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RESUMO

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), é hoje uma
praga mundialmente importante em cultivos de tomate, principalmente apds sua introducdo na
Europa, Norte da Africa e Oriente Médio. As diamidas e espinosinas consistem as novas
moléculas que foram introduzidas recentemente para o controle de T. absoluta. As populagdes de
T. absoluta apresentaram variacbes razoaveis a clorantraniliprole, e responderam
homogeneamente a ciantraniliprole e a flubendiamida, entretanto, as diamidas foram efetivas
para T. absoluta. As respostas das populacGes a espinetoram foram homogéneas, mas para
espinosade a respostas foram altas. Em funcéo das altas variacdes de resposta das populacGes T.
absoluta a espinosade, a populacdo selecionada em laboratorio por varias geracdes, e,
posterioriormente, foi feita a caracterizacdo e o estudo da heranca genética, verificando-se
também a existéncia de resisténcia cruzada e se 0 metabolismo estava envolvido na resisténcia a
espinosade. Apds a selecdo da populagdo de Iraguara-BA (IRQ) a resisténcia alcangou niveis

extremos (RR = 329045,8 vezes). A atividade metabdlica avaliada reduziu ao logo das geracoes



em que populacdo foi selecionada, indicando que o metabolismo ndo confere resisténcia de T.
absoluta a espinosade. A caracterizagdo desta resisténcia demonstrou que ela é autossémica,
incompletamente recessiva e monofatorial. Além disso, foi estimada a concentragdo
discriminatéria de 5 mg i.a./L, que pode ser usada no monitoramento da resisténcia a espinosade.
A populagdo selecionada apresentou resisténcia cruzada com espinetoram, entretanto, ndo
apresentou resisténcia cruzada com outras classes de inseticidas. Portanto, antes que o inseticida
seja usado no controle de espécies-praga € necessaria a realizacdo da linha base de
suscetibilidade. Dessa forma, se for detectada resisténcia a um inseticida, a caracterizacdo e o
estudo da heranca genética devem ser realizados, gerando informacbes extremamente
importantes para que 0 manejo da resisténcia a inseticida seja implementado de forma mais

precisa.

PALAVRAS-CHAVE: Traca-do-tomateiro, linha base de suscetibilidade, heranca genética,

resisténcia cruzada, metabolismo
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ABSTRACT

The tomato pinworm, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), is now a
worldwide important pest in tomato crops mainly after their introduction in Europe, Africa and
the Middle East. Spinosyns and diamides consist of new molecules which have been introduced
recently to control T. absoluta. The populations of T. absoluta showed variation reasonable to
chlorantraniliprole, and responded homogeneously to cyantraniliprole and flubendiamide,
however, diamides were effective to populations of T. absoluta. The populations were
homogeneous to spinetoram and showed high variation to spinosad. The high variation of
response of populations of Iraquara—BA (IRQ-BA) T. absoluta was selected to spinosad in the
laboratory for several generations, and posteriorly was made characterization and study of
genetic inheritance, also verifying the existence of cross-resistance and metabolism was involved
in resistance to spinosad. After selection of the Iraquara—BA population, the second most
resistant population from the survey, resistance reached extreme levels (RR = 329,046 times).
The reduced metabolic activity assessed over generations where the population was selected,

indicating that the metabolism does not confer resistance in T. absoluta to spinosad. The



characterization of this resistance has shown that it is autosomal, incompletely recessive and
monofactorial. Furthermore, discriminatory concentration was estimated in 5 mg a.i./L that may
be used in monitoring of spinosad resistance. The population selected showed cross-resistance
with spinetoram, however, showed not cross-resistant to other classes of insecticides. Therefore,
before the insecticide is used to control pest species is necessary to conduct the baseline
susceptibility thus be detected resistance to an insecticide, characterization and study of genetic
inheritance should be performed, generating extremely important information for the

management of insecticide resistance is implemented more accurately.

KEY WORDS: tomato pinworm, baseline susceptibility, resistance inheritance,

cross-resistance, metabolism
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CAPITULO 1
Introducéo

1. A importancia do tomate

O tomateiro, Lycopersicon esculentum (Mill), é uma cultura de grande importancia
econdmica e social em quase todo o mundo. Essa hortalica ocupa o segundo lugar entre as mais
produzidas no mundo (FAOSTAT 2011). O consumo per capita mundial de tomate passou de 14
Kg para 19 Kg (FAOSTAT 2011). O tomate é um alimento funcional devido aos altos teores de
vitaminas A e C, além de ser rico em licopeno. Possue, ainda, beta-caroteno, vitamina E,
compostos fendlicos, lignans (precursores de fito-hormonios) e folatos (inibidores do acumulo de
homocisteina no sangue). A ingestdo regular de tomate pode ainda diminuir 0s riscos de cancer
no estdbmago, pulméo e nas vias respiratorias (FAO 2007). O Brasil ocupa o terceiro lugar no
ranking em produtividade de tomate com 62 t/ha, atras apenas dos Estados Unidos, com 85 t/ha,
e da Espanha, com 77 t/ha. Em 2012, o Brasil produziu aproximadamente 4,42 milhdes de
toneladas de tomate, distribuidas numa area de 64,9 mil hectares (FAOSTAT 2011, IBGE 2012).
O setor é responsavel por mais de 250 mil empregos em todo o pais. Mais de 70% da producéo
de tomate no Brasil € produzido nas regides Sudeste e Centro-Oeste. O Sudeste é responsavel por
35% da producdo brasileira e o Estado de Sdo Paulo é o maior produtor, com 46% da producéo
de tomate. No Centro-Oeste, 0 Estado de Goias é o maior produtor, com producdo de 1,4 milhGes
de toneladas de tomate, o que equivale a 35 % da producdo nacional. A produtividade média do
Estado de Goids esta acima da média nacional, com 79 t/ha, produtividade semelhante aos

grandes produtores mundiais. J& os 30% restantes da producéo de tomate no Brasil estdoentre as



regides Nordeste e. Em 2009, o Estado de Pernambuco, que era 0 maior produtor de tomate da
regido Nordeste, passou em 2012 a ser o terceiro maior produtor de tomate, com 14%

(FAOSTAT 2011, IBGE 2012).

2. Bioecologia da traga-do-tomateiro

As pragas estdo um dos principais problemas enfrentados pelos produtores de tomate
(Souza & Reis 2003). A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae),
na década de 90 foi uma das principais pragas do tomateiro no Brasil (Picanco et al. 1998). A T.
absoluta é nativa da América do Sul, centro de origem do tomateiro, que compreende o territorio
limitado pelo Equador, Cordilheira dos Andes, Norte do Chile e litoral do oceano Pacifico,
incluindo o arquipélago das Ilhas Galapagos. A traca-do-tomateiro foi originalmente descrita em
1917 em Huancayo, Peru, por Meyrick, como Phthorimaea absoluta. Entretanto, passou por
enquadramentos taxénomicos para Gnorimoschema absoluta (Clark 1962). Em 1964 foi
registrada como Scrobipalpuloides absoluta (Povolny) e, finalmente, em 1994, por Povolny,
passou a ser descrita como Tuta absoluta, sob o género (Desneux et al. 2010). A T. absoluta era
restrita a América do Sul, contudo, no final de 2006 foi confirmada a presenca da traca-do-
tomateiro no norte da provincia de Castellébn de La Plana, Espanha Oriental (Urbaneja et al.
2007). Desde entdo, espalhou-se por varios locais da bacia do Mediterraneo, causando sérios
prejuizos a cultura do tomateiro (Urbaneja et al. 2009). Em 2009, a presenca de T. absoluta foi
confirmada na Italia, Franca, Malta, Reino Unido, Grécia, Suica, Portugal, Marrocos, Argélia,
Tunisia, Libia e Albania (EPPO 2009).

A traca-do-tomateiro foi constatada no sul do Brasil no inicio da década de 80 (Morais &

Normanha Filho 1982). Nos anos seguintes, a T. absouta se espalhou para todas as principais



regides produtoras de tomate, comprometendo seriamente a produtividade devido a sua alta
capacidade destrutiva (Coelho & Franca 1987), causando serios danos a tomaticultura, que
variam entre 40 e 100% (Giustolin et al. 2001, Oliveira et al. 2009). As lagartas desse inseto
diminuem a produtividade do tomateiro devido a reducéo da &rea fotossintética ao consumir o
mesdfilo foliar (Coelho & Franca 1987, Borgoni et al. 2003), por afetar o crescimento vertical ao
se alimentar dos ponteiros e por broquear os botdes florais, flores e, principalmente, os frutos
(Coelho & Franca 1987, Picanco et al. 1997).

O ciclo de vida da T. absoluta, da postura até a emergéncia do adulto, pode variar de
acordo com a temperatura, chegando a média de 30 dias (Barrientos et al. 1998). Desse modo,
ocorrem numerosas geracdes em regides de clima tropical, havendo sobreposicéo nas fases da T.
absoluta. A deposicdo dos ovos ocorre em pequenos grupos colocados na face inferior das folhas
ou caule, e em menor proporcao, nos frutos de tomate; sendo que, preferencialmente, a postura é
feita nas folhas do terco apical e mediano do tomateiro. Os ovos sédo pequenos (0,36 mm de
largura por 0,22 mm de comprimento), cilindricos, e inicialmente apresentam coloragdo branco-
brilhante ou amarelo-claro, evoluindo para marrom ou avermelhado no periodo proximo a
eclosdo (EPPO 2006). Na fase larval a T. absoluta passa por quatro instares, diferenciados em
funcdo do comprimento do corpo e da largura da capsula cefalica, que variam no primeiro instar
de 0,4 — 0,6 mm a 0,16 — 0,18; no segundo instar de 0,6 — 6,0 mm a 0,22 — 0,28 mm;o terceiro
instar de 6,0 — 7,0 mm a 0,34 — 0,40 mm e o quarto instar 7,8 — 8,0 mm a 0,52 — 0,60 mm. A
lagarta quando atinge o quarto instar pode abandonar os tecidos internos das folhas e migrar para

outro érgéo da planta de tomate (Coelho & Franca 1987, Imenes et al. 1990).



2.1 Hospedeiros

Apesar da T. absoluta atacar preferencialmente o tomateiro, esta praga também se
alimenta, desenvolve e reproduz em outras solandceas. A familia Solanaceae contém mais de
1.400 espécies. Além do tomate, sdo espécies de importancia econdmica a batata (Solanum
tuberosum), berinjela (Solanum melogena L.), pimentdo (S. muricatum L.) e tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (Torres et al. 2001, Prastissoli et al. 2003, Desneux et al. 2010). A T. absoluta pode
ocorrer também em solanaceas nao cultivadas (S. nigrum L., S. eleaginifolium L., S. bonariense
L., S. sisymbriifolium Lam., S. saponaceum, Lycopersicum puberulum Ph. S. lyratum Thumberg,
S. puberulum Nuttal.); e ainda, ser encontrada em espécies selvagens como: Datura stramonium
L., Datura ferox L., Lycium chilense (Coralillo), Lycopersicum hirsutum L., Nicotiana glauca
(Graham) (EPPO 2007). Em batata, a T. absoluta ataca somente a parte aérea, ndo afetando,
desse modo, o tubérculo. Contudo, sob condi¢des climaticas adequadas, as injurias causadas as
folhas pela T. absoluta podem reduzir o desenvolvimento da planta de batata (Pereyra & Sanchez
2006). Desde que chegou na Europa foi observada a presenca de T. absoluta em plantas
hospedeiras. Isto indica que a T. absoluta apresenta alta propensdo para o uso de varias plantas
secundarias, principalmente em solanaceas (Desneux et al. 2010). Dessa forma, na area de
plantio de tomate sdo necessarios cuidados com as plantas ndo desejaveis, que podem exercer
influéncia no crescimento e desenvolvimento da planta de tomate, mas também é importante
observar as potenciais plantas hospedeiras, que podem assegurar a sobrevivéncia e o

desenvolvimento da T. absoluta no campo.



3. Manejo Integrado de Tuta absoluta

O conhecimento da bioecologia e a correta identificagdo da espécie-praga sdo importantes
para 0 adequado manejo integrado de pragas. Isto porque, as taticas de manejo devem ser
implementadas com o objetivo da redugédo do ataque da praga na cultura (Salgado & Saar 2004).
Para tanto, tais taticas de manejo podem ser realizadas através do controle cultural, biol6gico e
quimico (de Castro et al. 2013).

No controle cultural da T. absoluta, dentro do manejo integrado, uma das principais taticas
¢ a destruicdo de restos culturais. Frequentemente é recomendada a remoc¢édo de plantas e dos
frutos na area de plantio de tomate, contudo, estas recomendagc6es nem sempre sdo realizadas ou
sdo feitas de maneira incorreta. O ataque da traca-do-tomateiro ndo se limita aos frutos, portanto,
a destruicdo de toda planta de tomate, apos o término do cultivo, é necessaria e extremamente
importante. Outras taticas recomendadas s@o 0 uso de variedades resistentes de tomate e o
controle de plantas daninhas que sdo hopedeiras da T. absoluta (Desneux et al. 2010, Guedes &
Picanco 2012, de Castro et al. 2013).

Diversos inimigos naturais foram descritos para o uso no controle biolégico de T. absoluta,
a maioria parasitoides, que com sucesso vém sendo usados no controle de T. absoluta em casas
de vegetacdo na Europa. Totavia, no Brasil, a utilizacdo do controle biol6gico em campo aberto
ndo tem sido eficiente (Prastissoli et al. 2003, Urbaneja et al. 2012).

Por sua vez, o controle quimico, tatica de manejo mais promissora, pode ser feito
atualmente com 92 inseticidas registrados para o controle de T. absoluta no Brasil (MAPA
2013). Os inseticidas quimicos sdo os métodos mais rapidos e eficientes para promover a
reducdo das populacOes de pragas. Entretanto, os riscos ndo devem ser ignorados e esforgos

devem ser realizados para reduzi-los utilizando-se testes experimentais, mais precisos, leis



rigorosas e, principalmente, o treinamento adequado para 0 manejo dos inseticidas. Portanto, os
inseticidas devem ser utilizados de forma racional e cuidadosa, em conjunto com outras
tecnologias no sistema de manejo integrado de pragas. Os beneficios sdo particularmente
importantes nos paises em desenvolvimento, onde as pragas causam prejuizo em bilhdes de

dolares na renda nacional (FAO 2004).

4. Riscos reduzidos

A integracdo de inseticidas seletivos em programas de manejo de pragas ¢ fundamental
para o sucesso da producédo de tomate. No entanto, o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas
€ uma ameaca continua, até mesmo com a introducdo de novos inseticidas. A avalia¢do do risco
de resisténcia em pragas como a T. absoluta antes de ocorrer falha de controle no campo pode
fornecer informac6es valiosas e que podem servir de suporte para a implementacédo do manejo da
resisténcia a inseticida. Portanto, devem ser adotadas estratégias para retardar o desenvolvimento
da resisténcia a inseticidas (Sial & Brunner 2010).

Diversos paises tém procurado reduzir os riscos ambientais associados a inseticidas mais
antigos, que serdo provavelmente substituidos por inseticidas de risco reduzido (AAFC 2003).
Dessa forma, os inseticidas que sdo utilizados no controle de T. absoluta e que apresentam certos
niveis de resisténcia, como: fosforados, abamectina, cartape e piretrdides (Siqueira et al. 2000b,
Siqueira et al. 2000a, Siqueira et al. 2001, Lietti et al. 2005), poderdo ser substituidos por
inseticidas de riscos reduzidos, como, por exemplo: as diamidas antranilicas (clorantraniliprole,

ciantraniliprole e flubendiamida) e as espinosinas (espinetoram e espinosade).



5. Inseticidas
5.1. Diamidas: clorantraniliprole, ciantraniliprole e flubendiamida

As diamidas antranilicas e ftalicas compreendem um grupo de inseticidas que tem sido
recentemente comercializado. A diamida do &cido ftalico, flubendiamida, e as antranilicas,
clorantraniliprole e ciantraniliprole, foram as primeiras diamidas comercializadas. Este grupo é
derivado de alcal6ides isolados da planta Ryania speciosa Vahl (Flacourtiaceae), encontrada na
América do Sul e no Caribe (Sattelle et al. 2008). Os inseticidas do grupo das diamidas
antranilicas ativam os receptores da rianodina. Estes receptores sdo encontrados no reticulo
sarcoplasmatico, nos musculos, no reticulo endoplasmatico e em neurénios, entre outros tipos de
células que servem de suporte molecular para proteinas. Dessa forma, as diamidas regulam as
funcbes dos canais de ions e fazem a interacéo entre as células. Os inseticidas clorantraniliprole e
a flubendiamida alteram os receptores de rianodina desregulando a liberacdo de célcio no
reticulo sarcoplasmatico de células musculares (Lahm et al. 2009). Consequentemente, reduzem
a contracdo muscular e causam a letargia, de forma que o inseto passa a se alimentar menos e
finalmente chega a paralisia muscular e a morte (Cordova et al. 2006, Lahm et al. 2009). O
clorantraniliprole e a flubendiamida apresentaram alta toxicidade para os epiddpteros, incluindo
Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (da Silva et al. 2012) Spodoptera exigua
(Hdbner) (Lepidoptera Noctuidae) (Lai & Su 2011), Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (Tohnishi et
al. 2005) e Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (Lahm et al. 2007). A partir
desta nova classe de inseticida, a nova diamida, ciantraniliprole, esta ja estd em processo de
registro para ser utilizado no controle de T. absoluta (Clark et al. 2008, Sattelle et al. 2008,

Lahm et al. 2009).



Embora os mamiferos e os insetos tenham receptores de rianodina, existe significativa
diferenca entre a sequéncia da codificacdo de proteinas de insetos e mamiferos, tornando as
diamidas seletivas. Dessa forma, os receptores de rianodina sdo alvo de maior estudo para
encontrar moléculas de inseticidas com baixa toxicidade a mamiferos e a inimigos naturais
(Sattelle et al. 2008). Os inimigos naturais estdo sob risco de exposicdo aos inseticidas durante o
forrageamento. Devido a baixa toxicidade das diamidas antranilicas a mamiferos, aves e peixes,
estas ndo apresentam potencial risco a organismos ndo-alvo, como observado em diversos

trabalhos (Lahm et al. 2007, Gradish et al. 2010, Campos et al. 2011).

5.2. Espinosinas: espinosade e espinetoram

A familia das espinosinas compreende inseticidas que foram derivados a partir de
fermentacdes do actinomiceto de solo Sacharopolyspora spinosa (Mertz & Yao 1990) com
potente atividade inseticida e reduzido impacto ambiental (Kirst 2010). As espinosinas atuam
nos receptores nicotinicos da acetilcolina, cujos exemplos sdo o espinosade e o0 espinetoram. O
espinosade tem rapida atividade por contato e ingestdo, o que € raro em produtos de origem
natural. O modo de acdo do espinosade é caracterizado pela excitacdo do sistema nervoso dos
insetos, levando as contragdes musculares involuntarias, prostracdo com tremores e paralisia
(Sparks et al. 2012). Estes efeitos sdo consistentes com a ativacdo de receptores nicotinicos da
acetilcolina, o que provoca mudanca na conformacéo do receptor, e, portanto, causam a abertura
dos canais ibnicos e a conducao do estimulo nervoso (Salgado et al. 1998, Thompson et al. 2000,
Cisneros et al. 2002). As espinosinas e 0s neonecotindides atuam sobre 0s mesmos receptores

nicotinicos da acetilcolina (Sparks et al. 2012). Apesar do conhecimento da base genética da



resisténcia, nenhum caso de resisténcia cruzada foi observado entre espinosinas e
neonecotinoides (Thompson et al. 2000).

