estimativa da DLso. Tendo por base estes resultados,
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foram realizados experimentos com intuito de investigar o modo de heranca da resisténcia em E.

connexa.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Controle Bioldgico e Ecologia de Insetos do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob 25 +
1°C e 12h fotofase. Ovos de Anagasta (=Ephestia) kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
foram oferecidos como presa para larvas e adultos de E. connexa. A metodologia de criacdo de A.
kuehniella foi adaptado de Torres et al. (1995). Para adultos de E. connexa também foi oferecido
uma mistura de mel e levedura de cerveja (1:1) como fonte complementar de alimentacéo.
Lambda-cialotrina. Nos bioensaios de selecdo para resisténcia foi utilizado o produto formulado
Karate Zeon 50 CS (lambda-cialotrina 5% m/v- 50 g/L, Syngenta S.A., S&o Paulo-SP), enquanto
que nos bioensaios de heranca da resisténcia foi utilizado o lambda-cialotrina em grau técnico
(99,5%, Chem Service, West Chester, PA), entretanto em ambos estudos os resultados sé&o
expressos em ingrediente ativo (mg/mL).
Obtencdo das Populacdes de E. connexa Suscetivel e Resistente. Duas populagdes de E.
connexa foram coletadas sendo uma em cultivo de algodoeiro no municipio de Frei Miguelinho,
PE, a 07° 55° S ¢ 35° 51 W, em Julho de 2009 e, outra, em cultivo de brassicas no municipio de
Vicosa, MG, a 20° 45” S ¢ 42° 51 W, em dezembro de 2008. As DLses foram estimadas para
ambas as populacGes a partir de aplicacdes topicas de 0,5uL de diferentes doses do produto
formulado Karate Zeon 50 CS na parte ventral do abdome dos adultos utilizando uma seringa de
Hamilton™ (25 pL). As DLses (em mg de i.a. de lambda-cialotrina/mL) foram determinadas nas
geracOes F2 e F1 das populagdes de Frei Miguelinho e Vigosa, respectivamente. As DLsos foram
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de 0,038 e 1,45 mg/mL para Frei Miguelinho e Vicosa, respectivamente. Tendo por base estes
resultados, a populacao de Frei Miguelinho € aproximadamente 38 vezes mais suscetivel do que a
populacdo de Vigosa. Além disso, a DLsy da populacdo de Vicosa foi 7,3 vezes maior que
recomendacdo para o controle de pragas na cultura do algodoeiro no Brasil (400 mL do produto
comercial/ha em 100 L de calda; 0,2 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) (BRASIL 2012). Assim, a
populacdo de Frei Miguelinho foi denominada suscetivel (Ec-FM) e a populacdo de Vigosa
resistente (Ec-Vi). Para determinar a heranca da resisténcia foram utilizados adultos das
populacdes Ec-FM e Ec-Vi nas geracbes F4 e F10, respectivamente.

Criacdo das PopulacGes de E. connexa Suscetivel e Resistente. As populagdes de E. connexa
foram mantidas em coldnias isoladas. Adultos de cada populacdo foram acondicionados em
recipientes plasticos de 1L com tampa de tela feita com tecido voil para permitir a circulacdo de
ar. No interior dos recipientes, pedacos de papel toalha foram adicionados, servindo como
substrato para posturas. Estas foram transferidas para recipientes plasticos de 500 mL. Apos a
eclosdo, trés larvas foram transferidas e criadas em recipientes plasticos de 80 mL. No interior dos
recipientes plasticos, pedacos de papel toalha foram adicionados, a fim de reduzir o risco de
canibalismo entre as larvas. O alimento, ovos de A. kuehniella, foi oferecido em abundancia de
acordo com a idade da larva.

Selecdo de E. connexa Utilizando Lambda-cialotrina. Os estudos relacionados a selecdo de
populacgdes para resisténcia foram conduzidos com a populacdo de E. connexa resistente (Ec-Vi).
O estudo de selegdo foi iniciado com a DLsy estimada na geragdo F; (DLsp = 1,45 mg/mL),
utilizando o produto formulado Karate Zeon 50 CS. Quatro subsequentes geracdes de E. connexa
foram submetidas a selecdo (F,-Fs) e na geracdo Fg uma nova DLsp foi estimada. Em seguida,
subsequentes geracgdes foram selecionadas (F7-F11) e na geragdo F;, uma nova DLs, foi obtida,
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correspondendo a 2,22 mg/mL. Baseando-se nas DLsgs estimadas e inclinagdes da reta para as
geracdes F1 e F12, e mortalidade média observada, foram calculados a herdabilidade (h?) e o
numero de geracdes (G) necessario para aumento em 10 vezes a DLs inicial, conforme descrito
por Falconer (1989).

Curva de Dose-Mortalidade. As doses (mg i.a./mL) utilizadas nos bioensaios foram previamente
determinadas e preparadas por diluir o produto formulado Karate Zeon 50 CS em agua destilada e
o lambda-cialotrina em grau técnico em acetona. No minimo 5 doses com 10 a 20 insetos por
repeticdo foram testadas, produzindo 0 a 100% de mortalidade. O bioensaio foi realizado duas
vezes para cada populacdo de E. connexa. Nestes bioensaios, a testemunha foi tratada somente
com agua destilada ou acetona.

A aplicacao das doses foi realizada com a deposi¢do de 0,5ul da respectiva dose na parte
ventral do abdome dos insetos, utilizando seringa de 25uL (Hamilton™). Os insetos apds serem
tratados foram acondicionados em placas de Petri (12 x 1,5cm), forrados com papel de filtro. No
interior da placa, foram oferecidos ovos de A. kuehniella como presa e um chumaco de algodéo
contendo mel a 10% no interior de recipientes de 10 mL como umidade e complemento alimentar.
Em seguida, as placas de Petri contendo os insetos foram mantidas em camaras climéticas tipo
B.O.D., com temperatura regulada a 25 * 1°C e fotofase de 12h. Nos bioensaios, a mortalidade foi
avaliada apo6s 24h do tratamento, sendo individuos mortos aqueles que nao foram capazes de
voltar a posi¢cdo normal quando colocado de ventre para cima.

Efeito Maternal e Ligacdo ao Sexo da Resisténcia em E. connexa. Neste estudo, foram
utilizados adultos de E. connexa provenientes da populacdo suscetivel “S” (Ec-FM) e da
populacéo resistente selecionada ao lambda-cialotrina “R” (Ec-Vi). Para averiguar se a resisténcia
ao lambda-cialotrina é autossdmica ou ligada ao sexo foram realizados cruzamentos reciprocos
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entre machos (n=30) e fémeas (n=30) virgens das duas populaces, a fim de obter insetos de dois
tipos de heterozigotos (progénie F1), os SR (& suscetivel x @ resistente) e RS (& resistente x 9
suscetivel). Para a realizacdo dos cruzamentos reciprocos, as fémeas e 0s machos virgens dos
parentais foram mantidos em caixas de acrilico transparente para permitir livre escolha de
parceiro. Cada populacdo de heterozigotos (SR e RS) foi mantida separadamente objetivando
obter adultos para os bioensaios a fim de estimar curvas de dose-mortalidade.

Para determinar se a resisténcia € monogénica ou poligénica, machos (n=30) e fémeas
(n=30) virgens de E. connexa oriundos da progénie F; foram retrocruzados com machos (n=30) e
fémeas (n=30) virgens da populacdo parental suscetivel (Ec-FM), uma vez que esta populagédo
apresentou o fendtipo mais distinto quando comparada a progénie F1. Segundo Tabashnik (1991),
esta escolha tem a capacidade de aumentar o poder do teste do retrocruzamento em distinguir 0s
modelos de heranca. Assim, adultos da progénie F; e da populacdo suscetivel (Ec-FM) foram
acasalados em caixas de acrilico transparente, conforme descrito para 0s cruzamentos reciprocos.
A populacéo obtida a partir do retrocruzamento foi mantida separadamente para ser utilizada nos
bioensaios para obtencdo da curva de dose-mortalidade, bem como testar o modelo monogénico
de heranca da resisténcia, considerando oito doses de lambda-cialotrina.

Dominancia em Fungdo da Dose de Lambda-cialotrina. Neste experimento, foram utilizados
adultos com 8 a 10 dias de idade das populacfes suscetivel (n=25), resistente (n=26) e F;
agrupado (n=51-55) por dose de lambda-cialotrina testada. Quatro doses previamente
estabelecidas, correspondentes a 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 mg/mL em grau técnico foram aplicadas em
diferentes grupos de joaninhas de cada populacéo, e 0 grupo testemunha foi tratado somente com
acetona. A aplicacao das doses foi realizada com a deposi¢ao de 0,5ul da respectiva dose na parte
ventral do abdome dos insetos, utilizando seringa de Hamilton™ 25uL. Apés a aplicacdo do
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lambda-cialotrina, os insetos foram mantidos conforme descrito nos bioensaios de curva de dose-
mortalidade. A mortalidade de adultos de E. connexa para as quatro doses foi avaliada ap6s 24h
do tratamento.

Analises. O numero de individuos mortos e vivos nos bioensaios de selecdo e heranca da
resisténcia foi registrado para a determinagdo da DLsp de cada populacdo ou progénie estudada,
através da andlise de Probit (Finney 1971), utilizando o programa POLO-PC (LeOra Software
1987). Testes de paralelismo e igualdade entre as curvas de dose-mortalidade estimadas foram
interpretados pelo teste de qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade. A razdo de resisténcia
(RRsp) e o respectivo intervalo de confianca (ICgse) entre as populacdes/progénies foram
calculados pelo método descrito por Robertson & Preisler (1992), sendo que populagdes ou
progénies apresentam razdes de resisténcia significativa ao lambda-cialotrina, quando o intervalo
de confianca ndo inclui o valor 1.

As hipoteses de resisténcia autossémica ou ligada ao sexo em E. connexa foram analisadas a
partir das curvas de dose-mortalidade obtidas para adultos da progénie F;, oriundos de
cruzamentos reciprocos entre adultos da populacéo suscetivel (Ec-FM) e da populagdo resistente
(Ec-Vi). A partir da DLsp estimada para a progénie F; (SR, RS e F; agrupado) e para as
populacOes parentais suscetivel (Ec-FM) e resistente (Ec-Vi), o grau de dominancia da resisténcia
foi determinado seguindo o método de Stone (1968): D = [(2 63 — 0, — 01) / (62— 01)]. Onde, D =
grau médio de dominancia; 6; = logiy (DLsg) da populacdo suscetivel; 6, = logiy (DLsg) da
populacéo resistente; e 63 = logip (DLso) da populagéo heterozigota (progénie F;). Assim, se D =
1, indica dominancia completa; 0 < D < 1, indica dominancia incompleta; -1 < D < 0, indica

recessividade incompleta; e D = -1 indica recessividade completa. O erro padrdo do grau de
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dominéancia foi calculado utilizando a férmula descrita por Lehmann (1966), e interpretado
segundo Preisler et al. (1990).

A heranca monogénica ou poligénica em E. connexa foi inicialmente estimada pela
comparacao entre as inclinacdes das retas e variancias da populacéo suscetivel, e das progénies F;
agrupado e retrocruzada. Ja o teste direto para heranca monogénica foi baseado no ajuste entre a
mortalidade observada da progénie oriunda do retrocruzamento a uma determinada dose de
lambda-cialotrina e a mortalidade esperada nesta mesma dose, calculada como descrito por
Tabashnik (1991): Yx = 0,5 (Wg + WSss), onde Wg e Wss correspondem as mortalidades
observadas (W) da progénie F; agrupado e da populacdo suscetivel (Ec-FM) na dose X,
respectivamente. O valor do qui-quadrado foi calculado, a partir das mortalidades observadas no
retrocruzamento e das mortalidades esperadas segundo a férmula descrita por Sokal & Rohlf
(1981): ¥* = (F, — pn) / pan, onde F; corresponde ao niimero de mortos da progénie retrocruzada
na dose x; p corresponde a mortalidade esperada; n corresponde ao numero total de individuos da
progénie retrocruzada; e g = 1 - p. Desta forma, a hipétese de herangca monogénica é rejeitada (P <
0,05), se o valor de qui-quadrado calculado para cada dose é maior que o tabelado considerando
um grau de liberdade.

O numero minimo de genes (ng) influenciando a resisténcia foi obtido através do método de
Lande (1981), utilizando a férmula: ng = (6, — 01)% / 8o¢%, onde 6; e 6, correspondem ao logso
(DLso) da populagéo suscetivel e resistente, respectivamente. E, o> pode ser estimado através da
formula: os> = 2 o’ — 2 op1® - 0,5 61° + 0,5 o5°, onde orc’, of1%, 61° € o,° correspondem as
variancias da progénie retrocruzada, da F; agrupado, da populagdo suscetivel e resistente,

respectivamente.
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A dominancia em funcédo da dose (h) foi calculada a partir da formula descrita por Hartl
(1992): h = (wq2 - Wap) / (W11 - W), Onde wii, Wi € W, correspondem ao desempenho calculado
para individuos homozigotos dominantes, heterozigotos e homozigotos recessivos,
respectivamente. Para os individuos homozigotos dominantes, o fitness foi definido como 1. Ja o
fitness para heterozigotos e homozigotos recessivos foi obtido pela relacdo entre a sobrevivéncia
observada dos adultos da progénie F; agrupado ou da populacdo suscetivel (Ec-FM) e a
sobrevivéncia observada dos adultos da populacdo resistente (Ec-Vi). Os valores de h variam
entre 0 (recessividade completa) e 1 (dominancia completa). Se h corresponde a 0,5 (codominante
ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade incompleta) e 0,5 < h < 1 (dominancia

incompleta).

Resultados

Selecdo de E. connexa Utilizando Lambda-cialotrina. Os dados de mortalidade obtidos nos
bioensaios de selecdo para a populacdo de E. connexa, provenientes das geracdes F; e Fip,
assumiram o modelo de Probit (x2 ndo significativo, P > 0,05). Houve um acréscimo significativo
na DLso entre as geracOes Fi e Fi2 [RRso: 1,53 (1,26-1,84)]. Também, as inclinagdes das retas
foram significativamente diferentes entre as geracdes F; e Fi, [teste de paralelismo (x*; = 6,099; P
< 0,05; GL = 1)] (Tabela 1). A herdabilidade (h?) entre as geraces (F1-Fi,) correspondeu a 0,03
sendo estimado aumento na ordem de 10 vezes da DLsg ap6s 54,5 geracdes (Tabela 1).

Efeito Maternal e Ligacao ao Sexo da Resisténcia em E. connexa. Os bioensaios de heranca de
resisténcia mostraram que as inclinagdes das retas variaram de 2,08 a 3,71, indicando que as
populacbes/progénies de E. connexa foram homogéneas em relacdo a mortalidade ocasionada

pelo lambda-cialotrina (Tabela 2). Como as inclinagdes das retas ndo foram paralelas (teste de
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paralelismo, P < 0,05), as DLsgs € DLggs das populacdes/progénies de E. connexa foram estimadas.
A DLsy estimada com o produto em grau técnico referente a populacdo Ec-FM foi de 0,009
mg/mL, enquanto que para a populacdo Ec-Vi foi de 0,213 mg/mL. Com base na DLsq calculada,
a populacéo selecionada (Ec-Vi) foi 21,9 vezes mais resistente quando comparada a populacao
suscetivel (Ec-FM) (Tabela 2).

As populagdes resultantes dos cruzamentos reciprocos, JEc-FM x QEc-Vi ¢ QEc-FM X
J'Ec-Vi, apresentaram DLsgs de 0,117 e 0,166 mg/mL, respectivamente (Tabela 2). Também, foi
observado que estas progénies ndo apresentaram DLsgs significativamente diferentes entre si
incluindo o valor 1 [RRsouceswy : (0,60-1,67)]. Desta forma, os dados de mortalidade foram
analisados em conjunto, formando o F; agrupado, resultando em uma DLsy, de 0,139 mg/mL
(Tabela 2). Para as progénies resultantes dos cruzamentos reciprocos 3Sx Y R, d Rx @ Se F;
agrupado, as raz@es de resisténcia foram de 12,0; 17,0 e 14,3 vezes, respectivamente (Tabela 2),
numericamente inferiores aquela da populacdo parental R que foi de 21,9 vezes.

Os graus de dominancia (D) da resisténcia em E. connexa, calculado a partir das DLsgs
foram de 0,61; 0,84; e 0,72 para as progénies F; provenientes de 3Sx $ R, d Rx 2 Se F1
agrupado, respectivamente. Considerando os erros padrdes estimados calculados pela formula de
Lehmann (1966) para cada D, a resisténcia em E. connexa foi considerada incompletamente
dominante (Tabela 2).

A inclinacdo da reta estimada para a progénie retrocruzada ndo foi significativamente
diferente entre a populacdo suscetivel e a progénie F1, indicando que ndo houve aumento da
variacdo genética na progénie retrocruzada. O teste direto indicou que os desvios obtidos entre as
mortalidades esperadas e observadas ndo foram significativos para sete das oito doses testadas
(Fig. 1). Para a dose 0,0075 mg/mL, a mortalidade observada (4,3%) foi significativamente menor
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que a mortalidade esperada (22,9%). Entretanto, a diferenca média entre as mortalidades
esperadas e observadas para as oito doses utilizadas foi correspondente a 7,7% (x> = 10,77; P =
0,092) (Tabela 3). Desta forma, empregando o método de Lande (1981), o numero minimo de
genes influenciando a resisténcia de E. connexa ao lambda-cialotrina pode ser de
aproximadamente 3.

Dominancia em Funcdo da dose de Lambda-cialotrina. A dominancia efetiva calculada (h)
mostrou ser dependente da dose utilizada (Tabela 4). Na menor dose, correspondente a 0,01
mg/mL, a resisténcia foi considerada funcionalmente dominante (h = 1). Entretanto, na maior
dose utilizada deste inseticida, correspondente a 0,5 mg/mL, a resisténcia apresentou-se como

funcionalmente recessiva (h = 0,07).