O espinetoram foi lancado no final de 2007, mas ainda esta em processo de registro para o
controle de T. absoluta no tomateiro no Brasil. O espinetoram apresenta perfil toxicoldgico e
ambiental semelhante aos do espinosade. A atividade residual de espinetoram foi de 4 a 6 vezes
superior ao espinosade em lagartas de LepidOpteras (Sparks et al. 2008). Em abelhas da espécie
Bombus terrestris (Linnaeus) (Hymenoptera: Apidae) o espinetoram foi menos toxico que o
espinosade (Besard et al. 2011).

As perspectivas da acdo de espinosade e espinetoram combinados com a baixa toxicidade
em organismo ndo-alvos e mamiferos fazem desta classe de inseticida promissora para utilizagdo
no programa de manejo integrado de pragas (MIP) e no manejo da resisténcia a inseticidas

(MRI).

6. Resisténcia de pragas a inseticidas

A resisténcia € definida como a habilidade de uma populacdo sobreviver a algum téxico
que seria letal a maioria dos individuos de uma populacdo normal da mesma espécie (WHO
1957). O processo que determina o desenvolvimento da resisténcia € a pressdo continua na
utilizacdo do mesmo inseticida sucessivamente. Portanto, a aplicacdo constante do mesmo
produto quimico aumenta a frequéncia relativa de alguns individuos "pré-adaptados™ presentes
na populacdo de praga. Com o uso continuo de um mesmo produto, a frequéncia de resisténcia
podera alcancar niveis em que a eficacia deste é comprometida. A resisténcia pode ocorrer por

mutacdo aleatéria ou em resposta a um agente mutagénico. Estes dois processos podem



selecionar individuos que tém o gene de resisténcia. Desse modo, a caracteristica genética pode
ser passada de geracdo em geracédo (Price 1991, McKenzie & Batterham 1998).

Para reduzir as perdas causadas por T. absoluta, os produtores de tomate normalmente
chegam a fazer trés ou mais aplicagdes semanais, atingindo um uso inadequado e intenso de
pulverizacgdes por cultivo (Guedes & Picango 2012). Os dois principais motivos para a reducéo
da eficiéncia do inseticida sdo a tecnologia de aplicacdo utilizada (Franca & Castelo Branco
1992) e o desenvolvimento de populagdes resistentes a inseticidas (Siqueira et al. 2000b). O
objetivo de proteger os cultivos do ataque de espécies-praga impde forte selecdo a compostos
quimicos, 0 que pode resultar no desenvolvimento do fendmeno da resisténcia a inseticidas
(Brattsten et al. 1986). Dentre os diversos mecanismos que caracterizam a resisténcia a inseticida
podem ser citados, por exemplo: (i) aumento na destoxificacdo metabdlica resultante dos niveis
elevados de esterase, glutationa-S-transferase ou monooxigenase dependente do citocromo P450
(i) reducao da sensibilidade do sitio de acdo e a (iii) baixa eficiéncia do inseticida (Feyereisen
1999). Um ou mais mecanismos podem atuar em conjunto, o que, por sua vez, pode conferir
altos niveis de resisténcia para diversas classes de inseticidas disponiveis (Hemingway et al.
2004). Por exemplo, o DDT e a permetrina, entre outros inseticidas, podem influenciar na
mudanca comportamental dos insetos (Lines et al. 1987, Mbogo et al. 1996, Mathenge et al.

2001).

6.1. Esterase
As populacbes selecionadas a inseticidas como, por exemplo, organofosforados e
carbamatos, podem apresentar como resposta evolutiva aumento em excesso na produgédo de

esterase, como relatada para mosquitos, pulgdes e baratas. As esterases em insetos suscetiveis
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sdo significativamente menos ativas, em xenobidticos (incluindo inseticidas) do que em insetos
resistentes (Karunaratne et al. 1995). Ha relatos do aumento da atividade de esterase com o
aumento da resisténcia a inseticidas (Brogdon & Barber 1990, Vulule et al. 1999). Entretanto,

ainda ndo existem estudos das atividades de esterase em populac6es de T. absoluta.

6.2. Glutationa-S-transferase (GST)

A glutationa-S-transferase (GST) tem a funcdo central na destoxificagdo e no
desenvolvimento da resisténcia a inseticida, mas as fungdes adicionais sdo atribuidas ao
complexo enzimatico da familia GST (Ranson & Hemingway 2004). A fungéo priméaria do GST
¢ geralmente a destoxificacdo de compostos endogenos e xenobidticos, diretamente ou
catalisando o metabolismo secundario de uma vasta gama de compostos oxidativos pela familia
do citocromo P450.

Resisténcia devido ao aumento da atividade de GST foi identificada primeiro em
organofosforado e resultou na resisténcia a estes em diversas espéecies (Hayes & Wolf 1988).
Atividades das GSTs, como, por exemplo, em P. xylostella e M. Domestica, foram observadas

atuando na metabolizacdo de organofosforado (Huang et al. 1998, Kristensen 2005).

6.3 Monooxigenases dependentes do citocromo P450

Monooxigenases dependentes do citocromo P450 sdo enzimas importantes e diversificadas
que estdo envolvidas no metabolismo de numerosos compostos enddgenos e exdgenos. Os
aumentos da atividade da monooxigenase dependente do citocromo P450, que sdo medidos
espectrofotometricamente, em grande maioria estdo ligados ao desenvolvimento de resisténcia.

As correlacGes entre a razdo de resisténcia e a atividade das monooxigenases dependentes do
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citocromo P450 podem dar algum indicativo de que a resisténcia pode ser conferida pelo
aumento da atividade de citocromo P450 (Feyereisen 1999). Em trabalhos realizados com
piretroides e organofosforados, a resisténcia foi mediada pelo aumento da atividade de

monooxigenase dependente do citocromo P450 (Bergé et al. 1998, Scott 1999).

6.4 AlteracOes de sitios alvos
6.4.1 Receptores da rianodina

Os metabdlitos da rianodina e 9,21-dehidrorianodina séo derivados do extrato de Ryania
speciosa Vahl (Flacourtiaceae), que atua nos receptores de rianodina (rRi), modificando os
canais de Ca”* (fig.1). Nos ensaios em que foi usados o [°H] rianodina, este apresentou ligacées
evidente com os receptores de rianodina de mamiferos e insetos. Entretanto, os produtos da
hidrolise de rianodol e 9,21 didehidorianodol foram encontrados em baixa toxicidade para
mamiferos e ainda potente para insetos. Estudos posteriores com o produtos da hidrélise foram
encontrados fracos deslocadores de [*H] rianodina nos misculos de mamiferos e a ainda potentes
para insetos (Jefferies et al. 1997). Diante disso, a possivel diferenca nos sitios alvo de
mamiferos e insetos confere a seletividade a diamidas (Waterhouse et al. 1987). Outro fato
importante com relacdo a seletividade das diamidas em insetos e mamiferos é que, nos insetos,
determinadas sequéncias de aminoacidos sdo similares em insetos, em contrapartida quando estes
aminoaciodos sdo comparados com a dos mamiferos as sequéncias sdo estritamente diferente
(Sattelle et al. 2008). As diamidas (flubendiamida, clorantraniliprole e ciantraniliprole) ligam-se
aos rRi que descontrolam a liberacio de Ca** (Fig. 1) (Ebbinghaus-Kintscher et al. 2006, Sattelle

et al. 2008, Casida & Durkin 2013).
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Receptor de rianodina (rRi)

Sarcolema

Fechado

Exterior || Citosol Sarcéomero

Figura 1. Esquema simplificado dos receptores de rianodina (rRi), que sdo moduladores de Ca*

para o sistema muscular (Casida & Durkin 2013).

6.4.2. Receptores nicotinicos da acetilcolina (nAChRS)

Receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChRs) desempenham uma série de fungdes
fisiologicas essenciais em animais vertebrados e insetos, incluindo a mediacdo bem caracterizada
pela rapida neurotrasmisssdo excitatoria nas sinapses colinérgicas (Dale 1914). Os receptores
nicotinicos da acetilcolina sdo ativados por ligantes evolutivamente relacionados e
estruturalmente semelhantes, que também incluem receptores de glicina e os receptores 5-
hidroxitriptamina tipo 3 (5HT3) (Gao et al. 2007).

Os nAChRs sofrem alteracdes conformacionais, conduzindo a abertura do canal e
ocorrendo o influxo extracelular de sodio (Na") (Fig. 2). Os alvos das espinosinas sio
primariamente 0s nAChRs (Salgado & Sparks 2005), mas elas também podem interagir com
receptores do GABA (Salgado et al. 1998). Em 12 estudos, Avaliou-se a resisténcia a

espinosade, 67% foram atribuidos & alteragdo no nAChR, 25% estdo associados a resisténcia
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metabdlica e 8% estdo associados a mecanismos de multiplos genes. Portanto, 0 mecanismo mais
comum de resisténcia para espinosinas € a reducdo da sensibilidade do sitio de acdo (Sparks et
al. 2012).

A mutacdo que confere resisténcia as espinosinas pode ocorrer em diferentes subtipos dos
nAChRs. A regido cromossdmica em que ocorre a mutagdo que confere resisténcia a espinosina
engloba 29 genes. Desse modo, portanto, pode ser explicada a provavel inexisténcia de
resisténcia cruzada entre espinosinas e outras classes de inseticidas (Salgado & Saar 2004,

Guillén & Bielza 2013).

Receptores nicotinicos da acetilcolina (nAChRs)

Vesiculas

Na* nAChR
Sitiode nAChR Na* aberto
ligacdoda Fechado .
acetilcolina Exterior

Membrana

Citosol

+
Na Na*

Figura 2. Esquema simplificado da transmissdo de impulso nervoso apds a abertura dos canais
dos receptores nicotinico da acetilcolina. Quando a acetilcolina (Acol) se liga ao sitio de acdo

nos NAChR, os canais sdo abertos (Casida & Durkin 2013).
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6.5. Resisténcia cruzada

Espécies-praga podem apresentar resisténcia a dois ou mais compostos toxicos mediante o
surgimento de resisténcia cruzada ou resisténcia multipla (Berticat et al. 2008). A resisténcia
multipla envolve a coexisténcia de dois ou mais mecanismos de acdo, conferindo resisténcia a
dois ou mais compostos toxicos. J& quanto a resisténcia cruzada, um Gnico mecanismo de acao
confere resisténcia a um ou mais inseticidas, como ocorre, por exemplo, com as mutacgdes
genéticas no canais de sodio em DDT e piretroide (Soderlund & Knipple 2003). Embora
populacdes resistentes a espinosade apresentem resisténcia cruzada com outra espinosina,
normalmente estas populagdes resistentes ndo apresentam resisténcia cruzada com outras classes
de inseticidas. A populacdo de Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae)
resistente a espinosade e espinetoram, por exemplo, ndo apresentou resisténcia cruzada a
neonicotindides, avermectinas, permetrina, oxadiazinas (Watson et al. 2010). Do mesmo modo,
para M. domestica ndo foi observado resisténcia cruzada a organofosforado, carbamato,
piretroide, avermectina, oxadiazina e fiproles (Shono & Scott 2003, Sparks et al. 2012). Desde
que foram descobertas, as espinosinas ndo tém demonstrado resisténcia cruzada em uma
variedade de classes de inseticidas que atuam nos receptores nicotinicos da acetilcolina e em
outros inseticidas com modos de acdo diferente (Salgado & Sparks 2005, Guillén & Bielza
2013).

A resisténcia cruzada é um problema em potencial que pode limitar o tempo de uso de um
novo inseticida (Wen & Scott 1997). O conhecimento dos padrdes de resisténcia cruzada permite
o desenvolvimento do programa de manejo da resisténcia para prevenir ou minimizar a evolucéao
da resisténcia. Estudos da resisténcia cruzada também podem fornecer informacdes Uteis para

ajudar a identificar mecanismos de resisténcia (Scott 1989, Sayyed & Wright 2006).
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7. Genética da Resisténcia
7.1. Dominéancia da resisténcia

Dominéancia ¢ uma medida da posicao relativa do fenétipo heterozigoto (RS) em relacéo ao
fendtipo resistente (RR) e suscetivel (SS) (Roush & McKenzie 1987, Bourguet et al. 2000).
Resisténcia a inseticida parece ser um bom modelo para a investigacdo de relagcdes de
dominancia (Bourguet et al. 1996), porque a maioria dos genes e mutacdes responsaveis pela
resisténcia foi identificada, e os processos fisiolégicos em que estdo envolvidos sdo conhecidos
(McKenzie & Batterham 1998). O grau de dominancia pode variar de completa recessividade a
completa dominancia (Bourguet & Raymond 1998). Alguns fatores afetam a dominéncia da
resisténcia, como a concentracédo aplicada no campo, o estagio de vida do inseto e a existéncia de
individuos que sdo mais suscetiveis que resistentes. Dessa forma, a dominancia da resisténcia
ndo € um parametro fixo, podendo variar em funcdo do ambiente e do conhecimento genetico
(Roush & McKenzie 1987, Bourguet et al. 2000).

O grau de dominancia (D) da resisténcia pode ser estimado usando o método de Stone
(1968), como segue abaixo:

o 2L Ly~ Ly)
(Ly — L3)

Onde, L;, L, e L3 sdo os valores dos logaritmos das CLsgs dos parentais resistente e
suscetivel, e da progénie do cruzamento reciproco, respectivamente. O valor da dominancia pode
variar de -1 < D < +1, se for -1 a resisténcia € completamente recessiva, e se for +1 a resisténcia
é completamente dominante (Stone 1968). O erro padrdo da dominancia pode ser estimado pela

raiz quadrada da variancia da dominancia (a3), de acordo com a formula:

2 4 { , (L2 —L3)* , (Ly—Ly)? 2}

O =—=———— N O, »h—————— O. - O.
P Ly —Ly) T P (Ly — Lg)? Tt (Ly—Lg)? P
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Onde, 62, 0% e o2 sdo as variancias das inclinagdes das retas dos parentais resistente e
suscetivel, e da progénie do cruzamento reciproco, respectivamente.
A dominancia em funcdo da concentracdo (h) pode também ser calculada a partir da

formula descrita por Hartl (1992):

Onde, Wrgs, Wrgs © Wrgr correspondem ao desempenho calculado para individuos
homozigotos dominantes, heterozigotos e homozigotos recessivos, respectivamente. Para 0s
individuos homozigotos dominantes, o desempenho foi definido como 1. O desempenho para
heterozigotos e homozigotos recessivos foi obtido na relagdo entre os adultos que sobreviveram
do F; agrupado e da populacéo suscetivel e a sobrevivéncia observada dos adultos da populacéo
resistente. Os valores de h variam entre O (recessividade completa) e 1 (dominancia completa).
Se h corresponde a 0,5 (co-dominante ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade

incompleta) ou entre 0,5 < h < 1 (dominancia incompleta) (Liu & Tabashnik 1997).

7.2. Numero de genes

O meétodo para determinar o niumero minimo de genes que influéncia a resisténcia é
baseado na relacdo das variacGes fenotipicas entre os parentais e as populacdes hibridas. O
método de Lande (1981) é uma extensdo do método de Wright (1968), que pode ser usado no
cruzamento de populacdes selvagens e parentais heterozigotos. No método desenvolvido por
Lande (1981), reconhece-se que toda variancia genética € aditiva, qualquer namero e frequéncia
de alelos sdo permitidos para cada locus dentro das populacGes parentais, e as duas populagdes
parentais tém sequéncias de genes homologos. Todos cruzamentos ocorrem por acasalamento

individual pela escolha aleatoria e apropriada dos individuos da populacdo. Desse modo, os locus
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sdo diferentes e combinam aleatoriamente a cada populacdo parental. Consequentemente, o
namero efetivo de genes estimados ndo podem exceder o nimero de segmentos cromossomais
que segregam independentemente nas geragdes (Lande 1981). O teste direto também pode ser
utilizado para estimar o nimero minimo de genes que tem influéncia na resisténcia. O teste
direto avalia a mortalidade observada e esperada pelo teste do qui-quadrado (y°) do
retrocruzamento, podendo, dessa forma, Dessa forma, pode verificar a resisténcia se €
monogénica ou poligénica (Tabashnik 1991).

No teste direto € observado se as concentracfes-mortalidade ajustam-se ao modelo
monofatorial. Se a resisténcia € monogénica, o retrocruzamento do F; agrupado com a populacao
resistente vai produzir 50% RR e 50% RS. Para o teste de hipotese, a mortalidade esperada pode
ser calculada como a mortalidade da concentracdo x = 0,5 (a mortalidade da F; agrupada + a
mortalidade da populacdo suscetivel na concentracdo X), respectivamente (Tabashnik et al.
1990). O valor do qui-quadrado (x?) pode ser calculado a partir das mortalidades observadas no
retrocruzamento e das mortalidades esperadas segundo a férmula descrita por Sokal & Rohlf

(Sokal & Rohlf 2012).

2

F1—pn
) —

pgn

Onde, F1 corresponde ao numero de mortos da progénie do retrocruzamento na
concentracdo X; p corresponde a mortalidade esperada; n corresponde ao nimero total de
individuos da progénie retrocruzada; e q = 1 — p. Desta forma, a hipotese de heranca monogénica
é rejeitada (P > 0,05) se o valor de qui-quadrado (x) calculado para cada concentragdo é maior
que o tabelado, considerando um grau de liberdade.

O niimero minimo de genes efetivos pode ser calculado, utilizando-se 0 método de Lande

(1981) através da férmula:
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2
(LPZ — Lpl)
g = — g2
8a¢
Onde, L,, € Ly,; sdo os logaritmos dos valores da CLso das populagdes resistente e

suscetivel. A variancia (o2) é estimada pela formula:

1 1
2 2 2 2 2 2
05 = 01 t Opy — |0p1 T Eam + EO-PZ
Onde, o%,, 03,, 03, € g2, sdo as variancias fenotipicas dos retrocruzamentos, e dos

parentais resistente e suscetivel, respectivamente., a variancia fendtipica o2, foi considerado

igual zero, porque este retrocruzamento ndo foi feito.

8. Concentracao diagndstica

A dose ou concentracdo diagnostica € uma técnica bastante simples e utilizada para
detectar baixos niveis de resisténcia, podendo ser delineada provisoriamente apds estudos de
linha base de suscetibilidade. A concentracao diagndstica é utilizada para estimar a frequéncia de
genotipos na populacéo de campo e ajudar no entendimento da resposta da selecdo de populacdes
resistentes a inseticidas. J& os testes de doses-resposta, para uma precisdo minima, requerem no
minimo cinco concentragdes dos inseticidas que deverdo produzir necessariamente mortalidade
na faixa de 10 a 90%. Posteriormente, a resisténcia é expressa pela razdo da CLsy ou ClLg
(concentracdo que mata 50% ou 90% dos individuos de uma populacdo) dos individuos
resistentes e suscetivel. Desse modo, € possivel apenas detectar niveis altos de resisténcia, e ndo
pequenas variacdes na frequéncia de individuos resistentes. Portanto, a frequéncia de individuos
no campo ndo pode ser mais facilmente reduzida (Halliday & Burnhaw 1990).