Discussdo

Estudos acerca da deteccdo, mecanismos envolvidos e heranca da resisténcia a inseticidas
em inimigos naturais sdo escassos e inexistentes com joaninhas predadoras. A falta de informacéo
ndo nos permite tracar um padrdo para 0 grupo, ou mesmo para a espécie estudada. Desta forma,
os resultados apresentados servem como referéncia para futuros estudos de resisténcia de
joaninhas a inseticidas piretréides.

O numero de geragdes estimado para aumento em 10 vezes da resisténcia detectada em E.
connexa, baseando-se na DLsg calculadas nas geracgdes F; e Fy, foi relativamente alto. Entretanto,
observou-se um aumento significativo da DLsy (34,6%) e da inclinagdo da reta com as selecdes.
Aumentos significativos da inclinacdo da reta indicam reducdo da variagdo genética da populacao
(Tabashnik 1991). Esta reducdo na variabilidade genética reflete no ganho para resisténcia e pode
estar associada ao lento aumento na resisténcia através das geracOes selecionadas. Tambem, isto
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pode estar relacionado ao menor numero de adultos selecionados a cada geracao (entre 100 a 200
adultos), quando comparado a estudos com artrépodes-pragas (He et al. 2009, Li & Liu 2010). No
entanto, devemos considerar que a criacdo de joaninhas em laboratdrio requer uso de presas
naturais e consideravel espaco fisico, quando comparada a outras espécies que podem ser criadas
em dietas artificiais ou alimento natural e mantidas em grandes grupos por recipiente de criagéo,
sem reduzir o desempenho da espécie. Vale ressaltar que o nimero de adultos de E. connexa
testados corresponde ao que foi utilizado por Sayyed et al. (2010) ao estudar a herdabilidade da
resisténcia de C. carnea a diferentes piretroides, inclusive ao lambda-cialotrina. De modo geral, as
selecBes podem ter contribuido para reduzir a variabilidade da populacdo com uma resposta
menos acentuada a selecao.

Considerando a razdo de resisténcia em espécies-praga que podem variar em fator de
centenas de vezes (Croft & Morse 1979, Croft & Theiling 1990), a razdo de resisténcia
determinada para a populacdo de joaninha neste estudo, bem como a selecdo para a resisténcia
apos 10 geracOes de selecdo é relativamente baixa. No entanto, vale salientar que a razdo obtida
de 21,9 vezes com o lambda-cialotrina puro sugere que E. connexa sobrevivera as aplicacdes do
inseticida quando este for utilizado para o controle de outros insetos-praga empregando o produto
comercial nas respectivas dosagens recomendadas. As DLses (mg/mL) estimadas para as
populagdes de E. connexa coletadas de campo e selecionada (1,45 e 2,22 mg/mL) sdo 7,3 e 11,1
vezes superior a recomendacdo do lambda-cialotrina para pulverizar campos de algodoeiro (400
mL do produto comercial/ha em 100 L de calda; 0,2 mg de ia. Lambda-cialotrina/mL). Além
disso, as doses recomendadas do inseticida devem controlar a praga-alvo em cerca de 90%,
independente da densidade populacional (Knipling 1979). Desta forma, a tolerancia diferencial
entre a praga e o inimigo natural ndo precisa ser de grande valor numerico, mas sim o suficiente
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para garantir a sobrevivéncia do inimigo natural. Estudos em gaiolas em campo comprovam esta
hipdtese, pois cerca de 80% dos adultos de E. connexa provenientes da populacdo resistente
selecionada, confinados por 24h em plantas pulverizadas com lambda-cialotrina na dose
recomendada ou até 5x esta dose apresentaram sobrevivéncia similar aquelas confinadas em
plantas ndo pulverizadas, enquanto que uma das pragas mais importantes do algodoeiro,
Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), e a populacdo suscetivel de E. connexa
exibiram somente 20 e 0% de sobrevivéncia, respectivamente (A.F. Spindola, dados nao
publicados). Individuos de E. connexa caracterizados como resistentes neste estudo foram
coletados em plantios convencionais de couve onde um amplo nimero de espécies podem ser
expostos a pulverizacdo de inseticidas, tal como a aplicacdo de lambda-cialotrina para o controle
da traca-das-cruciferas. Estes registros de uso de inseticidas para controle de pragas sdo utilizados
para explicar a selecdo para resisténcia em campo (Keiding 1986). Além disso, os resultados
obtidos neste estudo abrem novas opcOes para a utilizacdo do lambda-cialotrina e a jaoninha E.
connexa em programas de manejo integrado de pragas. Também, estes resultados sugerem selecdo
para resisténcia em campo ao lambda-cialotrina e que a selecdo em condicdes de laboratério pode
aumentar os niveis de resisténcia, fato desejavel para a manutencdo das espécies benéficas nos
campos de producéo.

As DLsgs estimadas para as progénies F; ndo foram significativamente diferentes entre si e
entre a populacéo resistente Ec-Vi, demonstrando que a resisténcia em E. connexa ao inseticida
lambda-cialotrina € autossomicamente herdada e incompletamente dominante. Este padrdo de
heranca tem sido observado para outras espécies de insetos de diferentes grupos quando tratados
com inseticidas piretroides, tais como, Culex pipiens quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae)
(Hardstone et al. 2007), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) (Balasubramani et al.
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2008), Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) (Bielza et al. 2008),
Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) (Cardozo et al. 2010) e Chrysoperla carnea
(Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) (Sayyed et al. 2010).

Apesar da resisténcia em E. connexa ser caracterizada como incompletamente dominante, a
dominéncia ndo representa uma propriedade intrinseca de um alelo (Sved & Mayo 1970), visto
que a sua expressdo pode ser variavel em fungdo da dose utilizada (Bourguet et al. 2000). Outros
estudos tém mostrado que a resisténcia pode variar de funcionalmente dominante a recessiva,
quando utilizadas diferentes doses de inseticidas, apresentando padrdo semelhante ao observado
no presente estudo (Liu & Tabashnik 1997, Sayyed et al. 2000, Zhao et al. 2000, Alves et al.
2006, Sayyed et al. 2008, Shad et al. 2010).

Os resultados do teste direto indicam que a hipdtese do modelo monogénico de heranca
pode ser aceita em 87,5% das doses testadas. Segundo Tabashnik (1991), altas e baixas doses,
bem como doses proximas a DLsy da populacdo retrocruzada ndo podem ser consideradas
indicativas do nimero de genes, uma vez que estas possuem pouco efeito em discriminar entre os
modelos de heranca monogénicos e poligénicos, mesmo quando utilizando um consideravel
namero de amostras. Outros parametros também foram considerados com intuito de inferir acerca
dos modelos monogénicos e poligénicos de heranca. Foram estimados no minimo trés genes
contribuindo para a resisténcia em E. connexa e ndo foi observada reducdo significativa da
estimativa da inclinacéo da reta para a populacdo do retrocruzamento em comparacao a populacdo
suscetivel e a progénie F;. Estes resultados ndo sugerem aumento da variagdo genética e heranca
monogénica.

A populagdo de E. connexa resistente foi selecionada previamente durante 10 geracGes em
laboratdrio. Sabe-se que selecbes em laboratdrio produzem, em geral, resisténcia poligénica
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(Oppenoorth 1984). Isto porque os alelos que conferem resisténcia podem estar em baixa
frequéncia na populacdo de campo ou sua selecdo pode ser influenciado pelo nimero de
individuos utilizados a cada geracdo, fato que favorece a selecdo de genes secundarios. Segundo
Roush & McKenzie (1987), selecdes em laboratorios sdo realizadas com o intuito de permitir
individuos sobreviventes a cada geracdo. Assim, tais selecbes podem permitir o acumulo de
muitos genes com pequeno efeito, resultando em resisténcia poligénica. Selecdes que geram
modelos monogénicos de heranga sdo mais provaveis para populacdes que tém sido previamente
expostas a um especifico grupo de inseticida ou que apresente resisténcia cruzada, e assim, sendo
selecionadas em campo (Roush & Plapp 1982). Os resultados obtidos indicam que pode existir
um gene principal conferindo resisténcia em E. connexa, entretanto pode ter ocorrido acimulo de
genes secundarios apos as selecdes realizadas em laboratério, como descrito por Roush &
McKenzie (1987).

A documentacdo de casos de resisténcia em inimigos naturais é ainda incipiente,
principalmente, considerando os coccinelideos. Anteriormente a identificagdo desta populagdo, o
registro de resisténcia em joaninhas predadoras ocorreu nas décadas de 70, com C. maculata.
Nesta situacdo, as razGes de resisténcia foram de 11,2 vezes quando utilizado a parationa metilica
(Head et al. 1977) e, 14,6; 28,9; e 12 vezes com os inseticidas DDT, parationa metilica e
monocrotofds, respectivamente (Graves et al. 1978). Recentemente, Kumral et al. (2011)
relataram S. gilvifrons resistente ao bifentrin (RRsp = 10,9). Contudo, a caracterizagdo da
resisténcia ndo foi realizada como apresentada neste estudo. A partir da verificacdo de resisténcia
em E. connexa e da caracterizagdo da heranca, estudos visando identificar o mecanismo de
resisténcia, a ocorréncia de resisténcia cruzada, a presenca de custo adaptativo, a avaliacdo do
potencial reprodutivo, ou mesmo a resposta comportamental em areas tratadas podem ser
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realizados para melhor entendimento do processo e, assim, poder explorar o potencial desta
populacédo nos programas de manejo integrado de pragas.

Com base nos resultados de 10 selecBes progressivas, a herdabilidade da resisténcia ao
lambda-cialotrina em E. connexa é baixa apesar dos niveis significativos de resisténcia detectados
em campo. A resisténcia em E. connexa € autossomal e incompletamente dominante quando
utilizado o inseticida lambda-cialotrina. O modo de heranca mostra ser associada a um gene
principal com influencia de genes secundarios. Além disso, a resisténcia varia de funcionalmente
recessiva a dominante a depender da dose utilizada. Segundo Sayyed et al. (2010), C. carnea foi o
primeiro inimigo natural que apresentou resisténcia do tipo incompletamente dominante quando
utilizada a deltametrina. Para estes autores, a presenca de genotipos heterozigotos pode reduzir o
custo adaptativo da resisténcia e, assim, contribuir para a manutencédo da resisténcia na populacéo.
Vale ressaltar que E. connexa e C. carnea sdo importantes agentes de controle bioldgico de
pulgdes. Desta forma, populacdes resistentes podem ser utilizadas como uma ferramenta adicional
no manejo integrado de pragas, principalmente quando inseticidas pouco seletivos sdo necessarios

para o controle de pragas ndo-alvo destes grupos de inimigos naturais.
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Tabela 1. Parametros e estimativa da herdabilidade realizada (h?) do lambda-cialotrina em

Eriopis connexa e numero de geracfes (G) para aumentar a resisténcia em 10 vezes com base na

DLs inicial.

Parametros

GeragOes F1-F12

Estimativa da resposta

Logio (DLso inicial)
LOglo (DL50 flnal)

Resposta a selecéo (R)

0,1629
0,3463

Estimativa da selecéo diferencial

Sobrevivéncia apds selecéo (S)
Intensidade de selecdo(l)?
Inclinacdo inicial £ EP
Inclinacdo final £ EP

Desvio padréo do fenoétipo (o)
Selecéo diferencial (S)

h2
G

2,35+0,35

5,98 +1,45
0,24
0,70
0,03
54,51

*Segundo Falconer (1989).
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Tabela 2. Toxicidade do lambda-cialotrina para populagdes suscetivel, resistente, dos cruzamentos reciprocos F; (& Sx @ R) e

(& Rx 2 S) e do retrocruzamento (F; agrupado x S) de Eriopis connexa. Nota = n, nimero de adultos testados; GL, grau de liberdade;

EP, erro padrdo; e %, teste de qui-quadrado.

Populacao/

Inclinagéo

DLso

RRso

DLgo

RRgo

- GL DDso+EP° DDgo+EP*
Progenlel +EP (|C95%)2 (ngs%)3 50 (|Cg5%)2 (|Cg5%)3 %0 £
Ec-FM (S) 209 5 2,08 £0,28 0,009 - - 0,040 - - 2,16
(0,008-0,013) (0,027-0,075)

Ec-Vi (R) 194 5 3,71+0,45 0,213 21,87 - 0,473 11,74 - 3,57
(0,177-0,258)  (15,94-30,01) (0,376-0,653) (6,75-20,45)

S x QR 160 3 2,94 + 0,47 0,117 12,01 0,61 +0,09 0,319 7,95 1,11+0,17 042
(0,091-0,145) (8,54-16,87) (0,243-0,505) (4,39-14,40)

JdR QS 156 3 2,50+ 0,36 0,166 17,03 0,84 + 0,09 0,542 13,47 0,68+0,19 0,53
(0,129-0,209)  (12,01-24,14) (0,399-0,881) (7,29-24,90)

Fi agrupado 316 3 2,59 0,27 0,139 14,26 0,72 + 0,08 0,434 10,80 0,93+0,15 0,30
(0,116-0,163)  (10,50-19,38) (0,349-0,589) (6,23-18,70)

Fy a_grupado XS 201 6 2,10 £ 0,25 0,038 3,95 - 0,156 3,90 - 4,22
(0,028-0,053) (2,50-6.24) (0,105-0,276) (1,84-8,28)

Progénies resultantes dos cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos; “DL - dose (mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) que produz

mortalidade; ®Razéo de resisténcia, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992) e intervalo de confianca a 95% das

estimativas da DLsg e DLgo; “Grau de dominancia.
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Tabela 3. Teste direto para heranca monogénica da resisténcia ao lambda-cialotrina em
Eriopis connexa, comparando as mortalidades esperadas e observadas do retrocruzamento (F;

agrupado x Ec-FM).

Doses (mg/mL)  Mortalidade Observada (%)  Mortalidade Esperada (%)* v

0,0010 0,0 0,0 -

0,0050 4,5 10,0 0,73™
0,0075 4,3 22,9 4,44*
0,0100 18,2 26,0 0,69
0,0500 47,8 53,7 0,32"
0,1000 78,3 68,2 1,08™
0,2500 100,0 88,2 3,08™
0,5000 100,0 98,2 0,43"
Total - - 10,77™

"Mortalidade esperada na dose x = 0,5 (% mortalidade de F; agrupado em x + % mortalidade de
Ec-FM em x).

"Nao significativo e *significativo a 5% de probabilidade com base no teste de qui-qudrado.
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Tabela 4. Dominancia efetiva para populacdes susceptivel (Ec-FM) e resistante (Ec-Vi) e

progénie F1 agrupado em Eriopis connexa sobreviventes quando submetidas ao tratamento com

diferentes doses do lambda-cialotrina.

Populagéo/ . 0 2 3

Dose (mg/mL) Progénie" n Mortalidade (%) Desempenho h
Ec-FM 25 52,0 0,48

0,01 Ec-Vi 26 0 1 1
F, agrupado® 51 0 1
Ec-FM 25 92,0 0,08

0,05 Ec-Vi 26 0 1 0,83
F, agrupado 52 15,4 0,85
Ec-FM 25 100 0

0,10 Ec-Vi 26 15,4 1 0,64
F, agrupado 55 36,4 0,64
Ec-FM 25 100 0

0,50 Ec-Vi 26 96,1 1 0,07
F, agrupado 53 92,4 0,07

'Ec-FM e Ec-VI sdo as populacBes suscetivel e resistente, respectivamente; e F; agrupado
corresponde a soma dos individuos hibridos provenientes dos cruzamentos reciprocos entre as
populacgdes parentais.
“Desempenho corresponde a taxa de sobreviventes entre as populacdes suscetivel (Ec-FM) e Fy

agrupado, e a populacao resistente (Ec-VI).

30s valores de h variam entre 0 (recessividade completa) e 1 (dominancia completa). Se os valor
de h corresponde a 0,5 (co-dominante ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade

incompleta) e 0,5 < h <1 (dominancia incompleta).
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Figura 1. Curvas de dose-mortalidade para as populacdes de Eriopis connexa resistente (Ec-Vi),
suscetivel (Ec-FM) e progénies de F1 (3 Rx 2 Se & S x @ R), bem como as mortalidades
esperadas e observadas no retrocruzamento (F; agrupado x S) quando submetidas ao lambda-

cialotrina.
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CAPITULO 4
RESISTENCIA DE Eriopis connexa (GERMAR) (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE) AO

LAMBDA-CIALOTRINA E MEDIADA POR ESTERASES!

AGNAR.S. RODRIGUES?, HERBERT A.A. SIQUEIRA?, DANIEL P.A. LACERDA? E JORGE B. TORRES?

Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

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

'Rodrigues, A.R.S., H.AA. Siqueira, D.P.A. Lacerda & J.B. Torres. Resisténcia de Eriopis
connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae) ao lambda-cialotrina € mediada por esterases. A ser
submetido.
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RESUMO - A joaninha Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae) tem sido
considerada como resistente ao lambda-cialotrina em niveis consideraveis para um inimigo
natural. No entanto, os mecanismos gque governam esta resisténcia ainda ndo foram elucidados.
Assim, a resisténcia de E. connexa foi estudada quanto ao metabolismo do lambda-cialotrina
através de curvas dose-resposta com os sinergistas butdxido de piperonila (PBO), dietil maleato
(DEM) e o trifenil fosfato (TPP) associado ao inseticida e pela medi¢édo da atividade enzimatica in
vitro. As DLsgs calculadas para a populacéo suscetivel e resistente foram 0,009 e 0,213 mg de i.a.
de lambda-cialotrina/mL em grau técnico, demonstrando uma razao de resisténcia de 21,87 vezes.
As razdes de sinergismo calculadas para a populacdo suscetivel foram 33,8; 0,24 e 0,35 vezes
para 0 PBO, DEM e TPP, respectivamente, enquanto que para a populacdo resistente, foram
1.462,85; 0,79 e 0,85 vezes. As razdes de resisténcia sinergizada calculada quando utilizado PBO,
DEM e TPP foram 0,50; 6,75 e 8,77 vezes, respectivamente. Também, foi observada alta
atividade de esterases na populacdo resistente comparada com a suscetivel, tanto para medicoes
em solucdo quanto em gel de eletroforese. Embora muitos estudos com PBO demonstrem forte
inibicdo de enzimas monooxigenases de funcdo mistas (MFOs) associando-as com a resisténcia a
inseticidas, os resultados sugerem, no entanto, que o metabolismo através de hidrolases pode ser o
principal mecanismo que confere resisténcia em E. connexa ao lambda-cialotrina e que o butéxido

de piperonila também atua inibindo esterases de insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Joaninha predadora, piretroide, mecanismo de resisténcia, sinergista
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ESTERASE-MEDIATED RESISTANCE OF Eriopis connexa (GERMAR) (COLEOPTERA:

COCCINELLIDAE) TO LAMBDA-CYHALOTHRIN

ABSTRACT - The lady beetle Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera: Coccinellidae) exhibited
resistance to lambda-cyhalothrin in significant levels for a natural enemy. However, the
mechanisms that govern this resistance have not been elucidated yet. Thus, the resistance of E.
connexa was studied in relation to the metabolism of lambda-cyhalothrin using dose-response
curves with the synergist piperonyl butoxide (PBO), diethyl maleate (DEM) and triphenyl
phosphate (TPP) associated with the insecticide and by measuring enzymatic activity in vitro. The
DL50s estimated for susceptible and resistant populations of the beetle were 0.009 and 0.213 mg
ai of lambda-cyhalothrin/mL in technical grade, demonstrating a resistance ratio of 21.87-fold.
Synergism ratios calculated for the susceptible population were 33.8, 0.24 and 0.35 times for the
PBO, DEM and TPP, respectively. Sinergism ratios for the resistant population were 1,462.85,
0.79 and 0, 85 times. The resistance ratios calculated synergized when used PBO, DEM and TPP
were 0.50, 6.75 and 8.77 times respectively. High activity of esterases was observed in the
resistant population compared with the susceptible population as measured through activity assay
and native gel of electrophoresis. Although many studies with PBO demonstrate strong inhibition
of mixed function oxidades enzymes (MFOs) associated with insecticide resistance, the results
here suggest that metabolism by hydrolases may be the main mechanism that confers resistance in
E. connexa to lambda-cyhalothrin and that piperonyl butoxide may also act by inhibiting esterases

of insects.

KEY WORDS: Predatory lady beetle, pyrethroid, resistance mechanism, synergist
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Introducéo

A resisténcia de artropodes a xenobioticos, aleloquimicos produzidos por plantas ou
produtos sintéticos, tem sido predominantemente explicada pela insensibilidade do sitio-alvo e
alteracdo qualitativa ou quantitativa do metabolismo (Li et al. 2007). Sabe-se que a
insensibilidade do sitio-alvo pode produzir resisténcia cruzada a grupos quimicos que apresentam
modo de acdo relacionado (Brengues et al. 2003). Entretanto, o metabolismo pode atuar na
destoxificacdo de diferentes classes de inseticidas e/ou acaricidas (Khot et al. 2008). Isto porque a
participagdo de sistemas enzimaticos, tais como as monooxigenases de func¢do mista (MFO) (ex.,
Citocromo P450), esterases e glutationa-S-transferase (GST) podem utilizar como substratos
produtos sintéticos de diferentes grupos quimicos (Plapp Jr & Wang 1983).

Uma das formas de se avaliar a participacdo do metabolismo como mecanismo de
resisténcia é a associacdo de produtos sinergistas ao inseticida utilizado (Scott 1991). Assim, o
uso de sinergistas é citado como ferramenta importante no manejo da resisténcia (Raffa & Priester
1985), uma vez que estes produtos apresentam potencial de aumentar a toxicidade de inseticidas,
apesar de sinergistas serem usualmente ndo téxicos (Matsumura 1985). Dentre 0s sinergistas
comumente utilizados, o butéxido de piperonila (PBO), o dimetil maleato (DEM) e o trifenil
fosfato (TPP) sdo relacionados a inibicdo dos sistemas enzimaticos compostos por
monooxigenases de funcdo mista, glutationa-S-transferase e esterases, respectivamente (Scott
1991). Apesar disso, sinergistas ndo podem ser indicados como inibidores exclusivos de um
sistema enzimatico. Isto porque ja foi demonstrado que o PBO desempenha papel fundamental na
inibicdo de enzimas que ndo fazem parte do sistema MFO (ex., esterases) (Gunning et al. 1998,

Young et al. 2005).
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O menor numero de casos de ocorréncia de resisténcia em inimigos naturais tem sido
explicado pela maior capacidade de artropodes-pragas em destoxificar compostos secundarios
produzidos pelas plantas e, consequentemente, inseticidas e/ou acaricidas quando comparados aos
inimigos naturais (Croft & Morse 1979). Isto porque a co-evolucdo de plantas e artropodes
herbivoros pode resultar na producdo diferenciada de enzimas que atuam no metabolismo dos
compostos de defesa das plantas (Plapp Jr & Bull 1978). Entretanto, tem sido observado que
sistemas enzimaticos que atuam na destoxificacdo de xenobidticos também participam da
producdo de compostos necessarios a manutencdo de processos vitais (Scott 1991), tais como o
horménio juvenil (Hammock 1975) e ecdisénio (Kappler et al. 1988). E, assim, inimigos naturais
podem também desenvolver resisténcia utilizando para isso 0 seu sistema metabolico.

O amplo espectro de acédo de inseticidas piretréides (Elliott & Janes 1978) e a sua frequente
utilizacdo em diferentes agroecossistemas para controle de desfolhadores, pragas nao-alvo de
joaninhas, tem produzido efeitos deletérios sobre este grupo de inimigos naturais (Ruberson &
Tillman 1999, Galvan et al. 2005, Cosme et al. 2007, Rocha et al. 2010), principalmente
toxicidade aguda (Ruberson et al. 1998). Como exemplo de inseticida piretrdide pouco seletivo a
inimigos naturais, o lambda-cialotrina (Tillman & Mulrooney 2000) tem sido amplamente
utilizado em grandes culturas para controle de pragas (BRASIL 2012). Este inseticida € registrado
no Brasil e em diversos paises para uso em culturas, nas quais a presenca de joaninhas é
importante para o controle de pragas ndo-alvo deste inseticida. Um exemplo é a joaninha Eriopis
connexa Germar (Coleoptera: Coccinellidae). E. connexa é uma espécie neotropical, considerada
importante predadora de pragas em diversas culturas agricolas (Gyenge et al. 1998).
Recentemente, populacbes de campo desta especie tém apresentado variacbes quanto a
suscetibilidade ao inseticida lambda-cialotrina, e razdes de resisténcia superiores a 20 vezes tém
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sido observadas. No entanto, as bases que expliquem esta resisténcia ndo estdo esclarecidas. Uma
hipotese € que enzimas destoxificativas possam metabolizar o lambda-cialotrina e assim 0s
individuos de E. connexa que apresentam tal alteracdo sobrevivam a doses superiores do
inseticida. Desta forma, a alteracdo da atividade metabolica foi avaliada através do uso de
inibidores enzimaticos (sinergistas) e ensaios bioquimicos in vitro em individuos da populacédo

resistente e suscetivel de E. connexa.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Controle Bioldgico e Ecologia de Insetos e
Laboratorio de Interagdes Insetos-Toxicos do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob 25 + 1°C e 12h de fotofase. Para alimentar larvas e
adultos de E. connexa foram utilizados ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) produzidos no laboratorio seguindo a metodologia de Torres et al. (1995).
Materiais. O inseticida lambda-cialotrina (99,5%, Chem Service, West Chester, PA, EUA) e 0s
sinergistas dimetil maleato (DEM - 99%, Sigma, Milwaukee, W1, EUA), trifenil fosfato (TPP -
93%, Sigma, Milwaukee, WI, EUA) e o butdxido de piperonila (PBO — 90%, Sigma, Milwaukee,
WI, EUA) em grau técnico foram adquiridos em mercado especializado e dissolvidos e/ou
diluidos em acetona. Os reagentes e solventes utilizados nos ensaios enzimaticos e gel de
eletroforese nativo foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA), com excegéo para
0 kit de analise de proteinas o qual foi adquirido da Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, EUA).
Obtencéo das Populagdes de E. connexa Suscetivel e Resistente. As populagdes de E. connexa
foram coletadas em cultivo de algodoeiro no municipio de Frei Miguelinho, PE, a 07° 55° 90,1 S
€ 35°51°45,6” W, em julho de 2009 e em cultivo de brassicas no municipio de Vigosa, MG, a 20°
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45’ S ¢ 42° 51 W, em dezembro de 2008. A partir de aplicacGes topicas, estas populacdes tiveram
as DLsgs estimadas nas geracdes F, e F1, respectivamente. Para tanto, o produto utilizado foi o
formulado Karate Zeon 50 CS. A populacéo suscetivel foi, entdo, denominada Ec-FM, com DLs
correspondente a 0,038 mg i.a./mL de lambda-cialotrina, e a populacao resistente, designada Ec-
Vi, que apresentou DLsy de 1,45 mg i.a./mL de lambda-cialotrina. A DLsy de 1,45 mg i.a./mL
corresponde 7,3 vezes a recomendacdo de campo do lambda-cialotrina para o controle de
Heliothis virescens (F.) (Lep.: Noctuidae) na cultura do algodoeiro (400 mL do produto
comercial/ha em 100 L de calda; 0,2 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) (BRASIL 2012). Nos
experimentos visando avaliar o efeito de sinergistas na resisténcia de E. connexa, foram utilizados
adultos oriundos da geracédo F4 da populacéo suscetivel e F1o da populacgéo resistente (mantida sob
pressdo de selecdo no laboratério).

Criacéo das PopulacGes de E. connexa Suscetivel e Resistente. Cada populacdo de E. connexa
foi criada separadamente em laboratério com 200 a 300 individuos adultos por geracdo. Para a
obtencdo de posturas, adultos de cada populacdo foram acondicionados em recipientes plasticos
de 1L com tampa de tela feita com tecido voil para permitir a circulagdo de ar. Como substrato
para posturas foram adicionados no interior dos recipientes pedacos de papel toalha. As posturas
obtidas foram transferidas para recipientes plasticos de 500 mL. As larvas recém-eclodidas foram
mantidas nestes recipientes até o segundo dia de idade, momento em que comegavam a caminhar
no interior dos recipientes. Trés larvas foram transferidas e criadas em recipientes plésticos de 80
mL. No interior dos recipientes plasticos, pedacos de papel toalha foram adicionados, com o
intuito de reduzir o risco de canibalismo entre as larvas. Desde a ecloséo, ovos de A. kuehniella

foram fornecidos como alimento em quantidades ad libitum de acordo com a idade das larvas.
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Ensaio de Sinergismo do Lambda-cialotrina. Para a realizacdo dos bioensaios, 0 inseticida
lambda-cialotrina e os sinergistas em grau técnico foram dissolvidos e/ou diluidos em acetona.
Inicialmente, foi conduzido um bioensaio visando determinar a dose a ser aplicada dos sinergistas
que ndo ocasionasse mortalidade de adultos para ambas as populacGes. Assim, apds os testes foi
determinado que as doses a serem utilizadas fossem correspondentes a 0,05, 0,05 e 0,1 mg/mL de
PBO, DEM e TPP, respectivamente. Em seguida, para cada populacdo de E. connexa, foram
conduzidos testes preliminares utilizando o sinergista na dose determinada adicionando o
inseticida lambda-cialotrina em fator de 10, a partir da maior concentracdo recomendada para o
controle de H. virescens na cultura do algodoeiro (0,2 mg i.a. lambda-cialotrina/mL ou 20 g
i.a./ha), para determinar o intervalo de doses ocasionando 0 a 100% de mortalidade. Desta forma,
foram determinadas no minimo cinco doses de lambda-cialotrina. Nestes bioensaios, a testemunha
foi tratada somente com o sinergista diluido em acetona.

O bioensaio foi realizado duas vezes para cada populacdo de E. connexa. Em cada
bioensaio, foram utilizados no minimo 10 insetos adultos com 8 a 10 dias de idade por dose
avaliada. A aplicacdo das doses, previamente determinadas, foi realizada com a deposicdo de
0,5ul da respectiva dose na parte ventral do abdome dos insetos, utilizando seringa de Hamilton
25uL. Apds serem tratados, os insetos foram acondicionados em placas de Petri (12 x 1,5cm),
forrados com papel de filtro. A umidade foi oferecida através de um chumaco de algoddo
embebido em mel a 10% e acondicionado no interior de recipientes de 10 mL, mais ovos de A.
kuehniella oferecidos ad libitum. Em seguida, as placas de Petri contendo os insetos foram
mantidas em camaras climaticas tipo B.O.D., com temperatura regulada a 25 + 1°C e fotofase de

12h. Nos bioensaios, a mortalidade foi avaliada ap6s 24h do tratamento, sendo considerados
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individuos mortos 0s que ndo eram capazes de voltar a posi¢cdo normal quando colocado de ventre
para cima.

Extracdo de Amostras para Analise de Atividade Enzimatica. Para cada populacdo, foram
obtidas trés amostras, contendo 10 adultos de E. connexa com 8-10 dias de idade. Para atividade
de esterases, os adultos de cada amostra foram dissecados e os abdomens foram homogeneizados
utilizando 3 mL de tampéo fosfato de sodio (0,02M, pH 7,0) em gelo. O homogeneizado obtido
foi centrifugado a 10.000g por 15 min a 4°C e o sobrenadante preservado a -20°C em aliquotas até
a determinacdo da atividade enzimatica. Para glutationa-S-transferase, o processamento das
amostras foi semelhante ao descrito para o ensaio de esterase, diferindo somente no tampao
fosfato de sddio (0,1M, pH 7,5) e centrifugacdo a 15.000g por 15 min a 4°C. No ensaio para
MFO, as amostras foram processadas e homogeneizadas em tampédo fosfato (0,1 tampéo fosfato
de sodio M pH 7,8; 1 mM de EDTA; 1 mM de DTT; 1 mM de PTU e 1 mM de PMSF e glicerol a
20%) para determinacdo da atividade de MFO, conforme descrito por Rose et al. (1995).
Inicialmente, 0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi
novamente centrifugado a 100.000g por 1 hora a 4°C. O precipitado (Pellet) foi re-suspendido em
tampdo fosfato, aliquotado para tubos eppendorfs e preservado a -80°C até uso posterior como
fonte de enzimas microssomais. A proteina total foi determinada através do método do acido
bicinconinico (Smith 1985) usando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

Atividade de Esterases Gerais. Para a quantificacdo da atividade de esterases, a metodologia
utilizada foi adaptada de van Asperen et al. (1962). SolucBes concentradas (250 mM) dos
substratos a-naftil-acetato e B-naftil-acetato foram preparadas em acetona. As amostras foram
analisadas em triplicata, sendo utilizados 10 uL de cada amostra/populacdo de E. connexa na
diluicdo 1:10 a qual continha 1ug de proteinas totais, 2 uL de 25 mM de a-naftil-acetato ou p-
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naftil-acetato e 188 pL de tampédo fosfato de sddio (0,02M, pH 7,0) por pogo da placa de
microtitulacdo. As amostras foram incubadas a 30°C por 15 minutos. A reacdo foi paralisada,
utilizando 33,2 puL de FAST Blue B a 0,3% em 3,5% de SDS. A absorbancia foi lida a 595 nm em
leitora de microplaca (EIx800, BioTek®).

Atividade de Conjugacdo por GST. O substrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) foi
utilizado para determinar a atividade de conjugacdo da glutationa reduzida a este substrato sob
influencia da enzima Glutationa-S-Transferase (formando 2,4-dinitrofenil S-glutationa), conforme
descrito por Habig et al. (1974). Uma solucdo de CDNB (150 mM) foi preparada em alcool etilico
e a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em tampéo fosfato de sddio (0,1M; pH 7,5). Para a
reacdo, 138 pL de tampdo fosfato de sédio (0,1M, pH 7,5), 10 yuL da amostra, 150 pL de
glutationa reduzida (10 mM) foram utilizados. A pré-mistura foi incubada em banho maria a 30°C
por 5 minutos. Posteriormente, 2 pL de CDNB (150 mM) foram adicionados a reagdo e
imediatamente a atividade de formacdo de 2,4-dinitrofenil S-glutationa foi analisada por
espectrofotometria a 340 nm. A reagdo foi lida por 5 min, com intervalo de leitura a cada 30s. Os
dados de absorbancia foram analisados em funcéo do tempo de reacdo apés adicdo do CDNB. A
inclinagéo da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de concentragdo utilizando o
coeficiente de extincdo do CDNB (9,6 mM™.cm™).

Atividade de MFOs. O substrato p-nitroanisol foi utilizado para determinar a atividade de MFO,
através da reacdo de formcdo de p-nitrofenol sob a influéncia da enzima p-nitroanisol O-
desmetilase, conforme descrito por Rose & Brindley (1985). As amostras foram analisadas em
triplicata, sendo utilizados 100 pL p-nitroanisol (2 mM) e 90 puL da amostra (25 pg de proteinas
totais) por poco, incubados a por 5 min & 30°C em estufa. Posteriormente, 10 pL de NADPH
reduzido (9,6 mM) foram adicionados a rea¢do. A absorbancia foi lida a 405 nm numa leitora de
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placa (EIx800, BioTek®). A atividade de MFO por amostra foi obtida da equacdo linear estimada
para a absorbancia em funcdo da curva padrédo de p-nitrofenol.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Nativo. Proteinas de ambas as populacdes foram
separadas em gel nativo descontinuo de poliacrilamida a 8% em sistema formado por tampéo
Tris-glicina (50 mM). Em 10 pL da amostra de cada populagdo (com 5 ou 10 pg de proteinas
totais) foram adicionados 10 pL de azul de bromofenol (20% m/v de sacarose, 0,1% azul de
bromofenol em tampé&o Tris-glicina com 50 mM, pH 8,3). O gel foi carregado com as amostras
diluidas na solucdo de azul de bromofenol e a eletroforese foi realizada a 100V por
aproximadamente 1,5h a 4°C. Para visualizar as bandas de esterase, o gel foi incubado em tampao
fosfato de sédio (0,02 M, pH 7.0) com 2% v/v de 50 mM de a-naftil acetato ou B- naftil acetato,
em banho-maria por 15 min a 30°C. A reacédo foi paralisada utilizando 0,04% de fast blue B e o
gel fixado em acido acético 5%.

Analises. O nimero de individuos mortos e vivos nos bioensaios de sinergismo foi registrado para
a determinacdo da DLsy de cada populacéo, através da analise de Probit (Finney 1971), utilizando
o0 programa Polo PC (LeOra Software 1987). Testes de paralelismo e igualdade entre as curvas de
dose-mortalidade estimadas foram interpretados pelo teste de qui-quadrado ao nivel de 5% de
probabilidade. As razdes de sinergismo (RS) foram obtidas utilizando a DL estimada para cada
populagdo quando aplicado somente o lambda-cialotrina e este associado aos sinergistas PBO,
DEM e TPP. J& as razdes de resisténcia sinergizada (RRS) foram calculadas entre as populacoes
suscetivel (Ec-FM) e resistente (Ec-Vi) quando aplicado ou ndo o sinergista. As razfes de
resisténcia (RS) e resisténcia sinergizadas (RRS), bem como o0s respectivos intervalos de
confianga (ICgse,) foram estimadas pelo método descrito por Robertson & Preisler (1992), sendo
que populagdes ou progénies apresentaram razOes de resisténcia significativa ao lambda-
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cialotrina, quando o intervalo de confianca nao inclui o valor (1,0). Diferencas de atividade de
esterase, glutationa-S-transferase e MFO entre as populacdes de E. connexa suscetivel e resistente

foram analisados através do teste t usando o procedimento PROC TTEST (SAS Institute 2001).

Resultados

Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios para as populacdes de E. connexa,
utilizando os diferentes sinergistas, assumiram o modelo de Probit (P>0,05). Quando aplicado o
PBO associado ao lambda-cialotrina na populacdo suscetivel (Ec-FM), foi observado que a
inclinacdo da reta ndo assumiu o teste de paralelismo (x2 = 13,33, G.L. = 1, P<0,05), quando
comparada a aplicacdo somente do lambda-cialotrina. Contudo, para os demais sinergistas, o
paralelismo entre as inclinagdes da reta foi observado (DEM: y* = 1,09, G.L. = 1, P>0,05; TPP:
=1,56, G.L. =1, P>0,05). A populacdo resistente (Ec-Vi) apresentou 0 mesmo padrdo de resposta
observado para a populacdo suscetivel (Ec-FM) em relacdo a inclinacdo da reta. As inclinacGes
das retas com a aplicacdo do lambda-cialotrina e este associado ao PBO ndo apresentaram
paralelismo (y° = 22,73, G.L. = 1, P<0,05). Por outro lado, foi observado paralelismo entre as
inclinagdes da reta (DEM: XZ =249, G.L. = 1, P>0,05; TPP: X2 = 0,10, G.L. = 1, P>0,05) ao
aplicar o DEM e TPP associado ao lambda-cialotrina.

A DLs estimada para a populacdo suscetivel (Ec-FM) foi de 0,009 mg/mL, enquanto que
para a populacdo resistente (Ec-Vi) foi de 0,213 mg/mL. Assim, a populacdo Ec-Vi foi 21,87
vezes resistente quando comparada a populacdo Ec-FM (Tabela 1). As DLsgs estimadas para a
populacdo Ec-FM utilizando os sinergistas PBO, DEM e TPP associados ao lambda-cialotrina
foram de 0,0003; 0,039; e 0,028 mg i.a. de lambda-cialotrina + sinergista/mL, respectivamente
(Tabela 1). Assim, as razdes de sinergismo calculadas foram 33,8; 0,24 e 0,35 vezes para o PBO,
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DEM e TPP, respectivamente (Tabela 1). Ja para a populacgéo resistente Ec-Vi, as DLsgs estimadas
foram de 0,0002; 0,269; e 0,242 mg i.a. de lambda-cialotrina + sinergista/mL para o PBO, DEM e
TPP, com razdes de sinergismo de 1462,85; 0,79 e 0,85 vezes, respectivamente (Tabela 1). Dessa
forma, o sinergismo ocasionado pelo PBO para a populacdo Ec-Vi foi 43,3 vezes maior quando
comparado a populacéo Ec-FM.

Quando aplicado somente o lambda-cialotrina, a razdo de resisténcia foi 21,87 vezes (Tabela
1). Entretanto, foi observada uma reducdo nas razdes de resisténcia quando considerado o0s
sinergistas PBO, DEM e TPP. As razdes de resisténcia sinergizada foram 0,50; 6,75 e 8,77 vezes
para 0 PBO, DEM e TPP, respectivamente. Quando aplicados os sinergistas DEM e TPP, foi
observado antagonismo significativo, sendo que o DEM produziu aumento na DLsy na ordem de
4,08 vezes (ICgys 5%: 2,82-5,89) e TPP de 2,83 vezes (ICgs5%: 2,01-3,97).

A atividade de esterases foi diferenciada entre as populac6es de E. connexa [a-naftol (t4 = -
11,03; P = 0,0004); e B-naftol (t; =-9,17; P = 0,0008)]. Os valores médios de atividade a partir do
a-naftil acetato foram de 0,25 e 1,04 nMol. min™. pg™ de proteinas totais, para as populacdes de
E. connexa suscetivel e resistente, respectivamente. J& para B-naftil acetato, as atividades foram de
0,33 e 1,33 nMol. min™. pg™ de proteinas totais para estas populacdes. As atividades observadas
de glutationa-S-transferase e MFO ndo foram significativamente diferentes entre as populagdes de
E. connexa [glutationa-S-transferase (t; = -1,76; P = 0,1525); e MFO (ts = -1,45; P = 0,2072)]
(Fig. 1). Independente do substrato usado, as bandas observadas no gel de eletroforese nativo
confirmaram a atividade diferenciada de esterases contribuindo para a formacdo de a-naftol e f-

naftol na populacéo resistente quando comparada a populacao suscetivel de E. connexa (Fig. 2).
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Discusséo

A selecdo de joaninhas resistente a inseticidas, como a espécie em estudo, pode ser um
resultado da exposicdo as aplicacdes em varios agroecossistemas. E. connexa alimenta-se de
pulgdes, cochonilhas, moscas-brancas e outros insetos pequenos, que podem ser considerados
como recurso escasso no espaco e tempo (Hodek & Honék 1996). Tal fato pode levar a dispersao
de adultos de joaninhas para outras areas em busca de alimento. Adicionalmente, coccinelideos
sdo capazes de produzir substancias que atuam na defesa de estdgios vulneraveis contra a
predacdo (Agarwala & Dixon 1992). Substancias deterrentes de alimentacdo (Hemptinne et al.
2000) e toxinas (Agarwala & Dixon 1992), bem como a producdo e liberacdo de alcaldides
quando atacados (Hodek & Honék 1996), demonstram a atuacdo do metabolismo que pode
auxiliar na destoxificacdo de inseticidas. Os resultados mostraram que E. connexa apresenta
resisténcia ao inseticida lambda-cialotrina e que a destoxificacdo do inseticida é parte importante
do fendmeno.

Conforme ocorreu na populacao suscetivel Ec-FM, o metabolismo da populacdo resistente
Ec-Vi ndo foi inibido por DEM e TPP. O antagonismo observado na populagdo suscetivel Ec-FM
resultante da aplicacdo de DEM e TPP correspondeu a 4,08 e 2,83 vezes, respectivamente,
podendo produzir diminuigdo da razdo de resisténcia sinergizada. A diminuicdo da estimativa da
inclinacdo da reta quando utilizado o PBO pode indicar aumento da variacdo de resposta de E.
connexa ao lambda-cialotrina (Robertson & Preisler 1992), visto que o PBO inibiu
significativamente o metabolismo apresentado pelas populacGes Ec-FM e Ec-Vi. Além disso, a
razdo de resisténcia sinergizada quando o PBO foi utilizado indica que a populagéo de E. connexa
resistente apresentou tolerancia semelhante a populacdo suscetivel. A inibicdo da resisténcia a
piretroides mediante metabolismo por PBO ¢ registrado para diferentes grupos de insetos, tais

111



como Helicoverpa armigera (Hibner) (Kranthi et al. 2001), Heliothis virescens (Fabr.) (Zhao et
al. 2002), Rhyzopertha dominica (Fabr.) (Coleoptera: Bostrichidae) (Lorini & Galley 2000),
Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Kang et al. 2006), Chrysoperla carnea
(Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) (Sayyed et al. 2010), Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae) (Thalavaisundaram et al. 2008).

A populacgédo de E. connexa resistente apresentou alto sinergismo conferido pela inibicdo da
destoxificacdo do lambda-cialotrina na presenca do PBO, o que indica possivel envolvimento de
monoooxigenases de funcdo mista e/ou hidrolases na resisténcia observada nesta espécie. Deste
modo, as generalizacBes que inimigos naturais seriam desprovidos ou apresentariam menor
atividade de mecanismos destoxificativos ndo procede neste caso, uma vez que as generalizacbes
indicam que os fitdéfagos apresentariam um sistema enzimatico diferenciado para destoxificar
inseticidas por sua relagdo com plantas hospedeiras (Gordon 1961). O papel desempenhado pelas
enzimas hidroliticas e oxidativas na destoxificacdo de inseticidas tem sido relacionado as
diferencgas na suscetibilidade de artrépodes fitdfagos e seus inimigos naturais (Croft & Strickler
1983). Fitofagos generalistas apresentam maior atividade de monooxigenases de fungdo mista
(ex., citocromo P450), uma vez que este grupo utiliza diferentes plantas hospedeiras e,
consequentemente, é desafiado por diferentes aleloquimicos produzidos (Croft & Stricker 1983).
Ja fitéfagos mondfagos ou oligéfagos apresentariam maior atividade de hidrolases, a exemplo de
inimigos naturais (Croft & Stricker 1983).

O lambda-cialotrina é um piretroide, formado por um acido e alcool meidtico na molécula
que apresenta ligacdo éster (Elliott & Janes 1978), e pode ser alvo tanto de esterases quanto de
oxidases de funcdo mista (Yamamoto et al. 1971). As principais rotas de destoxificacdo de
piretroides sdo a clivagem da ligacdo éster que podem ser mediadas por esterases e oxidases, e
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hidroxilacdo dos anéis aromaticos ou grupo metil por oxidases. As atividades de glutationa-S-
transferase e do MFO entre as populacdes de E. connexa sugerem o ndo envolvimento destes
sistemas na resisténcia ao lambda-cialotrina. Entretanto, vale ressaltar que somente foi analisado
um modelo substrato (p-nitroanisol) para confirmar a atuacdo de MFOs na resisténcia de E.
connexa. Os resultados de atividade de formagdo de a-naftol e B-naftol e do gel de eletroforese
nativo indicam a participacao de esterases como fator maior na resisténcia ao lambda-cialotrina,
apesar do TPP ndo ter sinergizado este inseticida. Diversos estudos tém demonstrado a inibicéo de
atividade catalitica de enzimas que ndo fazem parte do sistema MFO por PBO (Gunning et al.
1998, Gunning et al. 1999,Young et al. 2005, Young et al. 2006, Lépez-Soler et al. 2011) ou até
mesmo o bloqueio da enzima pelo PBO (Khot et al. 2008). Assim, estudos visando investigar o
nivel de resisténcia ao ser utilizado outro sinergista inibidor de esterases (S,S,S-
tributilfosforotritioato — DEF), a inibicdo de esterases in vitro utilizando o PBO, ou outros
substratos modelos para atuacdo de MFOs podem ser realizados e sdo de importancia para
determinar como a resisténcia metabolica ocorre em E. connexa.

Estudos com joaninhas predadoras acerca do sinergismo e atividade enzimatica conferindo
resisténcia a inseticidas/acaricidas sdo incipientes. Em geral, os estudos somente retratam
diferencgas de suscetibilidade, sinergismo e de atividade enzimatica para espécies de joaninhas a
um determinado produto quando comparado a espécie praga (Wu & Miyata 2005, Wu et al.
2007). Por exemplo, a tolerancia ao metamidofds para quatro espécies de joaninhas predadoras de
pulgdes coletados em cruciferas, Verania discolor (Fabricius), Coccinella repanda Thunberg,
Chilomenes quadriplagiata (Swartz) e Coccinella septempunctata L., bem como o sinergismo do
PBO quando utilizado o metamidofés em C. repanda, C. quadriplagiata e C. septempunctata (Wu
& Miyata 2005). Wu et al. (2007) verificaram a acdo sinergista do PBO na toxicidade do
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metamidofos, fenvalerato e avermectina em P. japonica, entretanto a inibicdo in vivo do
metabolismo somente foi observada nesta espécie quando utilizado o TPP. Além destes estudos,
Francis et al. (2002), avaliaram a deteccdo de isoenzimas e 0 registro de atividade de GST em
diferentes estagios de desenvolvimento de Adalia bipunctata L., sem mencionar a utilizacdo de
inseticidas/acaricidas para controle de pragas. A diferenca de atividade de esterases e de bandas
no gel de eletroforese nativo entre populacfes suscetivel e resistente de E. connexa ao lambda-
cialotrina, bem como a resposta de atividade de GST sdo similares aos resultados obtidos por
Kumral et al. (2011) ao estudar a resisténcia de Stethorus gilvifrons (Muls.) (Coleoptera:
Coccinellidae) ao bifentrin. A recente deteccdo de resisténcia nesta espécie (RRsp = 10,9) parece
estar associada a participacdo de esterases na destoxificacdo do bifentrin, sem a atuacdo de GSTs,
conforme encontrado em E. connexa.

Como a resisténcia de E. connexa foi completamente suprimida pelo PBO, é possivel inferir
gue o mecanismo de resisténcia, relacionado ao metabolismo por oxidases/hidrolases, possa ser 0
fator principal da resisténcia de E connexa ao lambda-cialotrina. Isto porque a atuacdo de
sinergistas inibindo a destoxificacdo pode ser um indicativo de resisténcia metabdlica em insetos
resistentes (Wilkinson 1983). Vale ressaltar que a heranca da resisténcia desta populacéo de E.
connexa indicou que a resisténcia pode ser conferida por um ou poucos genes, com possivel
envolvimento de um gene principal (Cap. 3). Fato que estaria de acordo com o envolvimento do
mecanismo metabolico (atuacdo de esterases) como fator principal da resisténcia.

O PBO inibe a destoxificacdo do lambda-cialotrina, fazendo com que a populacéo resistente
de E. connexa apresente resposta similar a populacéo suscetivel utilizada neste estudo. Contudo,
ndo é observada inibicdo quando utilizado o DEM e TPP. A atuacdo de esterases na resisténcia
metabolica de E. connexa esta de acordo com o padréo esperado por Croft & Stricker (1983). Para
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fins de manejo integrado de pragas, o envolvimento do metabolismo de E. connexa na resisténcia
pode ser vista de forma positiva, uma vez que a atuacdo de enzimas destoxificativas pode conferir
resisténcia cruzada a diferentes grupos quimicos de inseticidas, tais como organofosforados e
carbamatos. Entretanto, isto necessita estudos futuros, a fim de determinar a capacidade de E.
connexa em apresentar tolerancia diferenciada a diversos grupos de inseticidas. Adicionalmente,
estudos que visem definir se MFOs apresentam papel na resisténcia ou se PBO inibe esterares
devem ser realizados com o intuito de gerar informacgdes adicionais, aliadas a heranca da
resisténcia, para a utilizacdo da populacdo de E. connexa resistente para o controle bioldgico

como ferramenta para o manejo integrado de pragas.
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Tabela 1. Toxicidade do inseticida lambda-cialotrina a populacfes suscetivel (Ec-FM) e resistente (Ec-Vi) de Eriopis connexa
quando aplicado em associacgao aos sinergistas butoxido de piperonila (PBO), dimetil maleato (DEM) e trifenil fosfato (TPP). Nota = n,

nGmero de adultos testados; GL, grau de liberdade; EP, erro padrdo; e %, teste de qui-quadrado.