A concentragdo diagnostica é determinada no levantamento da suscetibilidade da

populacdo ao inseticida, podendo ser utilizada para 0 monitoramento da resisténcia. Além disso,
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a concentragdo diagndstica exige poucos individuos e menos tempo do que a dose-resposta, e
pode ser utilizada em bioensaios com numeros maiores de populacdes. A escolha da
concentracdo diagnostica para 0 monitoramento da resisténcia é relativamente facil, entretanto,
esta resisténcia deve estar bem caracterizada para a espécie em estudo (Robertson et al. 1984,

Roush & Miller 1986).

9. Monitoramento da resisténcia

A caracterizacao e 0 monitoramento da resisténcia para determinar a resposta da populagédo
de praga a determinado produto s@ao ideais para o programa de manejo da resisténcia (Roush &
Miller 1986). O desenvolvimento efetivo de um programa de manejo da resisténcia deve ser
capaz de detectar a resisténcia precocemente, permitindo aplicacGes rapidas do manejo da
resisténcia (Dennehey 1987). O estabelecimento de linha base de suscetibilidade para inseticidas
em uso N0 campo e para 0s novos inseticidas em populacdes de T. absoluta consiste no primeiro
passo para o desenvolvimento de estratégias de manejo da resisténcia. O segundo passo é o
estabelecimento de técnicas de monitoramento e deteccdo precoce da resisténcia, como a
concentracdo diagndstica, antes que ela atinja niveis criticos para iniciar o manejo. Quanto a
linha base de suscetibilidade, ela fornece referéncias para comparacdo das mudancas de
suscetibilidade da populacéo a inseticidas, antes do amplo uso, e permite a deteccdo das fases
iniciais de desenvolvimento de resisténcia, sendo importante para mostrar que populacdes de
pragas de diversas regides geograficas podem estar relacionadas com o problema da resisténcia
(Siegfried et al. 2000). Portanto, é fundamental estabelecer niveis de suscetibilidade de véarias
populagdes, no inicio e até mesmo depois do uso de inseticidas, para o controle de T. absoluta.

Além disso, o monitoramento continuo de populagdes de T. absoluta deve ser feito para o
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registro de mudancas na suscetibilidade com a utilizagdo dos inseticidas comerciais ou de novos
inseticidas, auxiliando, deste modo, na introdugdo de estratégias de manejo da resisténcia antes

de ocorrerem falhas de controle no campo.

10. Resisténcia de Tuta absoluta a inseticidas e programa de MRI

A traca-do-tomateiro, T. absoluta, entrou no Sul do Brasil no inicio da década de 80 e
chegou a causar 100% de dano no tomateiro (Giustolin et al. 2001, Oliveira et al. 2009). A traga-
do-tomateiro foi considerada a praga mais importante desta cultura (Barrientos et al. 1998,
Gilardén et al. 2001). Recentemente, a traca-do-tomateiro foi detectada e se espalhou
rapidamente pela Europa (Urbaneja et al. 2009), Norte da Africa e Oriente Médio (EPPO 2006,
FERA 2009). Desde a sua constatacao, o principal meétodo de controle de T. absoluta € o uso de
inseticidas. O uso continuo e intensivo de inseticidas na cultura do tomate é fator chave para a
evolucdo da resisténcia. A evolucdo da resisténcia a inseticidas por espécies-praga ameaca a
salde humana e a protecéo de culturas (Denholm et al. 2002).

O presente trabalho estabelece estratégias do manejo da resisténcia, que sdo dependentes
do desenvolvimento de programas capazes de detectar o inicio da resisténcia, para assim
implementar o seu manejo em tempo habil (Dennehey 1987). Além da deteccdo, € necessario o
desenvolvimento de trabalhos de monitoramento para verificar a suscetibilidade de espécies-
praga a inseticidas (Marcon et al. 2000). A respostas das populacBes a inseticidas visam
estabelecer paramétros para 0 monitoramento da resisténcia, de preferéncia antes do uso
comercial do inseticida. Dessa forma, para implementar o programa de monitoramento da
resisténcia é necessario desenvolver técnicas de bioensaios, ndo apenas em laboratério, mas que

possam ser realizadas diretamente no campo. A linha base de suscetibilidade pode fornecer uma
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referéncia para comparar mudangas na suscetibilidade das populagdes de T. absoluta aos
inseticidas (Prabhaker et al. 2008). Portanto, é fundamental estabelecer niveis de suscetibilidade
das populagdes de pragas antes do uso de novos inseticidas. Em seguida, € determinada a
concentracdo diagndstica para ser usada no monitoramento e na deteccdo de populacGes de T.
absolutas resistentes (Roush & Miller 1986).

Depois de detectada resisténcia de populacdo de T. absoluta a inseticida, esta populagéo
sera selecionada por varias geracfes em laboratorio, dessa forma, sera possivel realizar a
caracterizacdo da resisténcia e o estudo de resisténcia cruzada, informacgdes que foram geradas
antes da introducdo de novos inseticidas (Wen & Scott 1997). Ao mesmo tempo, sera feito o
estudo de heranca genética e estabilidade da resisténcia da populacdo de T. absoluta a inseticida.
O estudo da heranca genética podera fornecer informacgdes sobre o nimero de fatores que estdo
envolvidos na resisténcia (monofatorial ou polifatorial), se a resisténcia esta ligada ao sexo ou é
autossomal, e sobre a dominancia ou recessividade da resisténcia a inseticidas (Roush &
McKenzie 1987, Roush 1989). J& no estudo da estabilidade da resisténcia a populacdo de T.
absoluta que foi selecionada por vérias geracGes ndo serd mais exposta ao inseticida,
possibilitando verificar se sem exposicdo a resisténcia permanece ou reduz ao longo das

geracoes.

11. Objetivos

O objetivo desta pesquisa foi realizar a linha base de suscetibilidade das populac6es de T.
absoluta as diamidas (clorantraniliprole, ciantraniliprole e flubendiamida) e as espinosinas
(espinosade e espinetoram), no segundo e terceiro capitulos, respectivamente. Ao mesmo tempo,

foi realizado o levantamento das atividades de esterase, glutationa-S-transferase e
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monooxigenase dependente do citocromo P450 das oito populacGes de traga-do-tomateiro. Dessa
forma, foi observado se a resisténcia as diamidas e as espinosinas estaria associada ao
mecanismo metabdlico. O levantamento da suscetibilidade a espinosinas, no terceiro capitulo,
indicou que as populagdes estavam resistentes a espinosade. Em razéo disso, portanto, no quarto
capitulo, o objetivou-se selecionar a populacdo resistente ao espinosade. Dessa foram, permitiu a
avaliacdo da atividade enzimatica ao longo das geracdes da populacdo selecionada. Ainda no
quarto capitulo, foi possivel desenvolver um trabalho de genética da resisténcia, observando se a
resisténcia esta ligada ao sexo ou e autossomal, bem como estimar o grau de dominancia e
estimar o nimero de genes envolvidos na resisténcia a inseticida. Em decorréncia da selegéo,
também foi possivel fazer avaliagbes da herdabilidade, resisténcia cruzada e estabilidade da

resisténcia.
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CAPITULO 2
SUSCETIBILIDADE DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A

MODULADORES DOS RECPETORES DE RIANODINA!

Mateus R. Campos?, Tadeu B. M. Silva®, Wellington M. Silva?, Jefferson E. Silva®, Herbert A.

A. Siqueira®

2Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

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

'Campos, M.R., T.B. Silva, W.M. Silva, J.E. Silva & H.A.A. Siqueira. Susceptibility Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) to ryanodine receptor modulators. Submetido a
Pest Management Science.

32



RESUMO - As diamidas compreende a nova classe de inseticidas que foram registradas
recentemente no Brasil para controle de Tuta absoluta. Dessa forma, a linha base de
suscetibilidade a diamidas foi determinada com oito populactes de T. absoluta de campo para
estabelecer programa de monitoramento de resisténcia. Além disso, a potencial resisténcia
cruzada, bem como as associacdes do metabolismo na destoxicagdo foram avaliadas para
contribuir com o programa de manejo da resisténcia. As CLsos das populagdes brasileiras
variaram de 3,17 a 29,64 ug i.a./L para clorantraniliprole, de 8,61 a 28,95 pg i.a./L para
ciantraniliprole, e para flubendiamida de 94 a 230 pg i.a./L, com razéo de resisténcia de 9,33;
3,36; e 2,45 vezes entre as populacdes, respectivamente. As correlacbes entre as diamidas
antranilicas foram significativas, o que sugere risco de resisténcia cruzada. No entanto, as
correlacdes entre as ClLsgs das populacbes de tragca-do-tomateiro para diamidas antranilicas e
diamida do acido ftalico ndo foram signficativas. A atividade da monooxigenase dependente do
citocromo P450 correlacionou significativamente com as CLsgs das populacfes de T. absoluta
para as diamidas antranilicas, sugerindo que a atividade da monooxigenase dependente do
citocromo P450 das populagdes pode estar atuando na destoxificacdo das diamidas antranilicas.
As diamidas foram altamente eficazes contra as populacdes de T. absoluta. Entretanto,, as
populacdes apresentaram razoaveis variagdes para clorantraniliprole. Resisténcia cruzada é
esperada entre as diamidas antranilicas em T. absoluta. A monooxigenase dependente do
citocromo P450 podera desempenhar papel no metabolismo oxidativo associado a resisténcia de

populacdes T. absoluta para diamidas antranilicas.

PALAVRAS-CHAVE: Destoxicagdo do metabolismo; clorantraniliprole; flubendiamida;

ciantraniliprole; resposta natural; traga-do-tomate
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SUSCEPTIBILITY Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO
RYANODINE RECEPTOR MODULATORS
ABSTRACT - Phthalic and anthranilic diamides comprise a new insecticide class recently
registered in Brazil to control of Tuta absoluta. Therefore, baseline of susceptibility to diamides
was determined with eight representative field populations T. absoluta to establish a resistance
monitoring program. Furthermore, the potential cross-resistance as well as associations of
metabolism was evaluated in detoxification to contribute with the resistance management
program. The LCsos of brazilian populations ranged from 3.17 to 29.64 pg a.i./L to
chlorantraniliprole, varied from 8.61 to 28.95 ug a.i./L to cyantraniliprole, and flubendiamide
varied from 94 to 230 pg a.i/L, with tolerance ratios of 9.33; 3.36; and 2.45 times between
populations, respectively. The correlations between anthranilic diamides were significant, this
suggests risk of cross-resistance. However, the correlations between the LCsos logarithm of
tomato pinworm to phthalic diamide and acid phthalic diamide did not show significant
correlation. The activity of cytochrome P450-dependent monooxygenase significantly correlated
with the LCso of populations T. absoluta to anthranilic diamides, suggesting that the activity of
cytochrome P450-dependent monooxygenase populations may be acting in detoxification of
anthranilic diamides. The diamides were highly effective against T. absoluta. Although the
populations T. absoluta showed reasonable variations to chlorantraniliprole. Cross—resistance is
highly expected between anthranilic diamides in T. absoluta. The cytochrome P450-dependent
monooxygenase may play a role in the oxidative metabolism associated with resistance

populations of T. absoluta to anthranilic diamides.

KEY WORDS: Detoxification metabolism; chlorantraniliprole; flubendiamide; ciantraniliprole;

natural response; tomato pinworm
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Introducéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), é uma
importante praga na producdo de tomate na América do Sul. A T. absoluta foi descrita
originalmente em 1917, por Meyrick, em Huancayo, no Peru. No Brasil, foi detectada pela
primeira vez no inicio da década de 1980 (Morais & Normanha Filho 1982), e se espalhou por
todas as regibes produtoras de tomate, causando sérios prejuizos econbémicos aos Seus
produtores. Em 2006, a T. absoluta foi observada pela primeira vez no Leste da Espanha
(Urbaneja et al. 2007). Hoje, a traga-do-tomateiro pode ser encontrada em quase todos 0s paises
da Europa, Norte de Africa, e Oriente Médio (Desneux et al. 2011). A queda da produtividade
em campos de tomate € resultado da reducdo da area fotossintética devido ao ataque da traca-do-
tomateiro, que consume o tecido foliar, sendo quea alimentacdo da lagarta também afeta o
crescimento vertical quando ataca o meristema apical (Desneux et al. 2010). Além disso, as
lagartas causam lesfes nos botbes florais e flores, mas estes somente sdo perceptiveis quando as
lagartas se alimentam dos frutos de tomate.

O controle quimico é o método mais utilizado para o controle T. absoluta (Gontijo et al.
2013).As diamidas sdo as novas moléculas que compdem uma nova classe de inseticidas
sintéticos (IRAC 2012). As diamidas sdo moduladores dos receptores de rianodina e estdo
divididas em dois subgrupos, as diamidas antranilicas, clorantraniliprole e ciantraniliprole, e a
diamida do &cido fitalico, flubendiamida. Os receptores de rianodina sdo canais de calcio (Ca®)
que regulam as liberagdes de Ca” intracelulares para as contragdes musculares. As diamidas se
ligam aos receptores de rianodina e ativam as liberagGes descontroladas de Ca®, causando
interrupgdo na alimentacéo, letargia, paralisia contratil e, finalmente, morte (Cordova et al. 2006,

Lahm et al. 2009).
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Estudos dos padrdes de resisténcia cruzada sdo extremamente importantes para estabelecer
um programa de manejo de resisténcia adequado, com o objetivo de impedir ou minimizar o
desenvolvimento da resisténcia a inseticida (Scott 1989, Sayyed & Wright 2004). O programa de
manejo da resisténcia pode ser também melhorado se os mecanismos bioquimicos que conferem
resisténcia a inseticidas sdo conhecidos ou estdo relacionados ao potencial risco de metabolizar
inseticidas.

Poucos estudos detectaram resisténcia em populacdes de T. absoluta a inseticidas.
Resisténcia de T. absoluta a organofosforado foi detectada pela primeira vez na Bolivia (Moore
1983). No Chile foi observada resisténcia a piretroides e organofosforados (Salazar & Araya
2001), no Brasil foi relatada resisténcia a abamectina, cartape, permetrina e metamidofos
(Siqueira et al. 2000b, Siqueira et al. 2000a, Siqueira et al. 2001), enquanto na Argentina foi
verificada resisténcia a deltametrina e metamidofos (Lietti et al. 2005). Recentes pesquisas
detectaram resisténcia a inibidores da sintese de quitina, além de ter sido feito estudo sobre a
influéncia do clima e relevo na resisténcia de populacdes brasileiras de T. absoluta a inseticidas
(Silva et al. 2011, Gontijo et al. 2013). Estes estudos mostram que T. absoluta é propensa a
desenvolver resisténcia a muitas classes de inseticidas, se estratégias de manejo da resisténcia
ndo sdo estabelecidas, o que, portanto, impdem alto risco para as diamidas. A deteccdo e o
mecanismo de resisténcia foram constatados ap6s varios anos de uso de inseticidas no controle
de T. absoluta. Assim, tem-se que “status” real da resisténcia de T. absoluta foi negligenciado
durante varios anos.

O estabelecimento da linha de base suscetibilidade de T. absoluta as diamidas é
fundamental para o monitorar o desenvolvimento da resisténcia e, dessa forma, implementar de

forma eficaz o programa de manejo da resisténcia (ffrench-Constant & Roush 1991). AO uso da
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concentracdo ou dose diagnostica ou discriminatéria pode distinguir com precisdo entre
individuos suscetiveis e resistentes, sendo mais adequado do que os bioensaios de concentracdo
resposta. A concentracdo diagnostica apresenta maior eficiéncia na deteccdo da resisténcia em
baixas frequéncias (Roush & Miller 1986). Como néo existem informagdes sobre toxicidade das
diamidas para T. absoluta, o objetivo deste estudo foi realizar o levantamento da suscetibilidade
de T. absoluta para as diamidas. Portanto, estabelecer linha base para projetar as concentracoes
diagnésticas para 0 monitoramento da resisténcia. Além disso, objetivou-se detectar se existem
associagdes entre as diamidas e as enzimas de destoxificacdo que desempenhariam papel

importante na resisténcia as diamidas no futuro.

Material e Métodos

Obtencdo das populacdes de Tuta absoluta. As populagdes foram coletadas em lavouras
comerciais € em campos experimentais no periodo de 2010 a 2011, em quatro regides do Brasil
(Tabela 1). As coletas das lagartas de T. absoluta foram feitas em folhas, caule e frutos atacados.
O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos e enviado ao Laboratorio de Interacdo
Inseto-Toxico (LIIT) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE, Recife—PE).

Depois de recebidas, as lagartas de cada populacdo foram imediatamente transferidas para
gaiolas de madeira (45 x 45 x 45 cm) com tela anti-afideo. As gaiolas de adultos (30 x 30 x 30
cm) foram utilizadas apenas para oviposicdo. As folhas de tomate foram fornecidas diariamente
como substrato. Os adultos de T. absoluta foram alimentados com solucdo de glicose a 10%
(Yoki®, Brasil), enquanto as lagartas foram alimentadas com folhas de tomate da cultivar Santa

Clara (IC 5500). As plantas de tomate foram cultivadas em casa de vegetagéo, sem aplicacdo de
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inseticidas. As populagdes foram criadas em laboratdrio a 25 + 0,5°C, com umidade relativa do

ar de 65 + 5% e fotoperiodo del2h.

Inseticidas. As diamidas antranilicas utilizadas foram clorantraniliprole (Prémio®, 200 g i.a./L
SC, concentrado soltvel da DuPont, Brasil, Paulinia, SP, Brasil) e ciantraniliprole (100 g i.a./L
de éleo dispersivel da DuPont, Brasil, Paulinia, SP, Brasil), que estd em processo de registro para
ser utilizado no controle de T. absoluta na cultura do tomate. A diamida do acido fitalico
utilizada foi a flubendiamida (Belt®, 480 g i.a./L concentrado soltvel de Bayer SA, Socorro, SP,
Brasil).

Ensaios toxicologicos. Os bioensaios toxicologicos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado, com duas repeticdes, e todos 0s bioensaios foram repetidos duas vezes.
Os testes preliminares foram realizados para determinar resposta "tudo ou nada”, a fim de
estabelecer faixas de concentracGes para as linhas de concentragcdes-respostas. As faixas de
concentracdes foram de 0,0078125 a 0,180 mg i.a./L para clorantraniliprole, 0,0025 a 0,640 mg
i.a./L para ciantraniliprole, e 0,02 a 1,5 mg i.a./L para flubendiamida. As diamidas antranilicas
foram usadas simultaneamente com 0,25% de Agroleo®, e no controle (para corrigir a
mortalidade natural) foi utilizado agua destilada e Agroleo®. As concentragdes de flubendiamida
foram preparadas simultaneamente com 0,01% de Triton X-100, e no controle foi usada agua
destilada e 0,01% de Triton X-100.