Inseticida n GL Inclinagdo+EP DLs RSsg RRSx DLy RSqq RRS5, XZ
(1C 95%)* (1C 95%)> (1C 95%)3 (1C 95%)* (1C 95%)> (1C 95%)°

BN

Lambda-cialotrina 194 5 2,08 +0,28 0,009 - - 0,040 - - 2,16
(0,008-0,013) (0,027-0,075)

Lambda-cialotrina 169 3 0,74 £ 0,23 0,0003 33,8 - 0,015 2,74 - 1,01
+PBO (0,00007-0,0011) (11,11-102,72) (0,003-7,93) (0,18-39,70)
Lambda-cialotrina 166 4 2,56 + 0,36 0,039 0,24 - 0,126 0,31 - 4,86
+ DEM (0,027-0,066) (0,17-0,35) (0,074-0,409) (0,16-0,62)
Lambda-cialotrina 196 4 2,60+0,31 0,028 0,35 - 0,086 0,47 - 1,52

L (0022:0035) . (0.25:050) . ... (0.063:0.137) | 025:0.88) .
Ec-Vi

Lambda-cialotrina 208 5  3,71£045 0213 - 2187 0473 - 11,74 357

(0,177-0,258) (15,94-30,01) (0,376-0,653) (6,75-20,45)

Lambda-cialotrina 147 4 1,41 +£0,25 0,0002 1462,85 0,50 0,001 403,21 0,08 2,70
+PBO (0,00007-0,0003)  (795,49-2690,08) (0,14-1,74) (0,0006-0,003) (182,93-888,75)  (0,005-1,23)
Lambda-cialotrina 177 5 2,84 +0,34 0,269 0,79 6,75 0,758 0,62 6,01 8,57
+ DEM (0,182-0,396) (0,59-1,05) (4,81-9,45) (0,493-1,724) (0,41-0,95) (3,41-10,61)
Lambda-cialotrina 175 5 3,51+0,43 0,242 0,88 8,77 0,561 0,84 6,55 5,10
+TPP (0,182-0,317) (0,66-1,15) (6,50-11,83) (0,415-0,910) (0,57-1,24) (4,09-10,49)

IDL - dose (mg de i.a. lambda-cialotrina/mL) que produz mortalidade; “Raz&o de sinergismo e intervalo de confianca a 95%; “Razao de resisténcia sinergizada e
intervalo de confianca a 95%. * RS e RRS foram calculadas através do método de Robertson & Preisler (1992), sendo significativos quando o intervalo de
confianga ndo incluiu o valor 1,0.
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Figura 1. Médias (+EP) da atividade enzimética de a-esterase, 3-esterase, glutationa S-transferase
(GST) e monooxigenase de funcdo mista (MFO) das populagdes suscetivel (Ec-FM) e resistente
(Ec-Vi) de Eriopis connexa. Os substratos para esterase a, esterase B, GST e MFO foram a-naftil
acetato, B-naftil acetato, CDNB e p-nitroanisol, respectivamente. Nota: Barras seguidas da mesma

letra ndo diferem, entre populacfes para a mesma enzima, pelo teste t (P > 0,05).
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Figura 2. Comparacao de bandas em gel de poliacrilamida nativo para o-esterase (A) e B-esterase
(B) das populacgdes suscetivel (Ec-FM) e resistente (Ec-Vi) de Eriopis connexa em 5 ¢ 10 pg de
proteinas totais. Os substratos para esterase o ¢ [ esterases foram o-naftil acetato e B-naftil

acetato, respectivamente. PM, peso molecular; e Mr, marcador.
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CAPITULO5
CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA AO LAMBDA-CIALOTRINA EM POPULACAO
DE CAMPO DE Hippodamia convergens (GUERIN-MENEVILLE) (COLEOPTERA:
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RESUMO - A joaninha Hippodamia convergens (Gueérin-Méneville) tém apresentado
sobrevivéncia diferenciada ap6s contato com o lambda-cialotrina em laboratério e em campo, um
fendmeno pouco estudado em inimigos naturais. Assim, este trabalho investigou a ocorréncia e a
caracterizacdo da resisténcia de H. convergens ao lambda-cialotrina. A heranca e sinergismo da
resisténcia basearam-se no efeito knockdown e mortalidade de adultos. As populacBes parentais
foram expostas ao butoxido de piperonila (PBO) associado ao lambda-cialotrina, para determinar
0 papel de enzimas na resisténcia. Cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos entre as
populacdes parentais foram realizados de forma massal e em casais individuais, para obter
descendentes e realizar experimentos de heranca. Adultos das populacdes/progénies foram
submetidos a aplicacdo tdépica de diferentes doses do lambda-cialotrina em grau técnico para
calcular as doses para knockdown (KD) e letais (DL) e a dominancia efetiva. A variacdo genética
nos parentais foi verificada pela mortalidade de adultos provenientes dos casais individuais
guando aplicada a dose discriminatdria para individuos resistentes (0,5 mg/mL). A resisténcia foi
influenciada por no minimo dois fatores, o knockdown e a recuperacdo de sintomas pela
destoxificacdo do inseticida. O efeito knockdown é conferido por fator recessivo ligado ao sexo,
contudo a dominancia pode ser dependente da dose utilizada. A destoxificagdo do lambda-
cialotrina foi inibida pelo PBO. Também, foi observada variacdo genética na populacao resistente
de H. convergens durante os experimentos, produzindo alteracdo nas propor¢des de knockdown e
mortalidade. Estudos devem ser conduzidos para determinar o papel da heranca ligada ao sexo na
evolugdo da resisténcia nesta espécie, bem como da interacdo de diferentes mecanismos de

resisténcia obhservados.

PALAVRAS-CHAVE: joaninha, piretrdide, heranca da resisténcia, butoxido de piperonila
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CHARACTERIZATION OF THE RESISTANCE IN FIELD POPULATION of Hippodamia
convergens (GUERIN-MENEVILLE) (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE) TO LAMBDA-
CYHALOTHRIN
ABSTRACT - The lady beetle, Hippodamia convergens (Guérin-Méneville) has exhibited
differential survival under field and laboratory conditions treated with the pyrethroid A-
cyhalothrin, an unusual phenomenon for a natural enemy. This work investigated and
characterized the phenomenon of pyrethroid resistance in this species. The mechanism and level
of resistance was determined by treating parental populations with pyperonyl butoxide (PBO).
The inheritance bioassay utilized mass crosses and pairs of backcrosses between parental
populations to obtain testable progeny. Adult beetles from populations and progeny were topically
treated with 0.5 pL of different doses of lambda-cyhalothrin (technical grade) to calculate the
knockdown (KDs) and lethal (LD) doses, and to investigate the dominance based on a single dose
and determine if the resistance is autosomal and monogenic (null hypothesis). The genetic
variation in the parental populations was tested by applying a discriminating dose for resistant
individuals (0.5 mg/mL). The data indicate that mortality is influenced by at least two factors,
knockdown and detoxification of the insecticide. The knockdown effect is recessive and sex
linked, while nature of the dominance is determined by the dose. Detoxification of lambda-
cyhalothrin in the resistant population is inhibited by PBO. Alterations in the proportions of
individuals dying from those suffering knockdown indicated genetic variation in the resistant
population. Further studies should be done to investigate the role of sex linked inheritance of

resistance in the species and interactions of different mechanism involved.

KEY WORDS: Lady beetles, pyrethroid, resistance inheritance, piperonyl butoxide
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Introducéo

Inimigos naturais sofrem efeitos deletérios quando utilizados inseticidas para o controle de
pragas (Orr 2009). Dentre estes efeitos podemos citar a morte do inseto, devido a toxicidade do
produto ou inanicdo, bem como a alteracdo de seus padrdes comportamentais e de parametros
bioldgicos (Liu & Chen 2001, revisado por Desneux et al. 2007). Assim, para a utilizacdo do
controle bioldgico dentro dos preceitos do manejo integrado de pragas, faz-se necessario reduzir
os efeitos indesejados da aplicacdo de inseticidas de amplo espectro de acdo (Obrycki et al. 2009),
preferivelmente através do uso de produtos seletivos (Ruberson et al. 1998). Contudo, o0s
compostos organofosforados, carbamatos e piretroides disponiveis para o controle de pragas sao
pouco seletivos a inimigos naturais (Pathan et al. 2008).

O impacto de inseticidas na populacdo destes agentes de controle tem sido amplamente
discutido, relacionando-o a casos de ressurgéncia de pragas e surtos de pragas secundarias (Hardin
et al. 1995, Dutcher 2007). Recentemente, a percepcdo que inimigos naturais apresentam
potencial para desenvolver resisténcia a inseticidas em campo tem recebido maior atencao,
principalmente pelos estudos realizados com crisopideos: deteccdo de resisténcia, caracterizacdo
genética e mecanismos envolvidos na resisténcia, potencial de predacdo e custo adaptativo em
individuos resistentes (Pree et al. 1989, Pathan et al. 2008, Sayyed et al. 2010, Pathan et al.
2010).

Joaninhas predadoras sdo amplamente conhecidas pela habilidade em consumir diversos
grupos de artrépodes de corpo mole, tais como pulgdes, moscas-brancas, cochonilhas e acaros
(Hodek & Hon¢k 1996). Desta forma, exercendo importante papel no controle destes artropodes-
pragas em diferentes agroecossistemas (Obrycki et al. 2009). Quando relacionado a outros grupos
de inimigos naturais de pulgdes, joaninhas predadoras sdo em geral mais tolerantes a inseticidas,
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considerando a ordem decrescente: joaninhas, crisopideos, sirfideos, hemipteros e parasitoides
(Hodek 1973). Contudo, a resposta de joaninhas predadoras a inseticidas tem sido restrita a
toxicidade quando aplicadas doses ou subdoses de inseticida, ou a ocorréncia de efeitos subletais
neste grupo de inimigos naturais (Tillman & Mulrooney 2000, Cosme et al. 2007). Por outro lado,
quando estimadas as doses letais, estudos tém demonstrado variagdo quanto ao grau de
suscetibilidade de diferentes espécies de joaninhas a inseticidas (Lingren & Ridgway 1967, Moffit
et al. 1972, Coats et al. 1979, Kaakeh et al. 1996, Ruberson et al. 2007, Cap. 2). Apesar de Croft
(1990) citar as joaninhas Stethorus punctum (LeConte) e Stethorus punctillum (Weise) como
espécies resistentes a azinfos-metil na cultura da macieira (Hull & Starner 1983, Pasqualini &
Malavolta 1985), tal observacdo ndo foi confirmada. Assim, por quatro décadas, a deteccdo de
resisténcia em populacdes de joaninhas foi limitada a estudos com Coleomegilla maculata (De
Geer) (Coleoptera: Coccinellidae) na cultura do algodoeiro. Quando utilizada a parationa metilica,
Head et al. (1977), obtiveram razdo de resisténcia na ordem de 11,2 vezes para C. maculata.
Enquanto que Graves et al. (1978), registraram raz0es de resisténcia para C. maculata na ordem
de 14,6; 28,9; e 12 vezes aos inseticidas DDT, parationa metilica e monocrotofos,
respectivamente. Recentemente, foi registrada resisténcia em Eriopis connexa (Germar)
(Coleoptera: Coccinellidae) ao lambda-cialotrina em brassicas (RRsp = 38) (Cap. 2 e 3) e
Stethorus gilvifrons (Muls.) (Coleoptera: Coccinellidae) ao bifentrin (RRso = 10,9) (Kumral et al.
2011).

Inseticidas piretroides foram desenvolvidos na década de 70, possuindo grande eficacia para
o0 controle de ampla variedade de artropodes pragas (Elliott & Janes 1978). O impacto destes
inseticidas em varios grupos de inimigos naturais, tais como &caros, dipteros, crisopideos,
himendpteros parasitdides e coccinelideos foi resumido por Croft & Brown (1975). Na Gedrgia,
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EUA, o piretroide lambda-cialotrina tem sido utilizado para controle de lagartas desfolhadoras e
percevejos (Roberts et al. 2011), porém sendo considerado pouco seletivo a inimigos naturais
(Ruberson & Tillman 1999).

A joaninha predadora Hippodamia convergens (Guérin-Méneville) (Coleoptera:
Coccinellidae) é uma espéecie cosmopolita, desempenhando papel importante no controle de
pragas em diversos agroecossistemas (Hagen 1962). Consequentemente, esta espécie pode ser
exposta ao efeito toxico de diferentes grupos de inseticidas (Moffit et al. 1972, Tillman &
Mulrooney 2000, Riddick et al. 2000, Torres & Ruberson 2005b). Contudo, a sua sobrevivéncia
diferencial entre as espécies de joaninhas presentes em algodoeiro na Georgia, EUA (Tillman &
Mulrooney 2000), aliada a historica exposicdo de H. convergens a inseticidas, sugerem a selecédo
de populacdes resistentes ao inseticida lambda-cialotrina, como foi indicado por Torres &
Ruberson (2005a, 2005b). Isto foi confirmado através de estudos de laboratério com diversas
populacdes de H. convergens (Ruberson et al. 2007). Desta forma, este estudo teve por objetivo
responder os seguintes questionamentos: Como a heranga da resisténcia ao lambda-cialotrina pode
ser caracterizada? Enzimas destoxificativas inibidas por butéxido de piperonila contribuem para
resisténcia nesta espécie? Estas informacGes sdo de extrema importancia para 0 manejo de pragas
se considerarmos a reducdo do uso de inseticidas na cultura do algodoeiro, provenientes da
erradicacdo da principal praga do algodoeiro, Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera:
Curculionidae), a introducdo do algoddo-Bt para controle de lagartas e a disponibilidade de

inseticidas seletivos, assim, permitindo a conservacao de inimigos naturais.
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Material e Métodos

O estudo foi conduzido no laboratorio de Controle Bioldgico da Coastal Plain Experiment
Station (CPES) da University of Georgia (Tifton-GA). Larvas e adultos de H. convergens foram
mantidos na criacdo utilizando ovos de Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae),
adquiridos da empresa Beneficial Insectary Inc., Redding, CA, EUA. Adultos de H. convergens
utilizados nos cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos receberam pulgdes como alimento
adicional, a fim de estimular a producdo de ovos. As joaninhas foram mantidas em ambiente
controlado com temperatura de 25 + 1°C e fotofase 14h.
Obtencdo dos Inseticidas Sintéticos. O lambda-cialotrina (99,5%, Chem Service, West Chester,
PA, USA) e o butoxido de piperonila (PBO) (Endura PB 80 EC-NF, 80% PBO, Endura Fine
Chemicals, Bolonha, Italia) em grau técnico foram adquiridos em mercado especializado.
Obtencédo das Populacdes de Hippodamia convergens Suscetivel e Resistente. Foram utilizadas
duas populagdes de H. convergens, uma adquirida de insetario comercial (ARBICO Organics, Oro
Valley, AZ, EUA), coletada na California em abril de 2011, e a outra, coletada em plantas de
cobertura "clover" no municipio de Attapulgus, GA, EUA, a 30° 45° 45,34 N ¢ 84° 28” 49,75”
W, no mesmo periodo. Para ambas as populacfes, adultos da geracdo F; foram submetidos a
aplicagdo topica de 0,5 pL de diferentes doses do inseticida lambda-cialotrina em grau técnico
para calcular as DLsgs. Baseando-se nos resultados a partir de seis doses de lambda-cialotrina, as
DLsgs calculadas foram correspondentes a 0,004 e 0,816 mg de i.a./mL, para as populacfes da
Califérnia (Hc-CA) e da Georgia (Hc-GA), respectivamente. Assim, as populacfes suscetivel e
resistente foram denominadas Hc-CA e Hc-GA, respectivamente, com razdo de resisténcia de
220,03 vezes. Além disso, as DLsg € DLgo para Hc-GA foram de 0,816 e 4,595 mg i.a./mL sendo
superiores a maior concentracdo do inseticida lambda-cialotrina recomendada para o controle de
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H. zea na cultura do algodoeiro (0,44 mg/mL; 44 g de i.a./ha utilizando 100L de calda/ha)
(Roberts et al. 2011). Os experimentos relacionados a heranca da resisténcia ao lambda-cialotrina
foram iniciados com adultos provenientes da geracdo F; das populagdes resistente e suscetivel.
Criacdo das Populacbes e Progénies de Hippodamia convergens. As populacdes de H.
convergens foram mantidas isoladamente em colonias. Adultos de cada populacdo foram
acondicionados em caixas plasticas tipo cubo de 30 cm (comprimento x largura X altura) com
laterais teladas. Posteriormente, casais foram transferidos para recipientes plasticos de 500 mL,
com tampa de tela feita com tecido voil para permitir a circulacdo de ar. Pedacos de papel-toalha
foram adicionados no interior dos recipientes, servindo como substrato para posturas. Estas foram
transferidas para copos plasticos transparentes de 30mL, com abertura superior fechada com disco
de papel. No minimo, posturas de 20 fémeas foram utilizadas para manter a colénia e serem
utilizadas nos experimentos. Apos a eclosdo, uma larva foi transferida e criada por copo plastico
de 25mL, que foi disposto em bandejas-suporte, com capacidade para 30 copos. Como alimento
foi fornecido ovos de E. kuehniella em quantidades ad libitum de acordo com a idade das larvas.
Curvas de Dose-Mortalidade. Inicialmente, o lambda-cialotrina e o PBO a 99,5 e 80% em grau
técnico, respectivamente, foram diluidos em acetona. No estudo com o sinergista, inicialmente
foram realizados bioensaios com intuito de determinar a dose de PBO a ser aplicada, que néo
produzisse mortalidade de adultos para ambas as populagdes suscetivel e resistente de H.
convergens. Desta forma, a dose 10 mg de i.a. PBO/mL foi utilizada nos bioensaios. Em seguida,
para cada populacdo de H. convergens, foram conduzidos testes preliminares utilizando o
sinergista na dose determinada, com diluigdes seriais do inseticida lambda-cialotrina em fator de
10 (dose inicial 1 mg de i.a./mL), a fim de determinar o intervalo de doses ocasionando 0 a 100%
de mortalidade. Nos bioensaios da heranca da resisténcia, os testes preliminares foram realizados
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com o lambda-cialotrina na auséncia do sinergista PBO. Nos bioensaios do sinergismo e de
heranca foram utilizadas no minimo cinco doses de lambda-cialotrina, e a testemunha foi tratada
somente com a dose 10 mg de i.a. PBO/mL e acetona, respectivamente.

O bioensaio foi realizado duas vezes para cada populacdo ou progénie de H. convergens. Em
cada bioensaio, foram utilizados no minimo 20 insetos adultos com 8 a 10 dias de idade por dose
avaliada. A aplicacdo das doses, previamente determinadas, foi realizada com a deposic¢do de
0,5ul da respectiva dose na parte ventral do abdome dos insetos, utilizando seringa de Hamilton
25uL. Os insetos apos serem tratados foram acondicionados em placas de Petri (12 x 1,5cm),
forrados com papel de filtro. No interior da placa foi colocado um recipiente de 5mL contendo um
chumaco de algodao umedecido em mel a 10% como fonte de umidade e complemento alimentar.
Em seguida, as placas de Petri contendo os insetos foram mantidas em camaras climaticas tipo
B.0O.D., com temperatura regulada a 25 + 1°C e fotofase de 14h. Nos bioensaios de heranca e
sinergismo, o knockdown e a mortalidade foram avaliados ap6s 2 e 24h da exposic¢éo ao produto,
respectivamente, sendo considerado apresentando knockdown ou mortos, os individuos que nao
eram capazes de voltar a posi¢cdo normal quando colocado de ventre para cima nos respectivos
intervalos de avaliacdo.

Ligacdo ao Sexo em Hippodamia convergens. Neste estudo, foram utilizados adultos de H.
convergens oriundos da populacdo suscetivel (Hc-CA) e da populacdo resistente ao lambda-
cialotrina (Hc-GA). Para investigar se a resisténcia a este inseticida é herdada autossomicamente
ou é ligada ao sexo, foram conduzidos cruzamentos reciprocos entre machos (n=30) e fémeas
(n=30) virgens das duas populagdes, com o intuito de obter insetos de dois tipos de heterozigotos
(progénie F1): SR (3 Sx 2 R)e RS (& R x @ S). Para a realizagdo dos cruzamentos reciprocos,
as fémeas e os machos virgens dos parentais foram mantidos em caixas plasticas tipo cubo,
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conforme descritas anteriormente, para permitir livre escolha de parceiro. Cada populacdo de
heterozigotos (SR e RS) foi mantida isoladamente visando a obtencdo de adultos para realizar os
bioensaios referentes as curvas de dose-mortalidade.

Para verificar a ligagdo ao sexo ou influencia maternal, bem como determinar se a
resisténcia € monofatorial ou polifatorial, machos virgens de H. convergens (n=30) de cada
progénie F; (SR e RS) foram retrocruzados com fémeas virgens das populacdes parentais (n=30),
produzindo quatro retrocruzamentos: BC1 (& F1 SR x @ R); BC2 (& F1 RS x @ R); BC3 (& F;
SR x @ S); e BC4 (& FL RS x @ S). Desta forma, adultos das progénies F; e das populagdes
parentais foram acasalados em caixas plasticas, conforme descrito para 0s cruzamentos
reciprocos. A populacdo obtida a partir do retrocruzamento foi mantida separadamente para ser
utilizada nos bioensaios para a obtencao da curva de dose-mortalidade.

Dominancia em funcdo da dose do Lambda-cialotrina. Neste experimento, foram utilizados
adultos com 8 a 10 dias de idade das populacdes Hc-CA (n=24), Hc-GA (n=24), F; SR (n=24) e
F1 RS (n=24) por dose de lambda-cialotrina testada. Cinco doses previamente estabelecidas,
correspondentes a 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; e 1,0 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL em grau técnico,
foram aplicadas em diferentes grupos de joaninhas de cada populacdo, conforme descrito nos
bioensaios de dose-mortalidade. O knockdown e a mortalidade de adultos de H. convergens para
as cinco doses foram avaliados apds 2 e 24h da exposicdo ao lambda-cialotrina, respectivamente.

Variacdo Genética nas Populagdes Suscetivel e Resistente de Hippodamia convergens. Para
avaliar a presenca de variacdo genética nas populacdes parentais, foram realizados experimentos
utilizando adultos com 8 a 10 dias de idade, provenientes de casais individuais (n=5) das
populacbes Hc-CA e Hc-GA, das progénies F; SR e RS, e de quatro retrocruzamentos. Desta
forma, cada casal correspondeu a uma familia da populacdo ou progénie analisada. Neste
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experimento, foi utilizada a dose discriminatoria para individuos homozigotos dominantes,
correspondente a 0,5 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL, seguindo o procedimento descrito nos
bioensaios de determinacdo da curva de dose-mortalidade. Para cada familia, 30 adultos foram
submetidos ao tratamento com o lambda-cialotrina, divididos em grupos de 10. O grupo controle
foi tratado somente com acetona. A ocorréncia de knockdown e mortalidade de adultos de H.
convergens foi avaliada ap0s 2 e 24h da exposicdo ao produto, respectivamente.
Analises. O nimero de individuos apresentando knockdown, mortos ou vivos nos bioensaios de
heranca da resisténcia e sinergismo foi registrado para a determinacdo da DKsy e DLso de cada
populacdo ou progénie estudada, através da analise de Probit (Finney 1971), utilizando o
programa Polo PC (LeOra Software 1987). Testes de paralelismo e igualdade entre as curvas de
dose-mortalidade calculadas foram interpretados pelo teste de qui-quadrado ao nivel de 5% de
probabilidade. As razdes de resisténcia (RRsp) nos bioensaios de heranca foram calculadas pela
relacdo das DKsps ou DLsgs da populacdo resistente, progénies e retrocruzamentos de H.
convergens em funcdo da populacdo suscetivel. As razdes de sinergismo (RSso) foram obtidas
utilizando a DKsp ou DLsp estimada para cada populacdo de H. convergens quando aplicado
somente o lambda-cialotrina e este associado aos sinergista PBO. J& as razdes de toxicidade dos
bioensaios de sinergismo (RRsp) foram calculadas entre as populagdes resistente (Hc-GA) e
suscetivel (Hc-CA) quando aplicado ou ndo o sinergista. As RRsos € RSsps, bem como o0s
respectivos intervalos de confianga (ICgsy) foram calculados pelo método descrito por Robertson
& Preisler (1992), sendo que estas razdes foram consideradas significativas, quando o intervalo de
confianca ndo incluiu o valor 1.

As hipoteses que a heranga da resisténcia ao lambda-cialotrina em H. convergens é
autossdmica ou ligada ao sexo foram testadas a partir das curvas de dose-mortalidade obtidas para
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adultos das progénies F; SR e F; RS. A partir da DLsy estimada para a progénie F; (SR e RS) e
para as populacdes parentais suscetivel (Hc-CA) e resistente (Hc-GA), o grau de dominancia da
resisténcia foi estimado através do método descrito por Stone (1968): D = [(2 63 — 0, — 01) / (02—
01)]. Onde, D = grau médio de dominancia; 61 = logio (DKsp) ou (DLsp) da populagdo suscetivel;
0, = logie (DKso) ou (DLsg) da populagdo resistente; e 03 = logie (DLso) ou (DKsg) da populacio
heterozigota (progénie Fi). Assim, se D = 1, indica dominéncia completa; 0 < D < 1, indica
dominéncia incompleta; -1 < D < 0, indica recessividade incompleta; e D = -1, indica
recessividade completa. O erro padrdo do grau de dominancia foi calculado utilizando a férmula
descrita por Lehmann (1966), e interpretado segundo Preisler et al. (1990).

O ndmero minimo de fatores (ng) influenciando a resisténcia foi obtido através do método
de Lande (1981), utilizando a formula: ng = (8, — 61)? / 8c¢%, onde 6 e 0, correspondem ao logso
(DKso) ou (DLsg) da populacdo suscetivel e resistente, respectivamente. O valor de o> calculado
através da formula: 032 = [Grclz + crczz — (c|:12 +0,5 o’ + 0,5 022)], onde crclz, crczz, cs|:12, 612 e 65’
correspondem as variancias das progénies retrocruzadas com a populacdo suscetivel e resistente,
da progénie Fy, e das populacGes suscetivel e resistente, respectivamente. O nimero minimo de
genes foi estimado separadamente para cada progénie F; de H. convergens e seu respectivo
retrocruzamento.

A dominancia em funcdo da dose (h) foi calculada a partir da formula descrita por Hartl
(1992): h = (w12 - Wa2) / (W11 - W), Onde wii, Wiz € W, correspondem ao desempenho calculado
para individuos homozigotos dominantes, heterozigotos e homozigotos recessivos,
respectivamente. Para os individuos homozigotos dominantes, o fitness foi definido como 1. Ja o
fitness para heterozigotos e homozigotos recessivos foi obtido pela relacdo entre a sobrevivéncia
observada dos adultos da progénie F; agrupado ou da populacdo suscetivel (Ec-FM) e a
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sobrevivéncia observada dos adultos da populacdo resistente (Ec-Vi). Os valores de h variam
entre 0 (recessividade completa) e 1 (dominancia completa). Se h corresponde a 0,5 (codominante
ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade incompleta) e 0,5 < h < 1 (dominancia
incompleta).

Para avaliar a variacdo genética nas populacdes parentais, os dados de knockdown e de
mortalidades observados foram corrigidos em funcdo do nimero de machos e fémeas de H.
convergens. O ajuste das proporcdes observadas de knockdown e mortalidade para cada familia, e
entre as familias (homogeneidade das familias e auséncia de variacdo genética) em cada
populacdo, progénie ou retrocruzamentos foi testado para o aceite da hipo6tese nula, com base nas
proporcOes esperadas de heranca ligada ao cromossomo X (Sokal & Rohlf 1981). Conforme
modelo de heranca e recessividade demonstrada na dose discriminatoria (0,5 mg de i.a. lambda-
cialotrina/mL), os testes de ajuste foram conduzidos para a progénie F1 SR e o retrocruzamento
BC2. Os testes de ajuste ndo foram realizados para as familias da populacéo suscetivel (Hc-CA),
da progénie F1 RS e de seus respectivos retrocruzamentos (BC3 e BC4), porque as proporgdes de
knockdown e mortalidade observadas foram similares aquelas esperadas para todas as familias
(1,00). Também, para a populacdo resistente (Hc-GA) e retrocruzamento BC1, as proporcdes

esperadas (0,00) ndo permitiram testar o seu ajuste as proporcdes observadas.

Resultados
Toxicidade do Lambda-cialotrina e Sinergismo do PBO para as Populagfes Parentais. Os
dados de knockdown e mortalidade para toxicidade e sinergismo assumiram o modelo de Probit (P
> 0,05), enquanto que as curvas de dose-mortalidade ndo assumiram paralelismo e igualdade (P <
0,05). Em relagdo a toxicidade do lambda-cialotrina, as DKsps € DKggs estimadas para as
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populagdes suscetivel (Hc-CA) e resistente (Hc-GA) foram correspondentes a 0,001 e 0,297; e
0,004 e 1,636 mg/mL, respectivamente, produzindo razédo de resisténcia de 286,75 e 461,16 vezes
para as DKsp e DKgp, respectivamente (Tabela 1). J& as DLsos € DLggs para as populacfes acima
citadas foram de 0,004 e 0,816; e 0,015 e 4,595 mg/mL, respectivamente, com razdo de
resisténcia correspondente a 220,03 e 308,00 vezes para as DLsg € DLgp, respectivamente (Tabela
1).

Em relacdo ao sinergismo, foi observado que ao utilizar o PBO as estimativas de DK e DL
foram similares para ambas as populacdes Hc-Ca e He-GA (Tabela 2). As DKsps € DKggs para as
populacgdes suscetivel (Hc-CA) e resistente (Hc-GA) foram de 0,0006 e 0,043; e 0,002 e 0,327 mg
de i.a. de lambda-cialotrina + PBO/mL, respectivamente. J& as DLsos € DLgos para as populacoes
acima citadas foram de 0,0007 e 0,047; e 0,002 e 0,309 mg de i.a. de lambda-cialotrina +
PBO/mL, respectivamente (Tabela 2). Entretanto, as estimativas de DK e DL utilizando o PBO
foram inferiores as estimativas obtidas somente com o lambda-cialotrina. Desta forma, as razes
de sinergismo da DKz e DKgg foram de 1,62 e 6,94; e 1,82 e 5,00 vezes para as populagdes Hc-
CA e Hc-GA, respectivamente. Para as DLsy e DLg, as razdes de sinergismo foram de 5,53 e
17,24; e 9,10 e 14,84 vezes, respectivamente. Também, foi observado que independente dos dados
serem referentes a DKsy € DLsy a razdo de resisténcia sinergizada ao utilizar o PBO foi de
aproximadamente 70,0 vezes (Tabela 2). Se considerarmos as DKgy e DLgg, as razdes de
resisténcia sinergizadas foram de aproximadamente 180 vezes.

Ligacédo ao Sexo em Hippodamia convergens. Os dados de knockdown e de mortalidade obtidos
nos bioensaios assumiram o modelo de Probit (P > 0,05), com excecdo para os dados de
mortalidade da progénie F1 SR (P < 0,05). Para as progénies F1 RS e F1 SR, as DKsys foram de
0,003 e 0,012 mg/mL, enquanto que as DKgps foram correspondentes a 0,019 e 0,182 mg/mL,
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respectivamente (Tabela 1). Ao considerar a DKs, ndo houve diferenca significativa entre as
progénies F1 [RRsoacosw): 4,54 (0,89-23,12)]. Entretanto, o mesmo ndo foi observado quando
analisada a DKgp [RReo(icese): 9,56 (3,94-23,21)]. Para DKsp, 0 grau de dominancia variou de -
0,66 a -0,13. Contudo, as diferencas nas estimativas de DKgy produziram graus de dominancia
variando de -0,48 a 0,27. Quando observado os retrocruzamentos BC1 e BC2, a DKgy e DKg
apresentaram padrGes de resposta semelhante a populacdo resistente. Entretanto, 0s
retrocruzamentos BC3 e BC4 produziram padrdo de resposta para suscetibilidade, apesar de
apresentarem diferencas significativas pelo método de Robertson & Preisler (1992) (Tabela 1).
Para as progénies F1 (RS e SR), as DLsgs foram correspondentes a 0,026 e 0,194 mg/mL,
enquanto que a DLy foi de 0,100 e 2,423 mg/mL, respectivamente (Tabela 2). Independente da
estimativa analisada (DLso ou DLgg) houve diferenca significativa entre as progénies F1 (RS e SR)
[RRso(icesw): 7,44 (4,48-12,35); e RRooucesw): 24,11 (8,56-67,87)]. Para a DLsyp, 0 grau de
dominéncia variou de -0,28 a 0,47, enquanto que para a DLgo variou de -0,34 a 0,78 (Tabela 2).
Quando observado os retrocruzamentos BC1 e BC2, a DLsy e a DLgy apresentaram padrdes de
resposta semelhante a populacdo resistente. Porém, os retrocruzamentos BC3 e BC4 produziram
padrdo de resposta para suscetibilidade, apesar de apresentarem diferencas significativas pelo
método de Robertson & Preisler (1992) (Tabela 2).
Dominancia em Funcdo da Dose do Lambda-cialotrina. A resisténcia foi funcionalmente
dominante (h = 1,0) na menor dose utilizada, correspondente a 0,001 mg/mL, para ambos 0S
cruzamentos reciprocos, nos diferentes intervalos apos a aplicacdo do inseticida (Tabelas 3 e 4).
Entretanto, a recessividade da resisténcia variou entre as progénies F1 (SR e RS), bem como entre
os intervalos de avaliagcdo. Para a progénie F1 RS, a resisténcia foi funcionalmente recessiva (h =
0,0), quando foram aplicadas as doses 0,1 e 1,0 mg/mL, apds 2 e 24h da aplicacdo do produto,
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respectivamente (Tabelas 3 e 4). Esta resposta somente foi observada para a progénie F1 SR (h =
0,0), quando foi avaliada a dose 1,0 mg/mL apds 2h da aplicacdo do inseticida (Tabela 3). Apds
24h, a progénie F1 SR apresentou dominancia efetiva (h) variando de 0,32 a 0,50, para doses
entre 0,1 a 1,0 mg/mL (Tabela 4).

Numero Minimo de Fatores Influenciando a Resisténcia em Hippodamia convergens. O
numero minimo de genes influenciando a resisténcia ao lambda-cialotrina em H. convergens foi
de -4,39 e 0,74 quando foram analisados os dados de knockdown do F1 SR e F1 RS e seus
respectivos retrocruzamentos, respectivamente. Quando foram analisados os dados de
mortalidade, as estimativas variaram de -1,23 e 3,73 genes nas mesmas condicdes.

Variacdo Genética nas Populagdes Suscetivel e Resistente de Hippodamia convergens. Dos
cinco casais formados da populacdo Hc-GA e da progénie F1 SR, somente quatro casais
produziram descendentes. Desta forma, somente quatro casais foram formados para o0s
retrocruzamentos BC1 e BC3. Dois casais da populacdo Hc-GA e um casal do retrocruzamento
BC3 produziram descendentes com mortalidade larval ~50%. Ent&o, novas posturas foram
coletadas destes casais. Entretanto, somente um casal de Hc-GA produziu posturas viaveis, com
mesmo padrdo de mortalidade larval, ndo tendo adultos (minimo de 30 adultos) destas familias
para serem testados. Os dados de knockdown e mortalidade indicam que machos utilizados para
formacdo dos casais da populacdo Hc-GA ndo foram suscetiveis (X°y). A variacdo genética
numericamente verificada nesta populacdo é referente a propor¢do de adultos suscetiveis
produzidos por casais de fémea heterozigota (X*X®) e macho resistente (X®y) (Tabelas 7 e 8).
Também, as familias da populacdo suscetivel (Hc-CA), da progénie F1 RS e de seus respectivos
retrocruzamentos (BC3 e BC4) ndo evidenciaram variacdo na resposta quanto a proporcéo de
adultos suscetiveis produzidos (1,0) (Tabelas 7 e 8). As familias de F1 SR foram similares entre si
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em funcéo do knockdown (y* = 1,59, GL = 3, P = 0,6611) e da mortalidade (3> = 6,37, GL=3,P =
0,0948). Também, a proporcdo de knockdown e mortalidade observada foram significativas em
trés das quatro familias (Tabelas 7 e 8), evidenciando variagdo genética em funcao do knockdown
(x* = 30,00, GL = 4, P < 0,0001) e da mortalidade (y* = 25,35, GL = 4, P < 0,0001). Em relacéo
ao retrocruzamento BC2 foi observada variacdo genética entre as familias [knockdown (y* =
26,55, GL = 5, P < 0,0001); mortalidade (3> = 41,40, GL = 5, P < 0,0001)]. A propor¢io de
knockdown observada foi diferenciada em duas das cinco familias (Tabela 7), o que ndo ficou
evidenciado quando analisado os dados de mortalidade (Tabela 8). Independente dos resultados
individuais, ndo foi observada diferenca entre as familias de BC2 [knockdown (y* = 4,63, GL = 4,
P = 0,3277); mortalidade (x* = 0,22, GL = 4, P = 0,9942)]. Para o retrocruzamento BC1, os dados
indicam diferenca em funcdo da proporcdo esperada, como consequéncia da variacdo genética

confirmada nos seus parentais (Hc-GA e F1 SR).

Discusséo

Considerando os resultados de knockdown (DKsp) para as progénies F1, a heranca de H.
convergens para resisténcia ao lambda-cialotrina pode ser considerada autossomal e
incompletamente recessiva. Entretanto, as estimativas da DKgy para estas progénies indicam
heranca ligada ao sexo. Se avaliarmos a heranga da resisténcia ao lambda-cialotrina com base na
mortalidade, as estimativas da DL das progénies F1 indicam resisténcia também ligada ao sexo.
Para a progénie F1 SR, ao utilizar como parametros a DKy, e as DLs, a resisténcia é
incompletamente dominante, enquanto que para a progénie F1 RS a resisténcia € incompletamente
recessiva. Diferentes fatores podem contribuir para este padrao de resposta, dentre eles a presenca
de heterozigotos na populacdo parental, causando variagcdo genética nos cruzamentos reciprocos,
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indicado pela estimativa da inclinacdo da reta (~1,0) (Robertson et al. 2007). Também, nao se
pode desconsiderar diferencas genéticas das duas populacGes estudadas que podem ter
influenciado os resultados. Desta forma, faz-se necessario analisar parametros adicionais, a fim de
inferir o modo de heranca da resisténcia ao lambda-cialotrina em H. convergens.