Os foliolos de tomate foram imersos durante 30 segundos na solugdo de inseticida e secos
durante 2h. Em seguida, Os foliolos foram colocados em placas de Petri (8 cm de didametro x 1,5
cm de altura), que continham papel filtro tmido com 500 uL de agua destilada. Em cada placa de
Petri foram colocadas 10 lagartas de segundo instar de T. absoluta sobre os foliolos de tomate

tratados com inseticida. Logo apos, as placas de Petri foram acondicionadas em camaras de
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crescimento a 25 + 0,5°C, umidade relativa de 65 + 5% e fotoperiodo de 12h. Apos 72h de
exposicao ao inseticica foi avaliada a mortalidade das lagartas com auxilio de fonte de luz e lupa
(Olympus SZ61, Olympus®, Center Valley, PA, EUA). As lagartas foram consideradas mortas
quando ndo conseguiam se mover por pelo menos a extensdo do seu comprimento apds o toque
com pincel de cerdas macias (Tabashnik et al. 1990).

Extracdo de enzima. Para avaliar o metabolismo, 10 lagartas de T. absoluta de segundo instar
foram coletadas e transferidas para tubos de microcentrifuga em triplicada. Este procedimento de
coleta e transferéncia de lagartas para o tubo de microcentrifuga foi feito para cada populacao.
Na extracdo de enzimas foram utilizados 200 pyL de tampéo fosfato de sddio para esterase (0,02
M, pH 7,2) e glutationa-S-transferase (0,1 M, pH 7,5), utilizando o homogeneizador Potter-
Elvehjem. Os homogenatos foram centrifugados (Eppendorf 5810R, Eppendorf®, Hamburg,
Germany) a 15000 g e 4°C durante 15 minutos, em seguida foram recolhidos e armazenados a -
80°C. Para os ensaios da monooxigenase dependente do citocromo P450, as amostras foram
homogeneizadas em 500 pL de tampéao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5) e o microssomo foi
processado em 500 uL tampéo de ressuspensdo de fosfato de sddio (0,1 M, pH 7,5) + glicerol
(Wright et al. 2000). A quantificacdo de proteina foi determinada pelo método do acido
bicinconinico usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao (Smith et al. 1985).

Ensaio de esterase. A atividade de esterase foi medida pelo método de van Asperen (1962)
adaptado. A solucao estoque (250 mM) dos substrados a—naftil e p—naftil acetato foi preparada
em acetona. Para reagdo, foi usado 2 puL do substrato a—naftil acetato, 10 uL de amostra, que
havia sido diluida para 1:100 e 188 uL de tampdo fosfato de sodio por pog¢o na micro placa. O
procedimento foi repetido para analise de esterase usando o substrato P—naftil acetato. As

amostras foram diluidas em1:10. As amostras foram incubadas em 30°C por 15 minutos. A

39



reacdo foi parada usando 33,2 pL de FAST Blue B a 0,3%. A absorbéncia foi lida em 595 nm na
leitora de micro placa (EIx800, BioTek®, Winooski, VT, USA). Cada amostra das populagdes de
T. absoluta foi analisada em triplicata, com nove repeticdes no total. A curva padréo foi
preparada com o—naphtol e p—naphtol. A atividade de esterase é expressa como nmol naftol x
min™ x mg de proteina™.

Ensaio de glutationa-S—transferase. A atividade de conjugacdo de glutationa reduzida foi
determinada usando o substrato CDNB (1-cloro—2,4—dinitrobenzeno) na presenca de glutationa—
S—transferase formando 2,4—dinitrofenil-S—glutationa (Habig et al. 1974). O CDNB (150 mM)
foi preparado em etanol e a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em tampéo fosfato de
sodio (0,1 M, pH 7,5). Para a reacéo, 138 pL de tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5), 10 pl
de amostra contendo 1 mg de proteina, 150 pL de glutationa reduzida (10 mM) foram
misturadas. A pré mistura foi incubada em banho-maria a 30°C por 5 minutos. A seguir, 2 pL de
CDNB (150 mM) foram adicionados a reacdo. Imediatamente, a formacéo de 2,4—dinitrofenil-S—
glutationa foi medida utilizando um biofotémetro a 340 nm. A reacéo foi analisada por 5 minutos
com intervalos de leitura de 30 segundos. Cada amostra foi analisada em triplicata, somando
nove repeticbes no total para cada populacdo. Os dados de absorbancias foram analisados em
funcdo do tempo de reacdo apds a adicdo do CDNB. A inclinacdo da reta (absorbancia/min) foi
transformada em unidade de concentracdo nmol de GS-DNB/min/mg de proteina, utilizando o
coeficiente de extincdo de CDNB (9,6 mM™.cm™).

Ensaios de monooxigenase dependente do citocromo P450 (O—demethylase). A atividade da
momooxigenase dependente do citocromo P450 foi determinada através do método que utiliza o
substrato p-nitroanisole (O,N-CgHs—O—-CHg3), produzindo nitrofenol. O processo de O-

demetilacdo é levemente alcalino e absorve a luz no comprimento de onda de 420 nm. Assim, 0
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processo ndo pode interferir na proteina microssomal ou no substrato (Netter & Seidel 1964).
Dessa forma, sob a influéncia de p-nitroanisole e O-demetilase a atividade da enzima
monooxigenase dependente do citocromo P450 pode ser medida (Rose & Brindley 1985). A
reacdo de atividade da monooxigenase depende do citocromo P450 foi determinada misturando
178,8 uL do tampdo fosfato de sddio de ressuspensao (0,1 M, pH 7,5), 56,2 mL de amostra, 2,5
ML p-nitroanisole (150 mM em etanol), 12,5 ul de NADPH reduzido (9,6 mM) em cada poco,
nesta ordem. A mistura foi incubada durante 15 minutos a 37°C. Em seguida, 10 pL de HCI (1
M) foi adicionado a mistura para interromper a reagdo. A mistura foi centrifugada a 14000 g
durante 10 minutos, e 200 pL do sobrenadante foi transferido para os pocgos da placa de
microtitulacdo para ser lido no leitor de micro placas no filtro de 405 nm. As amostras foram
analisadas em triplicata, e as medidas no total foram compostas de nove repeticdes. Atividade da
monooxigenase dependente do citocromo P450 por amostra foi determinada com base na curva
padrdo de p—nitrofenol em nmol p-nitrofenol x min™ x mg de proteina™.

Andlises estatisticas. Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit com P >
0,05, apos correcdo da mortalidade do controle atraves da formula de Abbott (1925) usando o
programa POLO-Plus (LeOra-Software 2005). As razdes de resisténcia foram calculadas pelo
"teste da razdo letal" e consideradas significativas quando o intervalo de confianca (IC) a 95%
ndo incluem o valor 1 (Robertson et al. 2007). A populacdo de Guaraciaba do Norte—-CE (GBN)
apresentou a menor CLso para as trés diamidas, dessa forma, foi usada como a populagdo de
referéncia de suscetibilidade. As médias de atividade de esterase, atividades da monooxigenase
dependente do citocromo P450 e glutationa—S-transferase foram analisadas e testadas usando o
programa SAS (SAS Institute 2001). As premissas da variancia foram testadas usando PROC

UNIVARIATE e GPLOT. Quando os dados ndo atendiam as pressuposi¢coes da ANOVA, 0s
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dados foram transformados em logaritmo. As médias foram submetidas a anélise de variancia
(PROC ANOVA,) e teste de Tukey (HSD) P < 0,05 para verificar diferencas entre as populacées.
Os dados das atividades enzimaticas e os valores das CLsos das populacdes as diamidas das oito
populacdes de T. absoluta foram utilizados para analises de correlacdo de Pearson, com P < 0,05
(PROC CORR). Os dados que apresentaram correlagdes significativas foram submetidos a

analise de regressdo (PROC REG) (SAS Institute 2001).

Resultados

Suscetibilidade. A populacdo GBN foi a mais suscetivel para as trés diamidas. Os valores das
CLsos para clorantraniliprole variaram de 3,17 pg i.a/L (GBN) a 29,64 ug i.a./L (ANP),
apresentando alta suscetibilidade (Tabela 1). As razbes de resisténcia para este inseticida
variaram de 1,79 (VDN) a 9,33 vezes (ANP), entretanto, a resposta foi razoavelmente
homogénea entre as populacdes. Em geral, as inclina¢bes da reta foram relativamente baixas
entre as populacbes, o que sugere variabilidade interpopulacional. Os valores das CLggs para
clorantraniliprole variaram de 53,88 g i.a./L (GBN) para 395,64 ug i.a./L (ANP) (Tabela 1), o
que proporcionou de forma semelhante razdes de resisténcia homogéneas (RRgg variou de 1,49 a
7,34 vezes), como os valores das RRso.

As populacbes de T. absoluta foram suscetiveis a ciantraniliprole. Os valores das CLsos das
populacdes variaram de 8,61 g i.a./L (GBN) a 28,95 ug i.a./L (ANP) (Tabela 2). As razdes de
resisténcia (RRsp) para ciantraniliprole apresentaram menores variacdes entre as populacdes em
comparacdo com o clorantraniliprole. As populacdes de IRQ e ANP apresentaram os maiores
razOes de resisténcia para ciantraniliprole RRso (3,11 e 3,36, respectivamente). A populagéo

TNG apresentou a maior inclinagdo (3,25), sugerindo uma resposta mais homogénea em
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comparagdo com as outras populacbes de T. absoluta para ciantraniliprole que foram
similarmente rasas (Tabela 2). Os valores de CLgg para ciantraniliprole variaram de 189,71 mg
i.a/L (PLN) a 924,29 mg i.a./L (SMR) (Tabela 2), o que também proporcionou similaridade
homogénea nas razdes de resisténcia (RRgg variou de 1,95 a 4,88 vezes), como o valores RRsy.
Flubendiamida foi a menos toxica das trés diamidas para as populacdes de T. absoluta.
Contudo, as populagdes de traca-do-tomateiro apresentaram resposta mais homogénea a diamida
do é&cido fitalico, quando comparado com as diamidas antranilicas. Os valores das CLsgs para
flubendiamida variaram de 0,094 mg i.a./L (GBN) a 0,230 mg i.a./L (VDN) (Tabela 4). As
razdes de resisténcia (RRsp) variaram de 1,03 vezes para (ANP) a 2,45 vezes para (VDN). Os
valores de CLgg variaram de 1,12 mg i.a./L para (SMR) para 7,81 mg i.a./L para (VDN), porem,
ao contrario das diamidas antranilicas, os valores da RRgg apresentaram maiores variagdes de
1,31 (SMR) a 9,18 (VDN) do que os valores RRsp. A inclinacdo da reta das populagdes de T.
absoluta a flubendiamida ndo apresentaram grandes variacdes (Tabela 3).
Atividade enzimatica. As atividades de esterase diferiram entre as populacdes de T. absoluta
com o substrato o—naftil acetato, mas nao com P-naftil acetato (Tabela 4). As atividades a—
esterase variaram de 1,12 (PLT) a 2,32 (IRQ), enquanto que as atividades f—esterase variaram de
1,01 (ANP) a 1,29 (TNG). Pequena variacdo de 2,07 vezes na atividade o—esterase foi observada
entre as populacbes. As diferencas significativas foram observadas nas atividades da glutationa—
S—transferase das populacGes de T. absoluta, com variacdo de 3,13 vezes (Tabela 4). Nas
atividades de monooxigenases dependentes do citocromo P450 entre as populacdes de T.
absoluta foram observadas diferencas significativas. A atividade de O—demetilase variou de 4,23
(PLN) a 18,13 (IRQ), portanto, variagdo de 4,28 vezes nas atividades de monooxigenase

dependente de citocromo P450 entre as populagdes de T. absoluta (Tabela 4).
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CorrelagOes. A suscetibilidade de cada populacdo da tragca-do-tomateiro a clorantraniliprole
apresentou alta correlacdo com as respostas da T. absoluta para ciantraniliprole (r = 0,76, P =
0,0287, n = 8) (Fig. 2). No entanto, ndo foi observada correlagcdo entre a suscetibilidade a
flubendiamida e clorantraniliprole (r = -30, P = 0,47, n = 8) ou ciantraniliprole (r = -0,14, P =
0,73,n=38).

As atividades das monooxigenases dependente do citocromo P450 foram significativas e
correlacionaram positivamente com suscetibilidade das populages da traca-do-tomateiro para
clorantraniliprole (r = 0,34, P < 0,0033, n = 8), ciantraniliprole (r = 0,66, P < 0,0001, n=8) e
flubendiamida (r = 0,41, P = 0,0003, n = 8) (Fig. 3). Do mesmo modo, as atividades de esterase
foram significativas e correlacionaram negativamente com suscetibilidades das populacdes de
traca-do-tomateiro ao clorantraniliprole quando usados os substratos o—naftil (r = -0,34, P =
0,003, n = 8) e B—naftil acetato (r = -0,30, P = 0,009, n = 8). As atividades de esterase nao
correlacionaram com a suscetibilidade de T. absoluta a ciantraniliprole. Entretanto, as atividades
de esterase das populacdes de traca-do-tomateiro correlacionaram significativamente com
suscetibilidades das populagdes a flubendiamida, quando usado o substrato f—naftil acetato (r = -
0,35, P = 0,002, n = 8). Ndo foi observada correlacdo significativa entre as atividades de

glutationa—S—transferase e a suscetibilidades das populacdes de T. absoluta.

Discusséo
As populacbes brasileiras de T. absoluta responderam de forma homogénea e foram
suscetiveis a trés diamidas avaliadas. Embora o clorantraniliprole e a flubendiamida foram
liberados recentemente para o controle de T. absoluta na cultura do tomate no ano de 2008 e

2009, respectivamente, ainda ndo foram detectadas falhas de controle. A populacéo de ANP foi a
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mais resistente, com 9,33 vezes, sugerindo variacdo razoavel entre as populacdes de traca-do-
tomateiro a clorantraniliprole. Resultado semelhante foi encontrado em populacbes de T.
absoluta na Europa, com razdes de resisténcia menores que seis vezes para clorantraniliprole
(Roditakis et al. 2013). Entretanto, as populacbes européias apresentaram maiores valores de
CLsos quando comparadas com as populacdes brasileiras, mesmo com histérico de resisténcia a
outros inseticidas (Siqueira et al. 2000b, Siqueira et al. 2000a, Siqueira et al. 2001, Lietti et al.
2005, Silva et al. 2011, Gontijo et al. 2013).

A resisténcia cruzada é um risco em potencial, visto que as correlagdes foram significativas
entre as respostas das populacdes de traca-do-tomateiro as diamidas antranilicas.
Surpreendentemente, ndo foram observadas correlagdes significativas entre as diamidas
antranilicas e do acido ftalico, indicando que a resisténcia cruzada pode ndo existir entre os dois
subgrupos das diamidas. As diamidas se ligam nos receptores de rianodina modulando a abertura
do canal de Ca*™ e liberando o estoque de Ca™ interno a partir das células, dessa forma,
prejudicam o funcionamento normal dos musculos (Cordova et al. 2006, Lahm et al. 2009).
Estudo recente mostrou que as diamidas antranilicas e do acido ftalico se ligam em locais
diferentes nos receptores de rianodina de Musca domestica (Linnaeus) (Diptera, Muscidae)
(Isaacs et al. 2012), o que minimiza a resisténcia cruzada entre os dois tipos de diamidas. Este
parece ser o caso em T. absoluta, pois ndo foram observadas correlacbes entre as diamidas
antranilicas e do acido ftalico no presente estudo. Contudo, na China, populacdes resistentes de
Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) a clorantraniliprole exibiram resisténcia
cruzada com flubendiamida, embora a diamida do &cido ftalico ndo tenha sido utilizada para o
controle P. xylostella.(Wang et al. 2012). Entretanto, ndo pode ser afirmado que ndo existe

resisténcia cruzada entre as diamidas antranilicas e do acido ftalico. O presente estudo representa
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0s primeiros conjuntos de dados de respostas das populagdes de T. absoluta do Brasil para todas
as diamidas comercialmente disponiveis. Portanto, sugerimos que a rotacdo com os dois tipos de
diamidas deve ser feita com cautela em programas de controle de pragas.

A implementacdo de estratégias adequadas para 0 manejo da resisténcia a inseticidas pode
retardar o desenvolvimento de resisténcia em tempo habil em associacdo a outras taticas de
controle de pragas. Além disso, a eficacia das estratégias de manejo da resisténcia pode ser ainda
mais precisa com o conhecimento dos mecanismos bioquimicos que podem conferir resisténcia
aos inseticidas (Sial et al. 2011). A avaliagdo da atividade de monooxigenases dependente do
citocromo P450 em populagdes de T. absoluta para diamidas antranilicas e os valores das CLsos
apresentaram associagoes significativas, sugerindo causa e efeito entre essas variaveis. Portanto,
ha um potencial risco da resisténcia as diamidas antranilicas ser resultante da atividade da
monooxigenase dependente do citocromo P450 (Sial et al. 2011). No entanto, essas variagdes as
diamidas em associa¢fes com as monooxigenases dependente do citocromo P450 observadas nas
populacdes de traca-do-tomateiro podem estar relacionadas com a exposicdo prévia a outras
classes de inseticidas. No entanto, a resisténcia as diamidas esteja relacionado com a reducéo da
sensibilidade no sitio de acdo, como foi observada em P. xylostella (Troczka et al. 2012).

O estudo de linha de base de suscetibilidade é importante para estabelecer as variacdes de
resposta das populacdes de diferentes localidades geograficas a inseticidas. Além disso, o
conjunto de dados da suscetibilidade deve ser um ponto de referéncia para se comecar a manejar
as populacbes. A partir do estudo de linha de base de suscetibilidade a concentracdo ou dose
diagndstica pode ser provisoriamente determinada para monitorar a resisténcia no campo
(Marcon et al. 2000, da Silva et al. 2012). A concentracdo diagndstica pode distinguir

precisamente individuos suscetiveis dos resistentes, quando ainda 0s mecanismos ndo estao
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disponiveis (Roush & Miller 1986). Dessa forma, permite determinar precocemente a mudanca
na frequéncia de resisténcia e mudar a tomada de decisdes iniciais com inseticidas de modos de
acdo diferentes. Além disso, a concentracdo diagnéstica € mais adequada do que 0s bioensaios
com amplas faixas de concentragfes, com a deteccdo da resisténcia a inseticida em baixas
frequéncias (Marcon et al. 2000). Portanto, sugerimos as concentraces diagndsticas provisérias
de 3 mg i.a./L e 10 mg i.a./L com base nos valores iniciais para manejar respectivamente as
primeiras mudancas na suscetibilidade das diamidas antranilicas e fitalica.

O controle de T. absoluta foi sempre dificil, geralmente levando a uma forte dependéncia
de uso de inseticidas, principalmente em culturas de campo. Esta situacdo, naturalmente, gera
problemas se 0s insetos ja sdo resistentes ao inseticida, e a traca-do-tomate apresentou resposta
rapida as novas moléculas, como foi ilustrado em um estudo recente no Brasil (Guedes &
Siqueira 2012). As diamidas, como novos inseticidas, estio agora dentro de uma gama de
inseticidas destinados ao controle de T. absoluta e devem desempenhar papel importante nos
programas de manejo da resisténcia. A rotacdo de outros inseticidas de modos de acéo diferentes
com diamida sdo necessarios dentro do manejo da resisténcia a inseticidas, a fim de preservar a
eficacia desses produtos no controle de T. absoluta. A presenca da T. absoluta nos campos de
tomate foi reduzida consideravelmente devido a forte pressao que as diamidas estdo exercendo
neste momento, 0 que sugere que outros fatores de resisténcia foram eliminados por diamidas.
Porém, hd uma preocupacdo de que a resisténcia as diamidas em T. absoluta seja apenas uma
questdo de tempo no Brasil, entretanto, agora podem ser manejadas por meio de monitoramento
utilizando as concentragbes diagnosticas provisorias sugeridas neste presente trabalho. As
primeiras mudangas podem ser revertidas por meio de inseticidas de diferentes modos de acé&o

com semelhante eficiéncia e disponiveis para controle da T. absoluta. Para tanto, as estratégias
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de manejo da resisténcia devem ser realizadas imediatamente para obtencdo de resultados

efetivos antes que ocorram falhas de controle no campo.
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Table 1. Toxicidade relative de clorantraniliprole para lagartas de segundo instar de Tuta absoluta.

Populagdes n® GL® Inclinacdo + EP°  CLs (1C95%)° CLogo (1C95%)° 2 RRs (1C95%) ' RRgo (1C95%) '
3,17 53,88 1,00 1,00
J’_
GBN 306 6 189+0.22 (229-418)  (3242-11686) 21 (066-152) (0,41 - 2,41)
5,70 319,63 1,79 5,96
+
VDN 326 6 1334015 (398-7.80)  (15026-91339) /% (135 224)* (5,56 — 6,35)
6,92 197,98 2,18 3,68
+
TNG 306 6 160+0,16 (5.60-882)  (11173-45284) > (1,76 259)* (3,35 — 4,00)%
7,05 203,66 222 378
+
PLN- 3096 159+0,27 (377-1044)  (103,96-722,63) ' (1,60 2,84)* (3,37 — 4,19)*
9,05 83,86 2,85 3,02
+
PLT 2195 170019 (6.87-11,55)  (55.98-15141) > (2.40-3,30)* (3,60 — 4,24)*
10,23 225,69 3,22 4,19
+
SMR-— 2765 173+0,18 (7.81-1305)  (13338-488,54) °1 (78— 3.66)* (3,89 — 4,50)*
12,18 80,31 3,84 1,49
+
IRQ 243 4 2:84+0,38 (9.38-1510)  (5490-14875) "1 (333434 (1,24 —1,73)*
20,64 395,64 9,33 7,34
ANP- 25 207024 (2280-37.69)  (241,80-840.69) 0 (3.88-978)* (7,04 —7,63)*
7,54 330,29 2,38 6,15
+
Agrupado 2322 22 142+0,06 (538-909)  (178,62-828.66) °n'% (203250 (5,96 — 6,35)*

& Numero total de insetos

® Grau de liberdade.

¢ Erro padrdo da média.

4 Microgramas de ingredient ativo por litro de 4gua

e~ -

Qui-quadrado.
" Razéo de resisténcia: razdo da CLs e Clgg estimada entre as populagdes tolerantes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo método de
Robertson and Preisler (1992) e a razdo do intervalo cofianca de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o interval de confianca ndo
compreende o valor 1,0.
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Table 2. Toxicidade relative de ciantraniliprole para lagartas de segundo instar de Tuta absoluta.

Populagdes n* GL® Inclinagio + EP°  CLs (IC95%)° CLogo (1C95%)° v?*  RReso (IC95%)'  RRgg (1C95%)
GBN 3467 134014 (6,078i6111,51) (246,116? ,122522,61) %% (o,ei ,901,57) (2,032’—427,91)*
LN 86 1.82+0,22 (6,949igf3,30) (113,12?’3119,95) L4 (0,951 ’—151,35) (0,42l ’?2,37)
LT s 8 1.57+0,18 (11,1136’—1271,91) (273,5398—6 ’3370,11) 222 (0,751 ’2,00) (1,382’—53?,74)*
VDN 320 7 141£015 (14,3200,3287,68) (483,3?120 ’214?03,15) 1.88 (2,172’327,57)* (4,424’82,30)*
NG 279 6 325:£065 (15,6%0,—6206,52) (223,5(3(177277,46) 3% (1,152’—33?,63)* (0,221’?2,69)
SMR 318 6 147£0,17 (16,0283,—8123;3,01) (497,9932i1 '22361,81) 0,69 (2,572’—727,98)* (4,454’—8;31)*
RQ 289 6 L0l (20,6256,—7123;4,39) (342,5?)8E '3549,06) h92 (2,933’—13%,29)* (2,683’—0;46)*
ANPser 0 183 £0.27 (18,6218,—959,52) (305,3&234—1 '16:1374,78) 2l (3,153’—32,57)* (2,432’—8:,28)*

Agrupado 2353 7 1.54:£0,05 (15,0117,—8220,82) (423,:3332,3 %226,11) 5,59 (1,922’—027,22)* (2,773’—0;37)*

& Numero total de insetos

® Grau de liberdade.

¢ Erro padrdo da média.

¢ Microgramas de ingredient ativo por litro de 4gua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razdo da CLs e CLgg estimada entre as populagdes tolerantes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo método de
Robertson and Preisler (1992) e a razdo do intervalo cofianca de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o interval de confianca ndo
compreende o valor 1,0.
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Table 3. Toxicidade relative de flubendiamida para lagartas de segundo instar de Tuta absoluta.

a

GL®

CLso (1C95%)°

CLago (1C95%)°

2e

RRso (1C95%) '

RRgy (1C95%) '

PopulagGes n Inclinagdo + EP° X
GBN a2 S 02 og0in ogiamy BT 06518y (8. 250
ANP 281 5 2,46 + 0,25 (0,07%’(195, 117y 085(058-150) 131 (0,911 ?i 15) (0,521 ’32,94)
SMR 2575 221023 (0,08(()),(19(?,121) (0,721 ’_122,13) 311 (0,9:: fi,l?) (1,011i311162)*
IRQ 22 5 1392023 (0,08% iy 149) (1,07l ,7:;60) 28 (1,051’2;43)* (1,702’0;36)*
TNG 28 5 222+023 (0,09%1—23,152) (0,891 ,32,60) 2 (1,161’—311,45)* (1,311’—612,93)*
LT 05 102 oneoie  qasison MY (e iser (260
PLN 269 5 176018 (0,14%1—83,231) (2,12233 '?13,57) 218 (1,771’—92,08)* (4,114’—41,83)*
VON 285 103 ouTong gesiasan PO @ 26y (73969

Agrupado 2187 19 181£007 1101’1_2;’ 146) (1,75 'fi,64) 42,66 (1,221’_35,49)* (2,652’_82, 10)*

% NUmero total de insetos.

® Grau de liberdade.

¢ Erro padrdo da média.

¢ Microgramas de ingredient ativo por litro de 4gua.

¢ Qui-quadrado.

"Razdo de resisténcia: razdo da CLso e CLgg estimada entre as populacdes tolerantes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo método de
Robertson and Preisler (1992) e a razdo do intervalo cofianca de a 95%. * A razao de resisténcia significativa porque o interval de confianca ndo

compreende o valor 1,0.
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Tabela 4. Média (+ erro padrdo, n=30) atividade de enzimas nas populac6es de Tuta absoluta.

Glutationa—S—transferase

O—demetilase

Pop o—naftol acetato 2 B-naftol acetato ® GS-DNB ? p—nitrofenol ?
PLT 1,12+0,10d 1,14+ 0,10 a 7,77 £0,20 a 14,39+ 1,47 ab
ANP 1,34 +£0,09 cd 1,01+ 0,06 a 7,65+0,11a 14,75+ 0,77 ab
SMR 1,62 + 0,10 bcd 1,26 £ 0,08 a 6,86 + 0,22 b 14,56 + 2,19 ab
PLN 1,88 + 0,05 abc 1,26 £ 0,04 a 5,50+£0,02c 4,23+0,72d
GBN 2,07 £0,07 ab 1,12+ 0,02 a 7,13+0,18 ab 5,57 +0,49 cd
VDN 2,09+0,30 ab 1,26 £ 0,07 a 7,12 +0,21 ab 14,59 + 1,50 ab
TNG 2,10+0,09 ab 1,29+ 0,06 a 2,48 +0,13d 10,58 + 1,50 bc
IRQ 2,32+£0,10 a 1,07+£0,05a 6,50+0,15b 18,13+ 1,31a

Médias seguidas da mesma letras dentro da mesma coluna nao diferem pelo teste de Tukey (P < 0.05).
% nmol/min/mg de proteina.
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Figura 1. Locais de coleta das populag¢des de Tuta absoluta no Brasil.
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CAPITULO 3

RESISTENCIA DE POPULACOES BRASILEIRAS DE T. absoluta (LEPIDOPTERA:

GELECHIIDAE) A ESPINOSINAS*

Mateus R. Campos?, Tadeu B. M. Silva®, Wellington M. Silva?, Jefferson E. Silva®, Herbert A.

A. Siqueira’

2Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

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

'Campos, M.R., T.B. Silva, W.M. Silva, J.E. Silva & H.A.A. Siqueira. Resistance of Brazilian

populations of Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) the spinosyns. A ser
Submetido a Journal of Economic Entomology.
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RESUMO — H& mais de uma década a classe de inseticidas espinosinas é usada para o controle
de Tuta absoluta no Brasil. O espinetoram € uma nova molécula que seré langada para o controle
de T. absoluta nos campos de tomate, embora exista grande potencial de resisténcia cruzada com
espinosade. Portanto, as suscetibilidades de espinosade e espinetoram foram determinadas
utilizando-se oito populacbes de T. absoluta para estabelecer programas de monitoramento da
resisténcia, bem como destoxificacdo pelo metabolismo. As populagdes apresentaram baixas e
altas resisténcias a espinosade. As populacées do Nordeste e do Sudeste do Brasil apresentaram
alta resisténcia a espinosade, 60,3 e 93,8 vezes, respectivamente. No entanto, a variacdo das
respostas a espinetoram foi homogénea com razdes de tolerancia menores que 7 vezes. As
populacdes de T. absoluta apresentaram correlacdes significativas entre as suas toxicidades para
espinosade e espinetoram, sugerindo grande risco de resisténcia cruzada entre ambas. A
atividade de glutationa—S—transferase e monooxigenases dependentes de citocromo P450
correlacionaram fracamente com a suscetibilidade das populacdes de T. absoluta apenas a
espinetoram. Entretanto, as atividades de p-esterase das populacdes de traca-do-tomate
correlacionaram com a suscetibilidade a espinosinas, 0 que sugere potencial contribuicido dessas
enzimas para a evolucdo da resisténcia a espinosinas. A evolucéo das populacdes de T. absoluta
a espinosinas observada neste trabalho sugere que as estratégias para mitigar a resisténcia devem
ser cuidadosamente implementadas a curto prazo. Como parte disso, a concentracdo diagnostica
provisdra de 10 mg i.a./L é sugerida para 0 monitoramento da resisténcia a ambas espinosinas, a

fim de detectar precocemente sobreviventes.

PALAVRAS-CHAVE: Destoxificagdo do metabolismo, resisténcia cruzada, espinosade,
espinetoram, mitigagéo
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RESISTANCE OF BRAZILIAN POPULATIONS OF Tuta absoluta (MEYRICK)
(LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) THE SPINOSYNS
ABSTRACT — Spinosyns comprise an insecticide class that has been used for one decade in
Brazil to control Tuta absoluta. Spinetoram is a new molecule that will be released to control of
T. absoluta tomato, although there is great potential of cross-resistance with spinosad. Therefore,
susceptibility to spinosad and spinetoram was determined using eight representative field
populations of T. absoluta to establish resistance monitoring programs as well as detoxification
metabolism were assessed to fine-tune the resistance management program. Populations showed
low to high resistance to spinosad. The populations from Northeast and Southeast of Brazil
showed high resistance to spinosad 60.3 and 93.8 times, respectively. However, the variation of
response to insecticide spinetoram was very homogeneous with less than 7 fold in the tolerance
ratios. Spinosad and spinetoram showed significant correlations between their toxicities towards
the T. absoluta populations, suggesting a great risk of cross-resistance between both. Activities
of glutathione—S-transferase and cytochrome P450-dependent monooxygenase weakly
correlated with susceptibilities of T. absoluta populations only with spinectoram. However, p—
esterase activities of T. absoluta populations correlated with susceptibilities to spinosyns, which
suggest a potential contribution of these enzymes to evolving resistance to spinosyns. Brazilian
populations of T. absoluta are evolving for resistance to spinosyns, suggesting that strategies to
mitigate the resistance must be carefully deployed in the short term. As part of that, a provisory
diagnostic concentration of 10 mg a.i./L is suggested to monitor resistance to both spinosyns to

detect early survivors.

KEY WORDS: Detoxification metabolism, cross-resistance, spinosad, spinetoram, mitigation.
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Introducéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) ficou restrita
apenas na América do Sul e causou grandes prejuizos a tomaticultura brasileira até meados do
ano 2000 (Guedes & Picanco 2012). Entretanto, em 2006 a T. absoluta foi observada pela
primeira vez no Leste da Espanha (Urbaneja et al. 2012). Até o momento, ela pode ser
encontrada em quase todos os paises europeus, Norte da Africa e Oriente Médio. As larvas de T.
absoluta afetam o crescimento vertical do tomateiro devido ao consumo do tecido foliar,
reduzindo a produtividade de tomate (Desneux et al. 2010). O controle quimico tem sido o
método mais utilizado para reduzir os prejuizos causados por T. absoluta, em geral com
inseticidas de largo espectro. As pulverizacbes com inseticidas ocorrem de modo excessivo e
intenso por estacdo de cultivo no Brasil (Guedes & Siqueira 2012).

O uso excessivo e intenso de inseticidas em cultivos de tomate selecionou populacdes de
T. absoluta resistentes a varios inseticidas no Brasil, e, ap0s a entrada desta praga em paises da
Europa, Africa e Oriente Médio, os casos de resisténcia tendem a aumentar, particularmente pela
pressdo inicial das populagdes sobre os cultivos. Resisténcias de T. absoluta a piretroides,
organofosforados, abamectina, cartape e inibidores da sintese de quitina foram observadas na
América do Sul (Siqueira et al. 2000a, Siqueira et al. 2000b, Salazar & Araya 2001, Siqueira et
al. 2001, Lietti et al. 2005, Silva et al. 2011). Estes estudos para a deteccdo de resisténcia e para
determinar 0 mecanismo de resisténcia a inseticidas foram conduzidos depois de varios anos de
uso de inseticidas para o controle de T. absoluta. Assim, o “status” da resisténcia de T. absoluta
a inseticidas foi negligenciado e sua associagdo com as falhas de controle em campos de
producdo de tomate ficou obscura até recentemente (Silva et al. 2011, Gontijo et al. 2013). No

entanto, tais estudos mostraram que T. absoluta pode desenvolver resisténcia a muitas classes de
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inseticidas se estratégias de manejo da resisténcia ndo forem estabelecidas corretamente,
impondo, portanto, risco elevado para inseticidas a base de espinosinas, uma das poucas classes
de inseticidas efetivas a esta espécie no Brasil.

O espinosade e 0 espinetoram pertencem ao grupo das espinosinas (grupo 5, de acordo
com a classificacdo de modos de a¢do do IRAC), uma familia naturalmente derivada de lactonas
macrociclicas (Salgado & Sparks 2005). O espinetoram, mistura de duas espinosinas
sinteticamente modificadas, foi recentemente introduzido como um novo agente de controle de
insetos com velocidade e maior potencial de acdo do que espinosade (Sparks et al. 2008). As
espinosinas ativam primariamente 0s receptores nicotinicos de acetilcolina (Salgado & Saar
2004). Dessa forma, podem levar a resisténcia cruzada entre as espinosinas, o que limita o tempo
de vida de novos espinosoides. O conhecimento dos padrfes de resisténcia cruzada e
mecanismos de resisténcia permite o desenvolvimento de programa de manejo de resisténcia
preciso, 0 que pode evitar ou minimizar o desenvolvimento da resisténcia em populacGes de
insetos (Scott 1989).

O estabelecimento da linha bésica de suscetibilidade de T. absoluta para espinosinas é
fundamental para retardar a evolucdo da resisténcia de pragas a inseticidas (Siegfried et al.
2005). Consequentemente, podem ser desenvolvidos e implementados programas de manejo da
resisténcia a inseticidas mais eficientes. O espinosade foi registrado no Brasil no inicio dos anos
2000 para controlar uma ampla variedade de pragas, incluindo a T. absoluta (MAPA 2013).
Desde entdo, nenhum caso de resisténcia a espinosade foi relatado para traca-do-tomateiro,
embora em trabalho recente desenvolvido no Chile tenha sido relatada a ocorréncia de individuos
sobreviventes em concentragdo diagnostica de 1 mg i.a./L, sugerindo evolucdo de resisténcia a

espinosade (Reyes et al. 2012). Contudo, tal concentracdo pode ndo ser suficiente para
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discriminar individuos resistentes a espinosade, particularmente porque nenhuma caracterizacao
da resisténcia a espinosade em T. absoluta existe. No presente trabalho, foi realizado néo
somente um levantamento da resisténcia de T. absoluta a espinosade e resisténcia cruzada a
espinosoides, mas também a verificacdo da existéncia de possiveis mecanismos bioquimicos que

contribuam para a sobrevivéncia de populagdes da traga-do-tomateiro a espinosinas.

Material e Métodos

Insetos. Folhas, caule e frutos infestados com larvas de T. absoluta foram coletadas em lavouras
comerciais € em campos experimentais no periodo 2010 a 2011 em quatro regies do Brasil
(Tabela 1). O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos e enviado em caixas ao
Laboratorio de Interagdes Inseto-Téxico (LIIT) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE, Recife — PE). O material recebido foi imediatamente transferido para gaiolas de
madeira revestidas com tela antiafideo. Cada populacdo foi mantida em quatro gaiolas, sendo
trés para criacdo de larvas (45 x 45 x 45 c¢cm) e uma para adultos (30 x 30 x 30 cm). As
populacdes de T. absoluta foram mantidas em laboratorio a temperatura de 25 + 1°C, a umidade
relativa de 65 + 5% e fotofase de 12 h.