A joaninha H. convergens apresenta formula diploide 2n = 18 autossomos + XX para
fémeas, 2n = 18 autossomos + Xyp para machos (Smith 1960). O cromossomo y é representado
pela letra mindscula, visto que apresenta tamanho reduzido quando comparado ao cromossomo X.
Desta forma, o “Xy” designa o mecanismo cromossémico heterogamético de determinacdo sexual
e 0 “p” representa o tipo de associacdo dos cromossomos bivalentes sexuais na metafase |1 (Smith
1950). Esta espécie apresenta sistema sexual ortodoxo aquiasmatico, com meiose atipica em
machos, provavelmente pelo grau de compactacao e tamanho reduzido do bivalente sexual (White
1973). A associag¢do entre os cromossomos sexuais ¢ peculiar, do tipo “para-quedas”, formado
pelo cromossomo X e o “para-quedista” y (Smith 1950). Assim, para analisar a ocorréncia de
heranga ligada ao sexo em H. convergens, o sistema de determinagéo sexual deve ser considerado,
em funcdo da auséncia de crossing-over entre 0S Cromossomos sexuais.

Tendo por base os resultados obtidos nos retrocruzamentos, a hipétese do modo de heranca
ligada ao sexo pode ser aceita, visto que as estimativas da DK e DL do retrocruzamento BC1
(8F1 SR x @ Hc-GA) deveriam ser semelhantes a Hc-GA; enquanto que do retrocruzamento BC2
(&8 F1 RS x @ Hc-GA) similar ao F1 SR; BC3 (4F1 SR x @ Hc-CA) semelhante ao F1 RS; e
BC4 (3 F1 RS x @ Hc-CA) com resposta similar a Hc-CA. Somente o retrocruzamento BC2 e
BC4 apresentaram DK e DL significativas, respectivamente. Entretanto, houve possivel influencia
de variacdo genética nestas estimativas (Tabashnik 1991) ou variacdo natural como consequéncia
da realizacdo de experimentos em diferentes geracGes (Robertson et al. 1995). Também, os
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experimentos com casais individuais utilizando a dose discriminatoria (0,5 g de i.a. lambda-
cialotrina/L) demonstraram claro efeito de ligacdo ao sexo na herancga da resisténcia, tanto para
DK quanto para DL. Adicionalmente, os dados obtidos indicam que machos com um cromossomo
XR apresentam fendtipo semelhante a fémea X®X®. Este resultado demonstra possivel
compensacao de dose em machos de H. convergens, como observado para fémeas de Helicoverpa
armigera (Fabr.) (Lep.: Noctuidae) (Daly & Fisk 1998). Vale ressaltar que as estimativas do
numero de genes com base na DK e DL sugerem que a heranca da resisténcia ao lambda-
cialotrina em H. convergens ¢ ligada ao sexo. Segundo Lande (1981), padrdes de heranca sexual
tém a capacidade de modificar as variancias fenotipicas apresentadas pelas populacdes e
progénies, que sdo fundamentais para estimar o numero de genes. Tal mudanca do padrdo nédo
permite estimar corretamente o nimero de genes influenciando a resposta analisada (ex., valores
negativos para uma das progénies F1), bem como produzindo nimero de genes subestimados (ex.,
valores proximos a zero), como foi observado neste estudo.

A heranca da resisténcia de H. convergens ao lambda-cialotrina, baseando-se nos resultados
de knockdown, pode ser considerada recessiva. Assim, a diferenca no grau de dominancia quando
a resposta foi ligada ao sexo, ndo é relacionada a sobrevivéncia de heterozigotos na progénie F1
SR (dominante) e mortalidade de heterozigotos na progénie F1 RS (recessiva) (Bourguet et al.
2000). Esta diferenca € resultante do padrdo de mortalidade entre os descendentes produzidos na
progénie F1 SR quando comparada a progénie F1 RS. Descendentes machos provenientes da
progénie F1 SR seriam resistentes (X"y), enquanto que as descendentes fémeas ndo (X°X®). Ja
para a progénie F1 RS, ambos os machos (X°y) e as fémeas (X"X°) seriam suscetiveis. Desta

forma, a presenca de machos resistentes na F1 SR produz acréscimo na DK consequentemente
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gerando graus de dominancia diferenciados para cada progénie dos cruzamentos reciprocos,
dependendo da magnitude da resposta dos individuos resistentes.

Os dados de mortalidade da progénie F1 SR ndo assumiram o modelo de Probit. A presenca
de variacdo genética nesta progénie foi confirmada, estando relacionada a presenca de fémeas
XRX® na populacdo Hc-GA. Entretanto, este pode ndo ser o Unico fator contribuindo para o
resultado. Isto porque mesmo com variacdo genética, os dados de DK da progénie F1 SR
assumiram o modelo de Probit. Fato observado durante os experimentos da curva de dose-
mortalidade e confirmado no experimento de casais individuais é que alguns individuos desta
progénie, bem como da populacdo Hc-GA, apresentaram recuperacdo dos sintomas apos 24h. Os
resultados do experimento de casais individuais demonstram que o gene influenciando esta
recuperacdo também pode ser ligado ao sexo, uma vez que adultos da progénie F1 RS e fémeas da
progénie F1 SR ndo recuperaram ap0s 24h. Entretanto, o grau de dominéncia ndo pode ser
determinado com seguranca, uma vez que a dose utilizada no experimento de casais individuais
pode ter produzido heranga funcionalmente recessiva. Assim, existe indicativo da presenca de
genes ligados no cromossomo sexual X, produzindo diferentes mecanismos de resisténcia. Apesar
de ndo terem sido testados experimentalmente, podemos indicar o envolvimento da
insensibilidade de sitio-alvo (que poderia ser confirmado através de estudos de resisténcia cruzada
ao DDT e outros piretroides) e a associacdo deste a um possivel mecanismo destoxificativo apos
24h, como fatores influenciando a resisténcia ao lambda-cialotrina em H. convergens. Resultado
deste tipo tem sido observado em outros estudos que tém registrado casos de resisténcia
envolvendo diferentes mecanismos de resisténcia a piretréides (Roush et al. 1986, McDonald &

Schmidt 1987; Payne et al. 1988). Entretanto, devemos ter cautela ao interpretar os dados, uma
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vez que 0s experimentos para determinacdo das curvas de dose-mortalidade e de casais
individuais foram realizados em momentos distintos.

Neste estudo, a atuacdo do metabolismo como fator de resisténcia em H. convergens foi
testada através da resposta obtida quando utilizado o sinergista butoxido de piperonila (PBO).
Podemos observar que a DK e a DL foram significativamente reduzidas para as populacdes Hc-
CA e Hc-GA, gquando o lambda-cialotrina foi associado a este sinergista. Tal padrdo pode ter sido
resultante do aumento da taxa de penetracdo do inseticida através da cuticula, como foi observado
para H. armigera quando tratada com o inseticida piretréide esfenvarelato, e consequentemente,
causando a reducdo das estimativas da DK e DL (Gunning et al. 1995). Também, a recuperacao
de sintomas ap0s 24h da aplicacdo dos produtos ndo ocorreu quando comparada a aplicacao
somente do lambda-cialotrina (na ordem de trés vezes), fato que foi indicado pela similaridade das
estimativas de DK e DL. Outro ponto importante é que a resisténcia na populacdo Hc-GA nao foi
completamente suprimida pelo butoxido de piperonila, apesar da dose de sinergista utilizada ser
suficiente para suprimir a recuperacao de sintomas ap6s 24h. Por outro lado, devemos enfocar a
importancia destes resultados que apresentam o potencial em triplicar o nivel de resisténcia em H.
convergens, em funcdo da atuacéo de enzimas destoxificativas.

Devemos considerar que ao utilizar fémeas heterozigotas (X"X%) no cruzamento reciproco
F1 SR, descendentes machos suscetiveis (X°y) podem ser produzidos. A presenca destes machos
na progénie F1 SR, que ndo é o padrdo esperado, pode gerar estimativas de DL subestimadas,
permitindo erroneamente denominar a heranca da resisténcia como autossomal. Fato que ocorreu
ao estudar a heranca da resisténcia ao granulovirus (CpGV) (Baculoviridae) em uma populagao
heterogénea de C. pomonella (Eberle & Jehle 2006). E, que ficou demonstrado com experimentos
de casais individuais apés selecdo em laboratdrio (Asser-Kaiser et al. 2007), e tambem, a partir de
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experimentos conforme realizado neste estudo (Asser-Kaiser et al. 2010). Entretanto, estimativas
inferiores da inclinacdo da reta para um dos cruzamentos reciprocos (Eberle & Jehle 2006), ja
sugeriam a influéncia de genes ligados ao cromossomo sexual em C. pomonella (Asser-Kaiser et
al. 2010).

Estudos prévios tém revelado heranca recessiva da resisténcia quando utilizados inseticidas
piretroides em diferentes grupos de insetos. Por exemplo, para Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Cullicidae) (Halliday & Georghiou 1985), Haematobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae)
(Roush et al. 1986), Musca domestica (Diptera: Muscidae) (Liu & Scott 1995), Heliothis
virescens (Fabr.) (Lepidotera: Noctuidae) (Payne et al. 1988), Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae) (Liu et al. 1981), H. armigera (Tan & McCaffery 1999), Sitophilus zeamais Mots
(Coleoptera: Curculionidae) (Guedes et al. 1994), C. pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)
(Bouvier et al. 2001). Entretanto, poucos séo o0s casos de resisténcia ligada ao sexo considerando
diferentes grupos de inseticidas: C. quinquefasciatus (McDonald & Schmidt 1987), S. zeamais
(Guedes et al. 1994), H. armigera (Daly & Fisk 1998), Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera:
Tortricidae) (Kanga et al. 2001), Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)
(Follet et al. 1995), C. pomonella (Asser-Kaiser et al. 2007).

A dominancia efetiva demonstra que quando sdo utilizadas doses elevadas de lambda-
cialotrina, a resisténcia é funcionalmente recessiva permitindo a sobrevivéncia dos individuos
homozigotos resistentes, enquanto que ao serem utilizadas doses inferiores deste inseticida, a
resisténcia pode ser classificada como funcionalmente dominante, um padrédo também observado
em outros estudos (Liu & Tabashnik 1997, Sayyed et al. 2000, Zhao et al. 2000, Alves et al.
2006, Balasubramani et al. 2008, Sayyed et al. 2008, Shad et al. 2010). Sabe-se que a dominéncia
ndo indica uma propriedade intrinseca de um alelo (Sved & Mayo 1970), visto que a sua
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expressao é variavel em relacdo a dose utilizada (Bourguet et al. 2000). Assim, se uma dose é
suficientemente alta para matar todos os individuos heterozigotos, uma resisténcia dominante
pode se tornar funcionalmente recessiva, como foi definido por Curtis et al. (1978). Por outro
lado, se doses baixas sdo utilizadas permitindo a sobrevivéncia de heterozigotos resulta em
resisténcia funcionalmente dominante. Apesar da progénie F1 SR ndo apresentar numericamente
resposta funcionalmente recessiva nas maiores doses de lambda-cialotrina utilizadas, esta resposta
pode ter sido resultante da influencia da heranca sexual, que produz machos XRy.

A heranca da resisténcia para a populacdo de H. convergens indica ligacdo sexual, recessiva.
Provavelmente, o principal mecanismo de resisténcia esta relacionado a insensibilidade de sitio-
alvo, i.e, resisténcia do tipo-kdr, com a participacdo de enzimas destoxificativas, esterases ou
monooxigenases de funcdo mista, que foram inibidas pelo PBO. Desta forma, os resultados aqui
obtidos diferem dos encontrados para Eriopis connexa (Germar) (Cap. 3). Em E. connexa 0 modo
de heranca é autossomal, incompletamente dominante para a resisténcia ao lambda-cialotrina, e
que foi totalmente inibido pelo sinergista PBO.

O modo da heranca e 0s possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia de H. convergens
podem ser explicados, observando o histérico de aplicacdo de inseticidas sintéticos para controle
de pragas na cultura do algodoeiro na Gedrgia, EUA. Na década de 50, o DDT foi amplamente
utilizado para controle de Anthonomus grandis (Boh.), Heliothis spp. e Helicoverpa spp.,
principais pragas da cultura do algodoeiro (Andnimo 1950). Com a deteccdo de populagdes de A.
grandis resistentes e a disponibilidade de organofosforados no mercado, o DDT foi sendo
substituido para o controle desta praga (Andnimo 1958). Em 1961, o DDT ainda era indicado para
controle de adultos de A. grandis em diapausa, entretanto durante o desenvolvimento da cultura,
este deveria ser aplicado em associagdo ao toxafeno ou organofosforados (Anonimo 1961). O
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regime de aplicacdo dos organofosforados (em intervalo de cinco dias), aliado ao amplo espectro
de acdo do DDT, contribuia com grande impacto na populacdo de inimigos naturais, surto de
pragas secundarias e resisténcia em diferentes insetos-praga na cultura do algodoeiro (Newson &
Smith 1949, Gaines 1954, Haney et al. 2009). A deteccdo de resisténcia em populacdes de H.
virescens e H. zea (Canerday 1974), provavelmente estimulou a adog¢éo de inseticidas piretroides
na Georgia na década de 80 (Lambert 1981). Independente do grupo do inseticida, a ocorréncia de
A. grandis na cultura do algodoeiro forcava as aplicacdes de inseticidas de amplo espectro de acédo
serem iniciadas quando os primeiros botdes florais eram formados, produzindo grande impacto na
populacdo de inimigos naturais (Haney et al. 2009). Desta forma, o histérico de utilizacdo de
DDT, organofosforados e piretrdides para o controle de pragas, pode ter contribuido para selecdo
de populacGes da joaninha predadora H. convergens resistentes em campo. Este padrdo de
utilizacdo de inseticidas corrobora com a insensibilidade do sitio-alvo e a participacdo de enzimas
destoxificativas como mecanismo principal de resisténcia. Mesmo tendo sido diminuida
consideravelmente a aplicacdo de inseticidas apds o programa de erradicacdo de A. grandis e a
introducdo de cultivares transgénicas de algodoeiro para o controle de lagartas desfolhadoras
(Betz et al. 2000, Haney et al. 2009), a necessidade de aplicacdo de piretroides e
organofosforados ainda persiste para o controle de percevejos pentatomideos (Greene et al. 2001).
Desta forma, a menor frequéncia de aplicacdo de inseticidas piretréides e organofosforados pode
reduzir o efeito negativo causado por estes produtos na densidade populacional de H. convergens,
e assim, permitir manutencao de genes de resisténcia, aliada a provavel estabilidade de resisténcia
geralmente relatada a inseticidas piretroides.

Ao contrario do que é observado em herangas autossomais, mesmo em baixas frequéncias
do alelo de resisténcia X®, machos desta espécie poderiam ser resistentes ao lambda-cialotrina,
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visto que somente possuem uma copia deste cromossomo. O conhecimento da influencia de
fatores como a frequéncia inicial de alelos de resisténcia, o tamanho da populacdo, a razdo sexual
em campo, custo adaptativo, a ocorréncia de dispersdo e de multiplas copulas nesta espécie sao
extremamente necessarias para fomentar um melhor entendimento da evolucao da resisténcia em
H. convergens. Entretanto, resultados iniciais de selecdo em laboratério, utilizando a populagédo
Hc-GA sugerem rapida evolucdo da resisténcia, conforme foi descrito na heranca sexual recessiva
de H. armigera ao endolsufan (Daly & Fisk 1998). Fatores como a alta freqiiéncia de alelos de
resisténcia, fémeas X"X° sendo suscetiveis ao lambda-cialotrina, machos requerendo somente um
alelo X® para sobreviver & aplicacdo do inseticida e, ainda, a interacdo entre mecanismos de
resisténcia, que tem potencial para permitir a sobrevivéncia de individuos suscetiveis ao lambda-
cialotrina (individuos que sofrem knockdown) podem favorecer a rapida evolucdo da resisténcia
em H. convergens. Apesar de citar uma possivel atuacdo de diferentes genes influenciando a
resisténcia ao lambda-cialotrina em H. convergens, a natureza da interacdo desses genes nao foi
estudada. Vale ressaltar que em geral, este tipo de interacdo € um fator por si sé considerado
complexo na heranga da resisténcia (Hardstone et al. 2009). Assim, estudos enfocando a natureza
da interagdo desses genes, aliada a ocorréncia de custo adaptativo para manter os diferentes genes
na auséncia de aplicacdo de inseticidas, bem como dos beneficios relacionados a presenca dos
diferentes mecanismos de resisténcia devem ser realizados. Para tanto, o papel de cada
mecanismo isolado na resisténcia e as interacGes entre os diferentes genotipos devem ser

considerados, sem deixar de observar a influencia da heranga sexual em H. convergens.
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Tabela 1. Toxicidade do lambda-cialotrina para populagdes suscetivel, resistente, dos cruzamentos reciprocos F; e retrocruzamentos de Hippodamia
convergens quando avaliados ap6s 2 e 24h da exposigdo ao produto. Nota = n, nimero de adultos testados; GL, grau de liberdade; EP, erro padréo; e x°, teste de

qui-quadrado.