Inseticidas. Os inseticidas utilizados nos experimentos foram espinosade (Tracer® 480 g i.a./L
suspensdo concentrada, Dow AgroSciences Industrial Ltda, Franco da Rocha, SP, Brasil) e
espinetoram (250 g i.a./L granulado dispersivel, Dow AgroSciences, Brasil, Franco da Rocha,
SP, Brazil), que ainda estad em processo de registro para o uso no controle de T. absoluta.
Bioensaios. Os bioensaios toxicologicos foram realizados usando foliolos de tomate imersos em
solugdes de inseticidas em delineamento inteiramente casualizado com duas repeticbes por

concentragcdo. O bioensaio foi repetido mais uma vez no tempo. Teste preliminar foi realizado
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para determinar a resposta "tudo ou nada” de maneira a estabelecer um gradiente de
concentragbes para estimar curvas de concentragdo-resposta. As concentracfes variaram de
0,0078125 a 0,180 mg i.a./L e 0,02 a 1,5 mg i.a./L. As solucdes de inseticidas foram diluidas
com agua + 0,01% Triton X-100, e para o controle foi utilizado apenas agua destilada + 0,01%
Triton X-100. Os foliolos de tomate foram imersos durante 30 segundos em cada solucdo de
insecticida e secos durante duas horas, e em seguida colocados em placas de Petri (8 cm de
didmetro x 1,5 cm de altura) contendo papel de filtro umedecido com 500 pL de agua destilada.
Dez larvas de segundo instar foram transferidas para cada placa de Petri, que foi colocada em
camara de crescimento a 25 + 0,5°C, 65 + 5% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 h. A
mortalidade das larvas foi avaliada apos 48 h de exposicdo. As avaliagdes de mortalidade foram
realizadas com auxilio de fonte de luz e lupa (Optium® 5x, Alemanha). O critério de mortalidade
utilizado baseou-se na movimentacao das larvas apds leve toque com pincel macio (Tabashnik et
al. 1990). Larvas foram retiradas cuidadosamente das galerias de foliolos de tomate, sendo
consideradas mortas aquelas que ndo conseguiam se mover por pelo menos a extensdo do seu
comprimento apos o toque.

Atividade enzimatica. Larvas de terceiro instar de T. absoluta foram coletadas para a analise de
enzimas destoxificativas. Trés amostras foram obtidas para cada populacdo e cada amostra
conteve 10 larvas de T. absoluta de terceiro instar. Para a analise de atividade de esterases foi
utilizada a metodologia descrita por van Asperen (1962) adaptada a microplacas. Os o—naftil e
B—naftil acetatos foram usados como substratos. Curvas padrao foram preparadas com o—naftol e
B—naftol para determinacdo da atividade. A atividade especifica de esterase foi calculada em

nmols naftol x min™ x mg de proteina™.
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A atividade de conjugagdo da glutationa reduzida ao substrato CDNB (1-cloro—2,4—
dinitrobenzeno) foi determinada segundo Habig et al. (1974). O coeficiente de extingéo de 9,6
mM™ x cm™? foi utilizado para determinar a quantidade de conjugado do CDNB utilizando a
inclinacdo da reta (absorbancia/min) para se obter a unidade de concentracdo da atividade de
glutationa—S—transferase.

A atividade de monooxigenase dependente de citocromo P450 (O-desmetilacdo) foi
determinada utilizando o substrato p-nitroanisole (O;N-C¢H,—O—CHgs) para p—nitrofenol pelo
método de Netter & Seidel (1964). A atividade de citocromo P450 por amostra foi obtida através
da equacéo linear estimada para a absorbancia em funcdo da curva padréo de p-—nitrofenol que
foi disposta em nmols p—nitrofenol x min™ x mg de proteina™.

A quantificacdo de proteina foi determinada através do método do &cido bicinconinico
usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (Smith et al. 1985).

Analises estatisticas. Os dados de mortalidade obtidos dos bioensaios de concentragdes resposta
foram corrigidos pela mortalidade observada no controle (Abbott 1925) e analisados por Probit a
P > 0,05 (Finney 1971), usando o programa Polo-Plus® (LeOra-Software 2005). As razdes de
resisténcia foram calculadas pelo teste de razdo letal (do inglés, “lethal ratio test”) e consideradas
significantes quando o intervalo de confianca (IC) a 95 % ndo inclui o valor 1,0. A populacédo de
Pelotas—RS (PLT), com a CLsp mais baixa para as espinosinas, foi usada como referéncia para
fazer comparacdes com as demais populacBes. Os resultados de atividade enzimatica para
esterase, glutationa—S—transferase e monooxigenases dependentes de citocromo P450 foram
estatisticamente analisados no programa SAS (SAS Institute 2001). As premissas de normalidade
e homocedasticidade de variancia foram testadas através do PROC UNIVARATE e PROC GLM

(SAS Institute 2001). Os dados de atividades foram sujeitos a analise de variancia (ANOVA)
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usando PROC ANOVA e teste de Tukey (HSD) a P < 0,05 para agrupamento das médias (SAS
Institute 2001). Correlagdo de Pearson a P < 0,05 foi conduzida entre as varidveis atividades
enziméticas e as suscetibilidades médias (CLsp) das populacBes para cada inseticida usando

PROC CORR (SAS Institute 2001).

Resultados

Suscetibilidade. A populacdo de T. absoluta de Pelotas—RS (PLT) apresentou a menor CLsp para
espinosade (0,0067 mg i.a./L) e espinoteram (0,047 mg i.a./L) (Tabelas 2 e 3). As demais
populacdes de T. absoluta apresentaram valores de CLsp variando de 0,060 mg i.a./L (Paulinia—
SP) a 0,63 mg i.a./L (Sumaré—SP) para espinosade. Consequentemente, as razdes de resisténcia
(RRsp) variaram gradualmente entre as populagdes de 8,9 a 93,8 vezes para o0 espinosade. Ainda
quanto as respostas ao espinosade, os valores de CLgg variaram de 0,23 mg i.a./L (Pelotas—RS) a
11,56 mg i.a./L (Venda Nova do Imigrande—ES). Consequentemente, as razdes de resisténcia
(RRgy) variaram gradualmente entre as populacbes de 2,6 (Paulinia—SP) a 51,5 vezes (Venda
Nova do Imigrande-ES) para o espinosade. As populac6es de T. absoluta de Sumaré-SP (SMR)
e Venda Nova do Imigrande—ES (VDN) apresentaram o maior € 0 menor coeficiente linear para
0 inseticida espinosade, indicando maior e menor homogeneidade das populacBes ao espinosade,
respectivamente (Tabela 2).

As estimativas de CLso para espinetoram variaram de 0,047 mg i.a./L (Pelotas—RS) a 0,31
mg i.a./L (Sumaré-SP), enquanto as CLgg variaram de 0,56 mg i.a./L (Pelotas—RS) a 6,71 mg
i.a/L (lraguara—BA). As razdes de resisténcia RRsy variaram consequentemente de 1,02
(Paulinia—SP) a 6,51 vezes (Sumaré—-SP), enquanto as RRgg variaram de 1,2 (Tiangua—CE) a 12,1

vezes (lraquara—BA) (Tabela 3). A populacdo de Paulinia—SP (PLN) apresentou a maior
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inclinacdo da reta (2,98), sendo a resposta mais homogénea dentre as populagées. Por outro lado,
a populacdo de Tiangua—CE apresentou a menor inclinagdo da reta (1,28), sugerindo uma
resposta mais heterogénea dos individuos para o espinetoram (Tabela 3).

Atividade enzimética. A atividade de esterase diferiu estatisticamente entre as populacdes de T.
absoluta quando utilizados os substratos a e p—naftil acetato (Fig. 1A). Para o substrato o—naftil
acetato, os valores de atividade especifica variaram de 0,79 (Pelotas—RS) a 2,11 pmol a—naftol
/min/mg de proteina (Iraquara—BA). Para o substrato p-—naftil acetato, os valores de atividade
especifica variaram de 0,79 (Paulinia—SP) a 1,58 pmol p—naftol /min/mg de proteina (Sumaré—
SP). As populacdes de T. absoluta apresentaram atividades enzimaticas frente ao substrato B—
naftil acetato superior aquelas frente ao substrato o—naftil acetato. A atividade de conjugacéo por
glutationa—S—transferases diferiu estatisticamente entre algumas populacGes de T. absoluta (Fig.
1B) com os valores de atividade especifica variando de 1,70 nmol de GS-DNB/min/mg de
proteina (Venda Nova do Imigrante-ES) a 4,26 de nmol GS-DNB/min/mg de proteina
(Iraquara—BA). Entretanto, a maioria das populac@es apresentaram atividades similares entre si
(Fig. 1B). A atividade de monooxigenases dependentes de citocromo P450 diferiu
estatisticamente entre as populagdes de T. absoluta (Fig. 1C) com os valores de atividade
especifica variando de 2,94 (Guaraciaba do Norte—CE) a 18,73 nmol 4-nitrofenol/min/mg de
proteina (Venda Nova do Imigrante-ES). Entretanto, a maioria das populacbes apresentaram
atividades similares entre elas (Fig. 1C). As demais populacdes de T. absoluta apresentaram
atividades intermediarias significativamente diferentes entre os extremos (Fig. 1C).

Correlacdes. Alta correlagdo (r = 0,82, P = 0,0116, n = 8) entre logaritmos das CLsys do
inseticida espinosade e das CLsos do espinetoram foi observada para as populacfes T. absoluta

(Fig 2). N&o houve correlagOes significativas para espinosade (r = 0,19, P = 0,1035, n = 72) e
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espinetoram (r = 0,22, P = 0,0522, n = 72) entre o logaritmo das CLsos das populagdes de T.
absoluta e as atividades de esterase das populagdes frente ao substrato o—naftol. Porém,
correlagdes significativas foram observadas para o inseticida espinosade (r = 0,50, P < 0,0001, n
= 72) (Fig. 3A) e espinetoram (r = 0,43, P < 0,0001, n = 72) (Fig. 3B) entre o logaritmo das
CLsos das populagdes de T. absoluta e as atividades de esterase das populacbes frente ao
substrato B—naftol. A atividade de glutationa—S—transferase das populagcdes de T. absoluta
apresentou fraca correlacdo significativa com o logaritmo das CLsgs das popula¢Ges ao inseticida
espinetoram (r = 0,26, P = 0,025, n = 72). Entretanto, para o espinosade a correlagcdo néao foi
significativa (r = 0,05, P = 0,63, n = 72). O logaritmo das CLsgs das populacdes de T. absoluta
correlacionou com as atividades de monooxigenases dependentes de citocromo P450 das
populacdes ao espinetoram (r = 0,25, P = 0,034, n = 72), embora ndo tenha sido observada
correlacdo significativa (r = 0,13, P = 0,282, n = 72) entre as atividades de monooxigenases
dependentes de citocromo P450 das populacdes de T. absoluta e o logaritmo das CLsgs das

populacdes ao espinosade.

Discusséo
O uso excessivo e intensivo de inseticidas tem selecionado cada vez mais pragas a
resisténcia, levando a rapida substituicdo de produtos com novos modos de acdo, embora novos
produtos sejam descobertos em propor¢des menores. Apds pouco mais de uma década de uso do
espinosade no controle de populacGes de T. absoluta na cultura do tomate no Brasil, resisténcia
moderada a alta ao espinosade foi detectada neste estudo. As populagdes de Iraquara—BA (IRQ)
e de Sumaré-SP (SMR) apresentaram altos graus de resisténcia ao inseticida espinosade, 60,4 e

93,8 vezes, respectivamente. Estes resultados sugerem que o espinosade tem sido usado sem
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critérios nestas localidades para o controle de pragas, embora falhas de controle ainda néo
tenham sido observadas em campo. Apesar da dose recomendada de espinosade para controle de
T.absoluta ser superior aos valores de CLgg das populagdes avaliadas, tais populagdes devem ser
monitoradas a curto prazo para evitar possiveis falhas de controle da T. absoluta ao inseticida.

A resisténcia a espinosade ja foi relatada em laboratérios e no campo, em poucos anos
apos a introducdo do espinosade para o controle de Lepidoptera (Moulton et al. 2000, Zhao et al.
2002, Shono & Scott 2003). Portanto, a abordagem utilizada sobre resisténcia a inseticida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pode se adequar melhor neste contexto do levantamento
da suscetibilidade feita para as populagdes de T. absoluta a espinosinas no Brasil (Guedes &
Siqueira 2012, Gontijo et al. 2013). O aumento das respostas das populacdes de traca-do-
tomateiro ao espinosade observado neste trabalho pode ter ocorrido em menos de trés anos. Isto
porque, trabalhos anteriores realizados com populacdes coletadas em diferentes localidades no
Brasil apresentaram baixas variagdes (< 5 vezes) de respostas das populagcdes ao espinosade
(Silva et al. 2011). Isso pode sugerir que a evolugédo da resisténcia ao espinosade em populacdes
de T. absoluta ocorre de forma lenta no campo. Contudo, recentemente, deve ter se agravado em
funcdo de maior pressdo de selecdo em algumas areas. Portanto, o uso de produtos em rotacdo
com modos de acgdo diferentes das espinosinas deve ser encorajado.

As populacdes de T. absoluta apresentaram baixa variagdo de resposta ao inseticida
espinetoram. O espinetoram possui grupo etil (—C,Hs) no maior e menor componente (espinosina
A e D) e o espinosade possui grupo metil (—CH3) (Sparks et al. 2012). Portanto, esta resposta
mais homogénea das populacdes ao espinetoram pode estar relacionada a diferenca estrutural das

espinosinas. Entretanto, a alta correlagéo entre as suscetibilidades das populagdes de T. absoluta
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ao espinetoram e ao espinosade demonstra que existe grande risco para a resisténcia cruzada
entre as espinosinas.

Outros trabalhos observaram resisténcia cruzada entre as espinosinas para as espécies de
Plutella xylostella (Linneaus), Drosophila melanogaster (Meigen) e Choristoneura rosaceana
(Harris) quando selecionadas ao espinosade (Sial & Brunner 2010, Watson et al. 2010, Sparks et
al. 2012). Todavia, embora 0os mecanismos de resisténcia a espinosinas em outras pragas tenham
sido sugeridos e/ou elucidados (Sparks et al. 2012), em T. absoluta ainda estdo por ser
desvendados.

A partir do tipo de mecanismos de resisténcia é possivel prever os padrfes de resisténcia
cruzada e mdaltipla. As atividades de esterase (P—esterases) das populacdes correlacionaram
moderadamente com a variacdo de suscetibilidade das populacbes de T. absoluta para
espinosinas, enguanto glutationa—S—transferase e monooxigenases dependentes de citocromo
P450 correlacionaram fracamente com a suscetibilidade das populagdes de T. absoluta a
espinetoram. Dessa forma, as atividades de esterase (p—esterases) podem contribuir para
resisténcia das populacbes de traca-do-tomateiro a espinosinas em graus moderados de
resisténcia.

Em estudo recente, Reyes et al. (2012) ndo encontraram associacdo da suscetibilidade de
T. absoluta a enzimas destoxificativas. Existe grande evidéncia que a resisténcia a inseticida
pode surgir como consequéncia do aumento da destoxificacdo metabdlica (Scott 1989), mas a
maioria dos casos de resisténcia a espinosinas tem sido associada a alteracdo de sitio alvo. Na
maioria dos casos relatados, a resisténcia a espinosade estava associada a alteracGes nos
receptores nicotinico de acetilcolina (Sparks et al. 2012, Puinean et al. 2013). Mais

especificamente, estudos conduzidos com a resisténcia da Drosophila melonogaster ao
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espinosade tém atribuido a resisténcia a alteracdo na subunidade do dominio a 6 (Da6) dos
receptores da acetilcolina (Perry et al. 2007, Watson et al. 2010). Portanto, pode-se sugerir que a
provavel resisténcia das populacdes de T. absoluta a espinosade esteja relacionada com a
alteracdo no sitio alvo. Em diversos estudos tem-se demostrado que espinosinas atuam no
sistema nervoso do inseto, entretanto, as espinosinas atuam em um novo sitio de acdo diferente
das outras classes de inseticidas (Salgado & Saar 2004). Estudos fisiol6gicos sugerem que a acao
das espinosinas atua em uma nova interacdo nos receptores nicotinicos da acetilcolina (Salgado
& Saar 2004).

Os graus de resisténcia observados no presente estudo estdo ainda abaixo da dose
recomendada pelo fabricante, mas sugerem que o desenvolvimento de estratégias para 0 manejo
da resisténcia de T. absoluta a espinosinas se faz urgente. O monitoramento da suscetibilidade
das populacbes de T. absoluta a espinosinas em diferentes distribuicdes geograficas deve ser
estabelecido o mais rapido possivel para mitigar a evolucdo da resisténcia antes que falhas de
controle possam ocorrer no campo.

Desse modo, qualquer mudanca que ocorra nas respostas das populacGes para as
espinosinas pode ser observada rapidamente com a concentracdo diagndstica. A concentracao
diagndstica provisoria aos inseticidas espinosade e espinetoram sugerida com base nos resultados
deste estudo € de 10 mg i.a./L para 0 monitoramento da resisténcia. Portanto, em populacdes de
T. absoluta monitoradas com a dose diagndstica e que apresentem sobreviventes, a troca de
produto deve ser sugerida para manutencdo da eficacia de espinosinas no campo.

O manejo da resisténcia a inseticida pode ser aplicado de maneira rapida e no tempo certo
guando se conhece o padréo de resposta da praga ao inseticida. O cuidado deve ser redobrado

com as espinosinas para que ndo ocorram problemas com a resisténcia cruzada e,
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consequentemente, a reducdo da eficiéncia dos inseticidas, especialmente quando se trata de um
inseticida que apresenta baixa toxicidade a insetos ndo-alvo, como o espinosade (Torres et al.
2002, Campos et al. 2011, Biondi et al. 2012).

Apesar da evolucdo de populacdes de T. absoluta para resisténcia a espinosinas a niveis
relativamente altos, a rotagdo com outros produtos, tais como diamidas, pirroles, oxadiazinas,
pode reverter a resisténcia a espinosinas estendendo a vida de prateleira de produtos a base
destas moléculas. Adicionalmente, a selecdo de T. absoluta para resisténcia a espinosade e sua
caracterizacdo podera esclarecer o envolvimento de enzimas destoxificativas e as bases genéticas
da resisténcia a espinosinas. Dessa forma, 0 modo de herancga da resisténcia a espinosade podera
auxiliar na deteccdo, monitoramento, modelagem e avaliacdo de risco (Balasubramani et al.

2008), refinando o programa de manejo da resisténcia.
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Tabela 1. Locais de coleta das populagfes de Tuta absoluta no Brasil.

Populacoes Iniciais Posicao geogréfica Data de coleta
Guaraciaba do Norte—CE GBN 4°10'01" S, 40° 44'51" O Fev/2010
Venda Nova-ES VDN 20°20' 23" S, 41° 08' 05" O Ago/2011
Tiangua-CE TNG 3°43'56" S, 40° 59' 30" O Fev/2010
Paulinia—SP PLN 22°45'40" S, 47°09'15" O Ago/2010
Pelotas-RS PLT 31°46'19" S, 52° 20' 33" O Nov/2011
Sumare-SP SMR 22°49'19" S, 47°16'01" O Set/2011
Iraquara—BA IRQ 12° 14'55" S, 41° 37" 10" O Nov/2011
Anéapolis—-GO ANP 16° 29'46" S, 49° 25'35" O Dez/2011
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Tabela 2. Toxicidade relativa de espinosade a larvas de segundo instar de Tuta absoluta.

Populacio n*  GL" Intercepto + EP° CLso (1C95%)" CLgo (1C95%)" v®  RRs (1C95%) ' RRgs (1C95%) '
PLT 323 6 1,52 +0,19 0,007 (0,005-0,009) 0,23 (0,12-0,62) 1,34 1,0(08-12*  1,0(03-31)*
PLN 405 5 2,33+0,26 0,060 (0,048 -0,073) 0,60 (0,39-1,12) 3,72 89(8,7-9,2) 2,6 (1,3-4,00*
TNG 257 5 1,61+0,23 0,129 (0,087 -0,176) 3,63 (1,85—11,37) 3,89 19,3(189-19,8) 16,1 (14,0—18,1)
ANP 2719 5 2,14+0,21 0,145 (0,118 -0,178) 1,78 (1,14-339) 4,41 217(21,3-221)  7,9(6,5-9,3)
GBN 265 5 1,85+ 0,25 0,168 (0,118 —0,224) 3,03 (1,72-7,68) 1,25 252 (24,7—257) 13,5 (11,5-154)
VDN 317 6 1,47 40,16 0,305 (0,214 — 0,409) 11,56 (6,36 — 28,38) 2,92 45,7 (45,1 -46,3) 51,5 (49,6 — 53,5)
IRQ 264 5 1,85+0,23 0,410 (0,301 -0,525) 7,37 (4,36—17,05) 151 60,4 (60,6 —62,1) 32,8 (30,7 —34,9)
SMR 276 5 2,44 +0,29 0,626 (0,490 -0,776) 5,60 (3,71—10,56) 1,58 93,8(93,0—94,6) 24,9 (22,9 26,9)

4 NUmero total de insetos usados.

® Grau de Liberdade.

¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razdo das estimativas da CLs, e CLey entre populaco resistente e suscetivel, calculado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e
intervalo de confianga a 95% das CLs e CLgg. * Razdo de resisténcia significante a espinosade, ja que o intervalo de confianca néo inclui o valor 1,0.
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Tabela 3. Toxicidade relativa de espinetoram a segundo instar larval de Tuta absoluta.

Populaggo n*  GL® Intercepto+ EP®  CLso (IC95%)°  Clego (IC95%) e RRsp (1C95%) RRgs (1C95%)
PLT 29 6 218040 (0,03(())’(14(;063) (0,31%515;1,694) 4,04 (0,321iof,68)* (034{02,90)*
PLN str 6 298021 (0,03%(14(?,061) (0,45(4)1’7—2;1,440) AL 1020461507 (0,331L3§,28)*
TNG 35 128018 (0,06(()),(17(;096) (0,46% Eig?,318) 2> (1,091L622,15)* (0,231?;28)*
GBN 285 L35:+0,16 (0,06%08(?,106) (0,572’8811,717) 13 (0,711’7;85)* (0,741’53?' 10)*
ANP 281 5 2,27 +0.27 (0,07% 10(?,131) (0,702083,129) 2,85 (1,652’1;62)* (0.871'93?.05)*
VDN a3 2285027 (0,09% 11; 147) (0,7915’ 225’,354) 19 (2,05 A62,93) (1.102'22.30)*
IRQ 2165 172018 (0,233’ 293379) (3,82;3 ! 1125,323) 229 (6,0i3 286,54) (10.8112'1113.38)
SMR 280 5 183+0,18 (0,24%30(?,389) (3,402 ,7912,464) 089 (6,2?(>3 516,78) (9,2; Qi51,69)
Agupado 2199 23 1,52 £0,07 (0,0601,09(1139) (1,64??,32131,169) 196,25 (1,55,012,50) (5,1(()3,016,91)

& NUmero total de insetos usados.

b Grau deLiberdade.

¢ Erro padréo.

¢ Miligramas de ingredient ativo por litro de agua.

¢ Qui-quadrado.

" Razéo de resisténcia: razao das estimativas da CLs, e CLg entre populagio resistente e suscetivel, calculado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e
intervalo de confianga a 95% das CLs, e CLg. * Razdo de resisténcia significante a espinetoram, j& que o intevalo de confianga néo inclui o valor 1,0.
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Figura 1. Atividade de esterase (o—naftil acetato[barra preta] e p—naftil
acetato [barra cinza)]) (A), atividade de glutationa—S—transferase (B), e
atividade de monooxigenase dependente do citocromo P450 (C) de
oito populagdes de Tuta absoluta. Médias seguidas pela mesma letra

na barra de mesma cor nao diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Correlacdo de Pearson entre a suscetibilidade de populacdes

de Tuta absoluta a espinosade e espinetoram.
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Figura 3. Linhas de regressao entre atividade de esterases e suscetibilidades de populagdes de Tuta absoluta a espinosinas.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO GENETICA DA RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK)

(LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A ESPINOSADE E RESISTENCIA CRUZADA!

Mateus R. Campos?, Agna R.S. Rodrigues?®, Tadeu B. M. Silva?, Wellington M. Silva®, Vitéria

R. F. Silva?, Herbert A. A. Siqueira®

2Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

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

'Campos, M.R., A.R.S. Rodrigues, T.B. Silva, W.M. Silva, V.R.F. Silva & H.A.A. Siqueira.
Genetic characterization of resistance of Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) to
spinosad and cross—resistance. A ser submetido a PLoS ONE.
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RESUMO — A deteccdo da resisténcia a inseticida levou a introducdo de novos inseticidas no
controle de T. absoluta. Resisténcia a espinosade foi encontrada no trabalho anterior de linha
base de suscetibilidade de T. absoluta. Apo6s a exposicao de traca-do-tomateiro por sete geracoes,
foi observada a mais alta resisténcia de T. absoluta a espinosade (> 300 mil vezes). Dessa forma,
foi realizado o estudo da heranca genética e do nimero de genes, bem como estudos da
estabilidade da resisténcia, dominancia, herdabilidade, resisténcia cruzada entre as espinosinas e
outras classes de inseticidas além do, acompanhamento das atividades das enzimas esterase e
monooxigenase do citocromo P450 ao longo das geracOes de selecdo. Da primeira a sétima
geracdo, a populacdo selecionada em concentracdes crescentes de espinosade apresentou alta
herdabilidade (0,71). A andlise da heranca genética indicou que a resisténcia a espinosade na
populacdo selecionada é autossomal e incompletamente recessiva, e esta associada a um gene. A
razdo média de mudanca na auséncia a inseticida foi negativa (-0,51), portanto, a populacao
selecionada apresentou reducdo da resisténcia quando ndo foi mais exposta ao inseticida
espinosade. A atividade de esterase e monooxigenases dependentes de citocromo P450 reduziu
ao longo das geracdes. A populacdo selecionada a espinosade apresentou resisténcia cruzada
com espinetoram, outra espinosina. Entretanto, esta mesma populacdo ndo apresentou resisténcia
cruzada com outros inseticidas, incluindo inseticidas que também atuam nos receptores
nicotinicos da acetilcolina. O aumento da resisténcia da populacdo de traca-do-tomateiro a
espinosade pode evoluir rapidamente quando a exposicdo é continua e intensa. A resisténcia da
T. absoluta a espinosade ndo € estavel e 0 mecanismo metabolico ndo esta associado a alta

resisténcia.

PALAVRAS CHAVES: Heranga genética; manejo da resisténcia; traca-do-tomateiro; alteracéo

do sitio alvo
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GENETIC CHARACTERIZATION OF RESISTANCE OF Tuta absoluta (MEYRICK)

(LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO SPINOSAD AND CROSS-RESISTANCE

ABSTRACT — The resistance detected to insecticide took the introduction of new insecticides in
the control to T. absoluta. Baseline of susceptibility of T. absoluta new insecticides was found
resistance to spinosad. After exposition of population tomato pinworm, for seven generation,
insecticide was observed the highest resistance T. absoluta to spinosad (> 300,000 times). Thus
was realized study of inheritance genetic and genes number, as well as study of stability of
resistance, dominance, heritability, cross-resistance between spinosyns and in others class of
insecticides and enzymatic activity of esterase and monooxygenase cytochrome P450-dependent
enzymes. At first the seventh generation of the selected population increasing concentrations of
spinosad showed high heritability. Inheritance genetic analysed indicated that resistance to
spinosad in the selected population was associated one gene, incompletely recessive and
autossomal. In the absence of pressure of selection the average ratio of change in the absence to
insecticide was negative (RM = -0,51). Therefore, the selected population decreased resistance
when there was not more exposed to the insecticide spinosad. Esterase and monooxygenase
cytochrome P450-dependent enzymatic activity was reduced over the generations. The selected
populations of spinosad showed cross-resistance with spinetoram, another spinosyn. However,
did not show cross-resistance with others insecticide, including insecticides that also act on the
nicotinic acetylcholine receptors. The resistance increase of populations of tomato pinworm to
spinosad can evolve quickly when exposition are intensive and continuous. However, the
resistance of T. absoluta to spinosad is unstable and the metabolic mechanism is not associated

with high resistance.

KEY WORDS: Inheritance genetic; resistance management; tomato pinworm, target site

alteration.
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Introducéo

A invasiva traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), foi
introduzida no inicio dos anos 80 no Sul do Brasil e causou grandes prejuizos na tomaticultura
brasileira (Picanco et al. 1998). A traca-do-tomateiro ficou restrita a América do Sul até o final
de 2006, quando foi detectada no Leste da Espanha, tornando-se grande ameaca para a producao
de mundial tomate (Urbaneja et al. 2007). Em 2007, a T. absoluta espalhou-se para diversas
localizacOes geogréaficas na Espanha, e nos anos seguintes foi encontrada nas principais areas da
Costa do Mediterraneo, causando sérios niveis de prejuizo na producéo de tomate. Em menos de
sete anos a T. absoluta alcangou grandes distancias geograficas e hoje esta presente nos paises da
Europa, Norte da Africa e Oriente Médio (Germain et al. 2009, Desneux et al. 2010). Diante da
rapida dispersdo da T. absoluta na América do Sul e na Afro-Eurasia, existe grande
probabilidade da entrada da traga-do-tomateiro nos paises Orientais, como a China e a India, que
sdo hoje os maiores produtores de tomate do mundo. Isto pode ocorrer principalmente se
medidas fitossanitarias ndo forem adotadas de maneira rapida e preventiva (Desneux et al. 2011).

A traca-do-tomateiro usualmente causa perdas de produtividade de 80 a 100%,
diminuindo a qualidade dos frutos no campo e em casas de vegetacdo (Desneux et al. 2010). As
intensas aplicacdes de inseticida para o controle de T. absoluta ao longo de trés décadas na
América do Sul levou ao desenvolvimento de populacdes com resisténcia aos inseticidas:
metamidofds, permetrina, cartape, abamectina e reguladores de crescimento (Siqueira et al.
2000b, 20004, Salazar & Araya 2001, Siqueira et al. 2001, Lietti et al. 2005, Silva et al. 2011).
Em monitoramentos mais recentes foi detectada resisténcia das populacdes de T. absoluta ao

espinosade (Campos et al. Capitulo 3).
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O espinosade (que pertence ao grupo das espinosinas) € composto de uma mistura de
espinosina A (componente principal) e D (componente minoritario), que sdo produtos naturais
derivados de familia Unica das lactonas macrociclicas (Salgado et al. 1998). As espinosinas sao
metabdlitos secundarios produzidos durante a fermentacdo do actinomiceto de solo
Sacharopolyspora spinosa (Mertz & Yao 1990). O espinosade € usado também na saude publica
e em animais com aplicagdes em baixas concentragdes (Puinean et al. 2013). Embora apresente
alta atividade contra espécies-praga, possui grande margem de seguranca para mamiferos, aves e
peixes e apresenta de baixa a moderada toxicidade para insetos ndo-alvo (Thompson et al. 2000,
Campos et al. 2011), fato que o torna importante para a agricultura, sendo recomendado
inclusive para cultivos organicos (Racke 2006).

A toxicidade de espinosade em insetos esta associada a excitacdo neural generalizada ao
interagir de forma Unica com receptores nicotinicos da acetilcolina (Salgado et al. 1998, Watson
et al. 2010), além de atuar nos receptores do &cido y—aminobutirico (GABA) (Salgado et al.
1998), o que o torna uma excelente op¢do para 0 manejo de resisténcia a outras moléculas
inseticidas. No entanto, por sua alta seletividade e falhas de controle por outras moléculas,
produtores tendem a aumentar a frequéncia de uso de espinosade, aumentando o risco de
desenvolvimento de resisténcia (Zhao et al. 2002). Apesar de quase uma década de uso do
espinosade no controle de populacfes de T. absoluta na cultura do tomateiro, falhas de controle
ainda ndo foram relatadas.

A falta de informac6es sobre a resposta das populagdes de T. absoluta a novos inseticidas
tem direcionado pesquisas sobre linha base de suscetibilidade da traca-do-tomateiro a novos
inseticidas (Roditakis et al. 2013, Campos et al. Capitulo 2, Capitulo 3). Além do levantamento

da resisténcia da traca-do-tomateiro a inseticidas, recente pesquisa tem associado a influéncia do
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clima e do relevo das regides na resisténcia de populacdes de T. absoluta a inseticidas (Gontijo et
al. 2013). Estas informacOes sdo de extrema importancia para que o manejo da resisténcia seja
implementado de forma preventiva. Entretanto, esses tipos de trabalho tém negligenciado os
detalhes e tipos de resisténcia da traga-do-tomateiro a inseticidas. A base de qualquer estratégia
efetiva de manejo da resisténcia € a compreensdo dos processos envolvidos na selecdo para
resisténcia (Roush & McKenzie 1987). Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os
fatores-chave para a taxa de evolucéo da resisténcia da T. absoluta a espinosade, que incluem o
nimero e o modo de heranca de genes da resisténcia, a sua estabilidade, herdabilidade,
dominancia e a existéncia de resisténcia cruzada entre as espinosinas e entre estas e outros
inseticidas, além de, especialmente, apontar a concentracdo discriminatoria, que podera ser

utilizada para monitoramento mais preciso da resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade.

Material e Métodos

Insetos. As populacbes de T. absoluta foram coletadas em lavouras comerciais e em campos
experimentais no periodo de 2010 a 2011 em quatro regiGes do Brasil e levadas para o
Laboratorio de InteracBes Inseto—Toxico (LIIT) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE, Recife — PE). Apos ter sido feito o levantamento da suscetibilidade, apenas as
populacdes de Iraquara—BA (IRQ) e Pelotas—RS (PLT) foram utilizadas para este trabalho. As
populacdes de T. absoluta foram mantidas em laboratorio a temperatura de 25 + 1°C, umidade
relativa de 65 + 5% e fotofase de 12h.

Inseticidas. O inseticida utilizado para selecédo foi o Tracer (4809 i.a./L suspensdo concentrada,
Dow AgroSciences Industrial Ltda, Franco da Rocha, SP, Brasil). Os inseticidas utilizados para o

estudo de resisténcia cruzada foram: abamectina (18 g i.a./L concentrado emulsionavel, Syngenta
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Protecdo de Cultivos Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), cartape BR (grau técnico, 97,5%, lharabras,
Paulinia, SP, Brasil), clorantraniliprole (200 g i.a./L suspensdo concentrada, DuPont Brasil,
Paulinia, SP, Brasil), clorfenapir (240 g i.a./L suspensdo concentrada, BASF S.A, Séo Paulo, SP,
Brasil), clorpirifés (480 g i.a./L concentrado emulsiondvel, Dow AgroSciences Industrial Ltda,
Santo Amaro, SP, Brasil), indoxacarbe (300 g i.a./Kg granulado dispersivel, DuPont Brasil,
Barueri, SP, Brasil), permetrina (384 g i.a./L concentrado emulsionavel, Mairinque, SP, Brasil).
espinetoram (250 g i.a./L granulado dispersivel, Dow AgroSciences, Brasil, Franco da Rocha,
SP, Brazil), tiametoxam (250 g i.a./Kg granulado dispersivel, Syngenta Protecdo de Cultivos
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Selecdo de Tuta absoluta com espinosade. A populacdo de Iraquara—BA (IRQ), na quarta
geracdo, foi dividida em duas populagdes. A populacdo denominada Iraquara estabilidade (IRQ-
Est) ndo foi exposta a nenhum outro inseticida. A outra populacdo denominada Iraquara
selecionada resistente (IRQ-Sel) foi frequentemente exposta a concentragcdes crescentes de
espinosade a cada geracdo, sendo que a partir da oitava geracdo, a populacdo de IRQ-Sel
apresentou reducdo na oviposicdo. Desse modo, a selecdo de IRQ-Sel com espinosade foi
mantida na concentracao de 500 mg i.a./L. O numero de lagartas selecionadas por geracdo variou
entre 1500 a 2000 lagartas. A populacdo de Pelotas—RS suscetivel (PLT-Sus) foi mantida em
laboratdrio ap6s estudo de suscetibilidade sem exposicdo a inseticidas, e usada como referéncia
de padrdo de suscetibilidade ao espinosade. A média da mortalidade da populacdo de IRQ-Sel
das geracdes F; e F7 foi utilizada para o célculo da herdabilidade.

Bioensaios. Os ensaios para estimar as curvas de concentracdo-mortalidade foram conduzidos
como descrito por Campos et al (Capitulo 3). As solugdes inseticidas foram diluidas com &gua +

0,01% Triton X-100 e para o controle foi utilizada apenas agua destilada + 0,01% Triton X-100.
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Em cada placa de Petri foram colocadas 10 lagartas de segundo instar. As placas de Petri foram
colocadas em camara de crescimento a 25 + 1°C, 65 + 5% de umidade relativa e fotoperiodo de
12h. A mortalidade das lagartas foi avaliada apds 48 horas de exposicdo ao inseticida. O critério
de mortalidade baseou-se na movimentacdo da lagarta apds leve toque com pincel macio. A
lagarta que ndo conseguiu se mover por pelo menos a extensdo do seu comprimento foi
considerada morta (Tabashnik et al. 1990).

Extracdo de proteinas. A cada geracdo foram coletadas 10 lagartas de terceiro instar da
populacdo selecionada resistente (IRQ-Sel) em triplicata para extracdo e analise das atividades
enzimaticas. A quantificacdo de proteina foi determinada através do método do acido
bicinconinico usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (Smith et al. 1985). As
analises de atividade enzimaticas foram conduzidas em triplicatas para cada amostra de extrato
de proteinas, perfazendo um total de nove replicatas por populagéo.

Ensaios de esterases. A metodologia utilizada para a quantificacdo da atividade de esterases foi
adaptada de van Asperen (1962). As curvas padrbes foram preparadas com o—naftol e p—naftol.
A atividade de esterase foi expressa em nmol de naftol x min™ x mg de proteina™.

Ensaios de monooxigenases dependente de citocromo P450 (O-demetilase). A atividade de
monooxigenase dependente de citocromo P450 (O—desmetilacdo) foi determinada utilizando o
substrato p—nitroanisole (O;N-CsH;—O-CHj3) para p—nitrofenol pelo método de Netter & Seidel
(1964). A atividade de monooxigenase dependente de citocromo P450 por amostra foi obtida da
equacdo linear da curva padrdo estimada de absorbancia em funcdo da concentracdo de p—
nitrofenol e atividade determinada em nmol de p—nitrofenol x min™ x mg de proteina™.