Populagao/ Knockdown
Progénie® n GL Inclinagio + EP DKsp (ICos0)° RRso (ICgs0)° DDs, + EP? DKgo (ICe50,)° RRgo (1Css0)° DDy + EP? P
Hc-CA(S) 191 4 2,39+0,42 0,001 - 0,004 - 6,76
(0,0004-0,002) (0,002-0,011)
Hc-GA(R) 21 4 1,73+0,28 0,297 286,75 1,636 461,16 476
(0,156-0,439) (86,59-949,64)* (0,955-6,219) (133,26-1595,93)*
F1SR 214 5 1,10 £ 0,20 0,012 11,01 -0,13+0,15 0,182 51,11 0,27 +0,17 4,50
(0,005-0,021) (5,43-26,11)* (0,105-0,474) (24,04-108,68)*
FLRS 220 4 1,52 +0,19 0,003 2,62 -0,66 + 0,27 0,019 5,35 -0,48 + 0,11 0,50
(0,0002-0,007) (0,57-12,02) (0,009-0,038) (2,81-10,16)*
BC1 198 6 1,32+0,19 0,271 211,33 2,254 835,24 6,35
(0,162-1,14) (111,96-398,90)* (1,02-15,43) (252,59-2761,92)*
BC2 167 4 0,72+ 0,20 0,073 70,47 4,480 1259,04 6,33
(0,026-0,144) (31,19-159,24)* (1,100-396,1) (143,76-11026,3)*
BC3 267 8 2,27+0,33 0,003 2,81 0,011 3,00 478
(0,002-0,004) (1,71-4,63)* (0,008-0,017) (1,85-4,89)*
BC4 268 8 2,63+0,40 0,003 2,91 0,009 2,61 1,78
_____________________________________________________ (0,002-0004) _ __(180-47n)x . _._.(0007-0014) _ _ (1,84-414)* .
Populagdo/ ] Mortalidade
_Progénie 1 n____GL ___InclinagoxEP __~  DLso(ICos)’ | RRep (1Cosee)” ____ DDsg£ EP __~ Dlgg (ICesss)’ | RRoo (1ICose0)” . DDa+EP' 7 .
Hc-CA(S) 191 4 2,12+0,33 0,004 - 0,015 - 1,24
(0,003-0,005) (0,010-0,028)
Hc-GA(R) 221 4 1,71+0,32 0,816 220,03 4,595 308,00 1,54
(0,631-1,167) (76,89-629,65)* (2,54-15,53) (79,62-1191,39)*
F1SR 214 5 1,17 +0,17 0,194 52,33 0,47 +0,16 2,423 162,29 0,78+0,26  19,63**
(0,059-1,745) (32,30-84,80)* (0,545-14490) (56,64-465,02)*
FLRS 220 4 2,19+0,33 0,026 7,03 0,28+ 0,09 0,100 6,73 0,34 +0,12 1,46
(0,019-0,034) (4,89-10,11)* (0,072-0,173) (3,62-12,52)*
BC1l 198 6 2,03+0,39 0,804 216,95 3,431 230,03 1,03
(0,548-1,441) (131,14-358,92)* (1,793-12,971) (85,46-619,16)*
BC2 167 4 1,45 +0,22 0,364 98,08 2,754 184,56 4,58
(0,245-0,621) (59,26-162,32)* (1,346-9,637) (65,92-516,78)*
BC3 267 8 2,17+0,25 0,015 4,07 0,059 3,93 4,78
(0,012-0,019) (2,90-5,71)* (0,043-0,091) (2,19-7,08)*
BC4 268 8 2,24 +0,27 0,011 3,05 0,042 2,83 4,20
(0,009-0,014) (2,17-4,27)* (0,031-0,065) (1,58-5,08)*

"Hc-CA e He-GA = populag@es suscetivel e resistente, respectivamente; F1 SR (3 Sx @ R)e FLRS (4 R x @ S); Retrocruzamentos BC1 (4 F1 SR x @ R); BC2 (3 FLRS x Q R); BC3 (8 FLRS x @ S);
e BC4 (3 FLRS x @ S); DK ou DL = dose (mg de i.a. de lambda-cialotrina/mL) que produz efeito knockdown ou mortalidade, respectivamente. °RR = razio de resisténcia e intervalo de confianga a
95%, calculados através do método de Robertson & Preisler (1992); “DD, grau de dominancia. *RR significativos, uma vez que o intervalo de confianga no incluiu o valor 1,0. **Dados n&o assumiram

modelo de Probit (P<0,05).
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Tabela 2. Toxicidade do inseticida lambda-cialotrina a populacGes de Hippodamia convergens quando aplicado associado ao
sinergista butéxido de piperonila (PBO). Nota = n, nimero de adultos testados; GL, grau de liberdade; EP, erro padréo; e 2, teste de
qui-quadrado.

Populagéo/ Knockdown (2h)
Progénie n  GL Inclinagio + EP  DKgo(ICes%)°  RSso(ICos)®  RRso (ICssy)? DKoo (ICess)”  RSeo(ICss%)®  RRgo(ICesy)* i
Lambda-cialotrina
Hc-CA (S) 191 4 2,39+0,42 0,001 - - 0,004 - - 6,76
(0,0004-0,002) (0,002-0,011)
Hc-GA(R) 221 4 1,73+0,28 0,297 - 286,75 1,636 - 461,16 4,76
(0,156-0,439) (86,59-949,64)  (0,955-6,219) (133,26-
1595,93)
Lambda-cialotrina + PBO
Hc-CA(S) 278 4 2,64 £0,33 0,0006 1,62 - 0,002 1,82 - 3,87
(0,0005-0,0008)  (1,07-2,45) (0,001-0,004)  (1,16-2,86)
Hc-GA (R) 182 5 1,45+0,23 0,043 6,94 67,05 0,327 5,00 167,81 0,69
(0,030-0,061) (4,40-10,93)  (45,70-98,37)  (0,186-0,881)  (2,08-12,02)  (75,53-372,82)
Populaggo/ Mortalidade (24n)
Progenie!’ ~ n  GL Inclinacdo +EP  DLsy(ICes)”  RSso(ICess)’  RRso(ICesw)’  Dleg (ICess)’  RSao(ICess)’  RReo(ICesy)’  1°
Lambda-cialotrina
Hc-CA(S) 191 4 2,12+0,33 0,004 - - 0,015 - - 1,24
(0,003-0,005) (0,010-0,028)
Hc-GA(R) 221 4 1,71+£0,32 0,816 - 220,03 4,595 - 308,00 1,54
(0,631-1,167) (76,89-629,65)  (2,54-15,53) (79,62-1191,39)
Lambda-cialotrina + PBO
Hc-CA (S) 278 4 3,30+£0,42 0,0007 5,53 - 0,002 9,10 - 4,38
(0,0006-0,0008)  (4,23-7,22) (0,001-0,003)  (5,34-15,49)
Hc-GA(R) 182 5 1,57 £ 0,24 0,047 17,24 70,55 0,309 14,84 188,81 3,43

(0,034-0,067)  (11,24-26,70)  (49,49-100,57) (0,182-0,762)  (5,19-42,39)  (91,57-389,27)

"Hc-CA e Hc-GA = populagBes suscetivel e resistente, respectivamente. ‘DK e DL = dose (mg de i.a./mL) que produz efeito knockdown ou mortalidade,
respectivamente. °RS = raz4o de sinergismo e intervalo de confianca a 95%; “RR, razdo de resisténcia e intervalo de confianca a 95%; *RS e RR foram calculados
através do método de Robertson & Preisler (1992), sendo significativos quando o intervalo de confianga ndo incluiu o valor 1,0.
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Tabela 3. Dominancia efetiva para adultos de Hippodamia convergens apés 2h da aplica¢do do lambda-cialotrina [Hc-CA (n=120
adultos); Hc-GA (n=120 adultos); F1 RS (n=120 adultos); F1 SR (n=120 adultos)].

(Dn?;;er;L) ﬁ?g;;?:f / n Knoz;gown Desempenho® Dy’ i?g;;?:f / n  Mortalidade (%) Desempenho? D2
Hc-CA (S) 24 33,33 0,67 Hc-CA (S) 24 16,67 0,83
0.001 Hc-GA (R) 24 0,00 1,00 Hc-GA (R) 24 0,00 1,00
' F: RS 24 0,00 1,00 1,00 Fi RS 24 0,00 1,00 1,00
F: SR 24 0,00 1,00 1,00 F. SR 24 0,00 1,00 1,00
"HecCA(S) 24 100,00 0000  HcCA(S) 24 91,67 009
0,01 Hc-GA (R) 24 0,00 1,00 Hc-GA (R) 24 0,00 1,00
F1 RS 24 83,33 0,17 0,17 Fi. RS 24 16,67 0,83 0,82
F: SR 24 41,67 0,59 0,58 F, SR 24 0,00 1,00 1,00
"Hc-CA(S) 24 10000 0000 HcCA(S 24 10000 000
01 Hc-GA (R) 24 33,33 0,67 Hc-GA (R) 24 8,33 0,92
' Fi RS 24 100,00 0,00 0,00 F. RS 24 79,17 0,21 0,23
Fi SR 24 75,00 0,25 0,38 F; SR 24 54,17 0,46 0,50
"Hc-CA(S) 24 100,00 0000 HcCA(S 24 10000 000
05 Hc-GA (R) 24 79,17 0,21 Hc-GA (R) 24 20,83 0,79
' Fi RS 24 100,00 0,00 0,00 F. RS 24 95,83 0,04 0,05
Fi SR 24 95,83 0,04 0,20 F: SR 24 75,00 0,25 0,32
"HecCA(S) 24 100,00 0000  HcCA(S) 24 100,00 000
Lo Hc-GA (R) 24 95,83 0,04 Hc-GA (R) 24 33,33 0,67
' F, RS 24 100,00 0,00 0,00 F, RS 24 100,00 0,00 0,00
F, SR 24 100,00 0,00 0,00 F. SR 24 70,83 0,29 0,44

"Hc-CA e Hc-GA = populagdes suscetivel e resistente, respectivamente; F1 SR (& He-CA x @ He-GA) e F1 RS (& He-GA x @ He-CA). “Dyy,
valor pode variar entre 0 e 1 (0 = resisténcia recessiva e 1 = resisténcia dominante); “Desempenho corresponde a taxa de sobreviventes entre as
populacdes suscetivel (Hc-CA) e F;, SR ou F1 RS, e a populagdo resistente (Hc-GA); *Os valores de h variam entre 0 (recessividade completa) e 1
(dominancia completa). Se os valor de h corresponde a 0,5 (co-dominante ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade incompleta) e 0,5 < h
<1 (dominéancia incompleta).
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Tabela 4. Knockdown apés 2h da aplicacdo da dose discriminatéria para adultos resistentes X*X® e X®y de Hippodamia
convergens (0,5 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL). Os gendtipos dos descendentes e proporcdes esperadas e observadas de knockdown
sdo mostrados, considerando a hipotese nula: populacdes parentais suscetiveis e resistentes homozigotas em razdo da heranca da
resisténcia ligada ao cromossomo X~. Nota = EP, erro padréo.

Populag&o/P Ligacéo ao Sexo

F/n®

Proporcdo observada (EP)

rogénie* Genotipo dos descendentes Proporgéo esperada , , X
3 Q 3 Q@ Adultos 3 Q Adultos
Hc-GA XRY XRXR 0,00 0,00 0,00 A/20 0,67 (0,00) 0,68 (0,24) 0,67 (0,05) NC NC
0,00 0,00 0,00 B/30 0,47 (0,28) 0,27 (0,07) 0,37 (0,03) NC NC
0,00 0,00 0,00 C/30 0,30 (0,15) 0,00 (0,00) 0,15 (0,06) NC NC
0,00 0,00 0,00 D/40 0,47 (0,21) 0,50 (0,07) 0,48 (0.12) NC NC
‘He-CA Xy XS 100 100 100 (A-E)150 1,00(000) 1,00(000) 1,00(000) 000 1,00
FISR XFY XRXS 000 100 050 A/30  050(000) 1,00(000) 075(0,00) 750 0,01*
0,00 1,00 0,50 B/30 0,30 (0,15) 1,00 (0,00) 0,65(0,06) 2,70 0,10
0,00 1,00 0,50 C/30 0,53(0,17) 1,00 (0,00) 0,77 (0,07) 8,53 <0,00*
0,00 1,00 0,50 D/30 0,61(0,03) 1,00(0,00) 0,80(0,01) 115 <0,00*
FIRS Xy XEXS 100 100 100 (A-E)150 1,00(000) 1,00(000) 1,00(000) 000 1,00
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Tabela 4. Continuagéo.

Populacdo/P Ligacdo ao Sexo

Proporcao observada (EP)

rogénie* Genotipo dos descendentes Proporgéo esperada X
3 Q 3 Q©  Adultos’® 3 Q Adultos’
BC1 XRY XRXR 0,00 000 0,00 AJ/30 0,00 (0,000 0,00 (0,000 0,00(0,000 NC NC
0,00 0,00 0,00 B/30 0,30 (0,05) 0,07(0,07) 0,18(0,08) NC NC
0,00 0,00 0,00 C/30 0,15(0,07)  0,00(0,00) 0,05(0,03) NC NC
0,00 0,00 0,00 D/30 0,06 (0,06) 1,00(0,00) 053(0,02) NC NC
‘BC2 XRYy XA 000 100 050 A0 025(014) 1,00(0,00) 063(006) 188 016
000 1,00 050 B/30 0,28 (0,06) 1,00(0,00) 0,64(0,02) 241 0,12
000 1,00 050 C/30 0,25(0,14)  1,00(0,00) 0,63(0,06) 1,88 0,16
000 1,00 050 D/30 0,42 (0,30) 1,00(0,00) 0,71(0,12) 521 0,02
*
000 1,00 050 E/30 0,71(0,10) 1,00(0,00) 0,86(0,04) 0,21 <0,00
*
‘BC3 XY XA 100 1,00 100 (AD)Y110 1,00(000) 1,00(0,00) 1,00(000) 0,00 1,00
‘BC4 XY XX 100 100 100  (AE)/150 100(000) 1,00(000) 1,00(000) 000 1,00

"Hc-CA e He-GA correspondem as populacdes suscetivel (S) e resistente (R); O F1 SR corresponde ao cruzamento entre ¢ S x ¢ R, e 0 F1 RS
entre § R x @ S. Os retrocruzamentos BC1 [§ FISR x @ R]; BC2 [@ F1IRSx 2 R]; BC3[§ FIRSx @ S]; e BC4 [8 F1RS x Q S];
*Proporcao de adultos é referente a média entre as proporcdes para macho e fémeas. °F, indica as familias e n, o nimero de insetos
testados por familia em cada populacdo, progénie ou retrocruzamento, perfazendo um total de 1040 adultos testados. NC, valores de
qui-quadrado e probabilidades ndo calculadas, devido & proporcao esperada.
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Tabela 5. Mortalidade ap6s 24h da aplicacdo da dose discriminatéria para adultos resistentes X"X® e X"y de Hippodamia
convergens (0,5 mg de i.a. lambda-cialotrina/mL). Os genotipos dos descendentes e proporg¢des esperadas e observadas de mortalidade
sdo mostrados, considerando a hipotese nula: populacdes parentais suscetiveis e resistentes homozigotas em razdo da heranca da
resisténcia ligada ao cromossomo X". Nota = EP, erro padrao.
Ligagdo ao Sexo

Por%lalglr?iaecl)/P Gendtipo dos descendentes Proporcao esperada Fin® Proporgao observada (EF) X P
3 Q 3 Q@ Adultos® 3 Q Adultos
Hc-GA XRY XEXF 0,00 0,00 0,00 A/20 0,67 (0,00) 0,41 (0,16) 0,54 (0,01) NC NC
0,00 0,00 0,00 B/30 0,47 (0,07) 0,27 (0,07) 0,37 (0,03) NC NC
0,00 0,00 0,00 C/30 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) NC NC
0,00 0,00 0,00 D/40 0,43 (0,22) 0,38 (0,07) 0,40 (0,15) NC NC
‘He-CA Xy XX 100 1,00 100  (AE)150  100(000)  100(000)  1,00(000) 000 100
FISR xRy X®XS 000 100 050 | A/30  050(000)  100(0,000 075(000) 7,50  001*
0,00 1,00 0,50 B/30 0,00 (0,00) 1,00 (0,00) 0,50 (0,00) 0,00 1,00
0,00 1,00 0,50 C/30 0,53(0,17) 1,00 (0,00) 0,77 (0,09) 8,53 <0,00*
0,00 1,00 0,50 D/30 0,56 (0,03) 1,00 (0,00) 0,78 (0,01) 9,31 <0,00*
FIRS Xy X®XS 1,00 100 100  (A-E)150  1,00(0,000  100(000) 100 000 100
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Tabela 5. Continuagéo.

Ligacdo ao Sexo

Por%g?ﬁi?m Gendtipo dos descendentes Proporcdo esperada F/n® Proporgao observada (EP) X P
3 Q 3 Q Adultos’ 3 Q Adultos

BC1 XRY XEXF 0,00 0,00 0,00 A/30 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) NC NC
0,00 0,00 0,00 B/30 0,00 (0,00) 0,07 (0,07) 0,03 (0,03) NC NC
0,00 0,00 0,00 C/30 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) NC NC
0,00 0,00 0,00 D/30 0,00 (0,00) 1,00 (0,00) 0,50 (0,00) NC NC

BC2 X*Y  x*™® 000 100 050  AB0 0,00(0,000  1,00(0,00) 050(000) 000 1,00
0,00 1,00 0,50 B/30 0,07 (0,07) 1,00 (0,00) 0,53 (0,03) 0,13 0,72
0,00 1,00 0,50 C/30 0,08 (0,08) 1,00 (0,00) 0,54 (0,04) 0,21 0,65
0,00 1,00 0,50 D/30 0,00 (0,00) 1,00 (0,00) 0,50 (0,00) 0,00 1,00
0,00 1,00 0,50 E/30 0,08 (0,08) 1,00 (0,00) 0,54 (0,04) 0,21 0,65

BC3 Xy XA 100 100 100 | (A-D)110  1,00(000) 10000000 100 000 1,00

‘BC4A Xy XX 100 100 100 (A-E)150  1,00(0,00)  100(0000 100 000 1,00

"Hc-CA e He-GA correspondem as populacdes suscetivel (S) e resistente (R); O F1 SR corresponde ao cruzamento entre S x @ R, e 0 F1 RS
entre § R x @ S. Os retrocruzamentos BC1 [§ F1 SRx @ R]; BC2 [ F1IRSx @ R]; BC3[@ FIRSx @ S]; e BC4[d F1 RS x Q S].
*Proporcao de adultos é referente a média entre as proporcdes para macho e fémeas. °F, indica as familias e n, o niimero de insetos
testados por familia em cada populacdo, progénie ou retrocruzamento, perfazendo um total de 1040 adultos testados. NC, valores de
qui-quadrado e probabilidades ndo calculadas, devido a proporcao esperada.
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