Genética da resisténcia a espinosade. Os estudos da resisténcia ligada ao sexo ou autossomal,

do grau de dominancia e da dominancia baseada em concentracbes foram realizados por
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cruzamentos reciprocos entre machos (n =35) da populacdo de IRQ-Sel e fémeas (n = 35)
virgens da populacéo suscetivel (PLT—Sus) e vice versa. Os adultos foram dispostos em gaiolas
separadas para a producdo das progénies F1 = Q Rx & Se F;” = 2 S x & R. As lagartas de
segundo instar das progénies F; e F;’ foram usadas para estimar curvas de concentragdo-
mortalidade.

Para verificar se a resisténcia é monofatorial ou polifatorial foram usados machos (n = 35)
e fémeas (n = 35) virgens da populacdo F; agrupado (Fi e F1’) que foram retrocruzados com
fémeas (n = 35) e machos virgens (n = 35) da populacdo parental selecionada resistente (IRQ—
Sel). A decisdo foi tomada mediante a comparacdo dos resultados das curvas concentracao-
mortalidade exibida pelas progénies F; e F1’ e dos parentais resistente (IRQ-Sel) e suscetivel
(PLT-Sus). As progénies F; e F;’ apresentaram curvas de concentragao-mortalidade mais
proximas da populacdo de PLT-Sus. As progénies F; e F;” foram agrupadas (F; agrupado)
formando uma Unica populacéo para o retrocruzamento. Para a producao do retrocruzamento 0s
adultos de T. absoluta do F; agrupado (F; e F1”) e da populagdo de IRQ—Sel foram colocados em
gaiolas de oviposicdo. As lagartas de segundo instar do retrocruzamento foram utilizadas para
bioensaios com 11 concentracdes de espinosade, e posteriormente foram feitas analises pelo teste
direto para verificar se a herangca é monofatorial ou polifatorial.

A dominancia baseada nas concentracdes foi determinada utilizando cinco concentragcdes
(0,005; 0,05; 0,5; 5 € 10 mg i.a./L) de espinosade para a progénie do F; agrupado (F; e F1’) (n=
180), e as populacdes selecionada (IRQ-Sel) (n = 135) e suscetivel (PLT-Sus) (n = 177). As
concentragcdes do espinosade foram preparadas juntamente com o Triton X-100 a 0,01% e no
controle foi utilizado apenas agua + Triton X-100. A mortalidade das lagartas foi avaliada ap6s

48 horas de exposicéo.
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Estabilidade da resisténcia. A populagdo de Iraquara selecionada (IRQ-Sel) a espinosade na
132 geracdo foi dividida em duas populacGes. A populacdo de IRQ-Sel foi mantida sob presséo
de selecdo com espinosade e a outra populacdo Iraquara estabilidade (IRQ—Est) foi conduzida na
auséncia de pressdo de selecdo. A cada geracdo, ambas populacdes foram submetidas a
bioensaios como descrito anteriormente, para estimar as curvas de concentragdo-mortalidade.
Resisténcia cruzada. As lagartas de segundo instar das 152 e 162 geracdes da populacdo de IRQ—
Sel ao espinosade foram utilizadas para bioensaios toxicolégicos para verificar a existéncia de
resisténcia cruzada com os inseticidas: abamectina, cartape, clorantraniliprole, clorfenapir,
clorpirifds, espinetoram, indoxacarbe, tiametoxam e permetrina. Os bioensaios foram conduzidos
seguindo os procedimentos descritos acima.
Analises estatisticas. As avaliacdes da mortalidade das popula¢des da tragca-do-tomateiro nos
bioensaios para: selecdo, herdabilidade, estabilidade, resisténcia cruzada e genética da resisténcia
foram utilizadas para obter as concentracGes letais de 50% e 90% (CLsp € CLgg). Os dados de
concentracdo-mortalidade foram submetidos a analise de Probit a P > 0,05 (Finney 1971),
utilizando-se o programa Polo-Plus® (LeOra-Software 2005). As mortalidades obtidas nos
tratamentos com inseticida fooram corrigidas pela formula de Abbott (1925). As razdes de
resisténcia foram calculadas pelo teste de razdo letal e consideradas significativas quando o
intervalo de confianca (IC) a 95% de probabilidade ndo incluiu o valor 1,0 (Robertson et al.
2007).

Os dados das atividades de esterases e monooxigenases dependentes de citocromo P450
foram analisados no programa SAS (SAS Institute 2001), utilizando-se os procedimentos PROC
UNIVARATE e GLM para checar as premissas de normalidade e homocedasticidade de

variancia. Em seguida, foi feita a analise de variancia (PROC ANOVA) (SAS Institute 2001) e 0
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teste Tukey HSD P < 0,05 para diferencas entre as médias das populaces. A correlacdo de
Pearson (P < 0,05) foi realizada (PROC CORR) (SAS Institute 2001) entre as atividades
enzimaticas e as CLsos das geracdes seguido pela analise de regressdo (PROC REG) (SAS
Institute 2001).

O calculo da herdabilidade foi feito utilizando-se a formula h? = R/S, onde R é a resposta
de selecdo e S a selecéo diferencial. Para estimar o aumento da resisténcia em 10 vezes utilizou-
se a formula G = R™ (Hartl 1988, Falconer 1989). A resposta de selecdo (R) foi calculada pela
formula R = (L¢ - L;)/n, onde Lt e L; sdo os logaritmos das CLsgs da segunda e sétima geracdo e n
€ 0 numero de geracdo em que a populacdo de IRQ—Sel foi selecionada. A selecéo diferencial foi
calculada pela formula S =i . of, onde 0 i é a intensidade de selecdo e of € a desvio padréo
fenotipico. A intensidade de selecdo foi estimada por p, que é a porcentagem de sobreviventes da
selecdo (Falconer 1989). O desvio padrao fenotipico foi estimado usando a formula o =% . (i +
B (Finney 1971).

O célculo da resposta media da populacdo de IRQ-Est entre as geracfes Fi3 e Fig foi
realizado para o estudo da estabilidade da resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade,
correspondendo a razdo média de mudanca na auséncia a inseticida (RM), mesma férmula
utilizada para o calculo da resposta de selecdo como descrita acima. A resisténcia ndo é estavel
se o valor da razdo média de mudanca na auséncia a inseticida for negativa (RM < 0). A formula
G = RM, utilizada para estimar o nimero de geragdes a resisténcia ao inseticida pode reduzir
em 10 vezes também pode ser utilizada para o calculo da razdo média de mudanca na auséncia
de inseticida pode ser calculado (Hartl 1988, Falconer 1989).

O grau de dominancia da resisténcia foi calculado usando-se o método de Stone (1968): D

=(2.Ly-L;-L3)/(Ly - L3), onde Ly, L, e L3 sdo os valores dos logaritmos das CLsos das
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populacdes de IRQ-Sel, F; e PLT-Sus, respectivamente. Os valores da dominéancia podem variar
de -1 < D < +1, se for -1 a resisténcia € completamente recessiva e se for +1 a resisténcia é
completamente dominante (Stone 1968).

A heranga monofatorial ou polifatorial em T. absoluta inicialmente foi estimada por
comparagdo entre as inclinagdes das retas do F1 agrupado (F1 x F1”) e do retrocruzamento. No
retrocruzamento do F; agrupado (F1 x F1’) com a populagdo selecionada resistente (IRQ—Sel)
foram gerados individuos 50% RR e 50% RS. Desse modo, no teste direto é analisado se a
mortalidade observada que foi estimada no retrocruzamento ajusta-se a mortalidade esperada
segundo a formula descrita por Tabashnik et al. (1990). Portanto, a mortalidade na concentracéo
X =% . (mortalidade do F; agrupado [IRQ-Sel x PLT-Sus] + mortalidade da populacdo de IRQ—
Sel na concentragdo x. O valor do qui-quadrado foi calculado a partir das mortalidades
observadas no retrocruzamento e das mortalidades esperadas (Sokal & Rohlf 2012): = F; -
p.n/p.q.n, onde F; corresponde ao numero de mortos da progénie do retrocruzamento na
concentracdo X; p corresponde a mortalidade esperada; n corresponde ao nimero total de
individuos da progénie retrocruzada; e g = 1 - p. Se o valor de qui-quadrado calculado para cada
concentracdo é maior que o tabelado, considerando um grau de liberdade, a hipotese é rejeitada
(P > 0,05), e, portanto, a heranca da resisténcia ao inseticida € monofatorial.

O namero minimo de genes efetivos foi calculado utilizando-se 0 método de Lande (1981):
ne = (L2 - L1)/802, onde L, e L; sdo logaritmos da CLso da populacéo resistente selecionada
(IRQ-Sel) e suscetivel (PLT-Sus), onde o2 foi estimada pela formula: 62 = 63, + 02, - (62, +
Yo.op+ Y5.05,), € 0p,, OF,, 0f € 0p, S30 as variancias fenotipicas do F; agrupado, do

retrocruzamento (F; agrupado x IRQ-Sel) da populacdo selecionada resistente (IRQ-Sel) e
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populacdo suscetivel (PLT-Sus). O retrocruzamento entre o F; agrupado x PLT-Sus ndo foi

feito, desse modo considerou-se o3, = 0.

Resultados

Herdabilidade de Tuta absoluta a espinosade. O aumento crescente na concentragdo para
selecionar a populacdo de IRQ-Sel ocorreu até a sétima geracdo, que apresentou a mais alta
razdo de resisténcia: 329045,8 vezes. A populacdo selecionada a espinosade (IRQ-Sel)
apresentou alta taxa de evolugdo da resisténcia da primeira a sétima geracdo. Os valores das
CLsps da primeira e sétima geracdo variaram de 0,41 a 2200,00 mg i.a./L, respectivamente.
Contudo, a partir da oitava geracdo devido a reducdo na oviposicdo, a concentracdo de
manutencdo da populacdo de IRQ-Sel foi mantida em 500 mg i.a./L. Dessa forma, entre a oitava
e a 182 geracdo da populacdo de IRQ-Sel, as razbes de resisténcia a espinosade se manteveram
acima de 140 mil vezes. A resposta de selecdo (R) entre as geracbes F1 e F; foi de 0,53 e a
selecdo diferencial (S) foi de 0,75. A herdabilidade (h?) entre as geragdes F1 e F; correspondeu a
0,71 e estima-se que o aumento de 10 vezes na razdo de resisténcia da traca-do-tomateiro a
espinosade pode ocorrer ap6s 1,88 geracdes (Tabela 1).

Estabilidade da resisténcia. A razdo média de mudanca na auséncia a inseticida (RM),
calculada para a populacdo de Iraquara estabilidade (IRQ—Sel) da 132 a 182 geracdo, foi negativa
de -0,51, portanto, a resisténcia a espinosade nado é estavel. A reducdo na razdo de resisténcia de
T. absoluta a espinosade em 10 vezes pode ocorrer em 1,96 geracfes. Apos quatro geracdes sem
exposicdo ao espinosade a populacdo de Iraquara establidade (IRQ-Est) apresentou reducao nos
valores das CLsgs. Na primeira geracgdo a populagéo de IRQ-Est apresentou reducédo de 5,3 vezes

(CLsp = 220 mg i.a./L) na CLso, quando comparada com a Fi3 da populagédo de IRQ-Sel (CLso =
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1162 mg. i.a./L). A populacdo de IRQ—Est apresentou reducdo de 39,3 vezes (CLso = 43,68 mg
I.a./L) na segunda geragéo, quando comparada com a 142 geracdo da populacdo IRQ-Sel (CLsg =
1717 mg i.a./L). Na terceira geragdo a populacdo de IRQ-Est apresentou redugdo no valor da
CLsp = 26,62 mg i.a./L. Na quinta geracdo a populacdo de IRQ-Est apresentou valor da CLs de
10,45 mg i.a./L, o que em comparagdo com a valor da CLsp de 957 mg i.a./L da 18?2 geragéo da
populacdo de IRQ—Sel representou uma reducédo de 91,6 vezes (Fig. 1).
Atividade enzimatica da selecdo. As atividades de esterases (n = 8, r = -0,65, P < 0,0001) e de
monooxigenase dependente de citocromo P450 (n = 8, r = -0,54, P < 0,0001) da populacdo de
IRQ-Sel reduziram ao longo de 18 geracdes (Fig. 2).
Genética da resisténcia a espinosade. A populacdo de PLT—Sus apresentou a inclinagdo da reta
(1,18) menor em comparacdo com a populacdo de IRQ-Sel (1,47), o que indica que a populacao
suscetivel (PLT-Sus) é mais heterogénea (Tabela 2). Os cruzamentos reciprocos da F; (2 R x &
S) e Fi’ (2 S x & R) apresentaram valores de CLsg proximos de 0,258 e 0,378 mg i.a./L,
respectivamente. A hipétese nula de igualdade de ambas as curvas ndo foi rejeitada (%* = 3,53,
G.L. = 2, P > 0,05) pelo teste de igualdade conduzido no Polo-Plus®, portanto, conclui-se que
ndo ha ligacdo do sexo na resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade. Os dados de
mortalidade da progénie F; agrupado (F; e F;”) foram analisados em conjunto, resultando no
valor de CLsy de 0,312 mg i.a./L. As razdes de resisténcia das progénies Fi, F;’e F; agrupado
foram de 27,3; 40,3 e 33,2 vezes, respectivamente (Tabela 2). Dessa forma, os cruzamentos
reciprocos indicam que a resisténcia de IRQ—Sel a espinosade é autossdémica (Tabela 2).

Os graus de dominéncia das progénies F;, F;’ e F; agrupado,calculados com os valores de
CLso, foram de -0,45; -0,39 e -0,42, respectivamente. Ja 0s graus de dominancia das progénies

F1, F1” e F1 agrupado com os valores de CLg, foram de -0,52; -0,47 e -0,49, respectivamente. Os
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graus de dominancia calculados indicam que a dominancia da populacdo de IRQ-Sel a
espinosade é incompletamente recessiva (Tabela 2).

A inclinacdo da reta estimada para a populagdo do retrocruzamento (0,57) foi
significativamente diferente entre as populacfes selecionada resistente (IRQ-Sel), suscetivel
(PLT-Sus), Fi1, F1’ e F; agrupado. Desse modo, ocorreu aumento na variagdo genética no
retrocruzamento (Tabela 2).

O teste direto para 0 modo monofatorial da heranca da resisténcia indicou que os desvios
obtidos entre as mortalidades esperadas e observadas ndo foram significativos (Zy* = 14,88, GL
=10) para as 11 concentracdes testadas (Tabela 2 e Fig. 1). O nimero efetivo minimo de genes
que influencia a resisténcia de IRQ—Sel a espinosade foi de ng = 0,63 (Tabela 3).

Dominancia baseada nas concentragdes. Dentre as cinco concentracdes utilizadas para o
calculo da dominancia baseada nas concentracdes para a populacdo de IRQ-Sel, a resisténcia foi
funcionalmente dominante (h = 1) nas duas menores concentracdes (0,005 e 0,05 mg i.a./L). Na
concentracdo intermediaria (0,5 mg i.a./L) a resisténcia foi incompletamente recessiva (h = 0,42),
e nas duas maiores concentracdes (5 e 10 mg i.a./L) a resisténcia foi funcionalmente recessiva (h
=0) (Tabela 4).

Resisténcia cruzada. O espinetoram apresentou aumento na razdo de resisténcia de 4007 vezes,
guando comparado como 0s bioensaios feitos na Fs da populacédo suscetivel (PLT-Sus) e na Fis
da populacdo resistente selecionada (IRQ-Sel). O neonicotinoide tiametoxam apresentou
aumento na razdo de resisténcia 9,9 vezes entre a Fi9 da populacdo de PLT-Sus e a Fis da
populacdo IRQ-Sel [(CLsp = 775,67 mg i.a./L) para (CLso = 3573,35 mg i.a./L)]. O clorfenapir
apresentou aumento da CLsp de 0,62 para 3,8 mg i.a./L da nona geracdo da populagdo de PLT—

Sus a 162 geracdo da populacdo de IRQ-Sel (RRsy = 6,16). O organofosforado clorpirifds
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apresentou aumento na razao de resisténcia de 5,5 vezes entre a primeira geracdo da populacéo
de PLT—Sus e a 162 geracdo de IRQ-Sel. A populacdo de IRQ-Sel apresentou aumento inferior a
duas vezes na razdo de resisténcia aos demais inseticidas: permetrina (RRso = 1,99), abamectina
(RRsp = 1,73) e cartape (RRso = 1,13) (Tabela 5). Entretanto, dois inseticidas apresentaram
reduccdo nos valores das CLsgs, 0 clorantraniliprole redugdo de 9,05 para 0,42 pg i.a./L e o

indoxacarbe reducdo de 2,85 para 1,19 ug i.a./L (Tabela 5).

Discusséo

O levantamento da suscetibilidade de populacdes de T. absoluta em diversas regides do
Brasil a espinosinas foi realizado recentemente e foram detectadas populacfes resistentes ao
espinosade (Campos et al. Capitulo 3). A alta resisténcia encontrada em populacdo de T.
absoluta direcionou a pesquisa para a selecdo a espinosade. A populacdo de traca-do-tomateiro
de Iraquara—BA foi selecionada (IRQ-Sel) por sete geracGes e apresentou a mais alta resisténcia
ja encontrada para T. absoluta a espinosade (< 300 mil vezes), o0 mesmo ocorrendo quando
comparada com as demais classes de inseticidas. O potencial risco do desenvolvimento da
resisténcia da T. absoluta a espinosade poder ser observado na estimativa da herdabilidade
(Sayyed et al. 2000). A herdabilidade da resisténcia a espinosade foi estimada para a populacéo
selecionada (IRQ-Sel) em 0,71, o que indica que a resisténcia da traca-do-tomateiro pode
desenvolver-se rapidamente. O alto valor da herdabilidade da resisténcia a espinosade ocorreu
devido a alta variacdo fenotipica e a variacdo genética aditiva. Entretanto, na oitava geracao foi
observado que a oviposicdo reduziu drasticamente, o que levou a manter uma concentracao de
selecdo em 500 mg i.a./L de espinosade. A reducdo pode estar associada ao custo adaptativo da

resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade. O custo adaptativo foi investigado em
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Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) comparando a populagdo suscetivel e
a resistente, que foi selecionada por 15 geracdes a espinosade. Além da reducdo da sobrevivéncia
e tempo de desenvolvimento foi observado tambem reducéo na oviposicéo (Wang et al. 2010). O
custo adaptativo pode estar associado diretamente a alelos que retardam a resisténcia no campo
(Tabashnik 1994).

O custo adaptativo da resisténcia a espinosade também pode ser a causa da instabilidade
da resisténcia da T. absoluta. A populacéo resistente que ndo foi mais exposta ao espinosade
(IRQ-Est) apresentou razdo média de mudanca na auséncia a inseticida negativa ao longo de
cinco geragdes. Desse modo, foi estimado que tanto 0 aumento quanto a reducdo em 10 vezes na
razdo de resisténcia a espinosade podem ocorrer em aproximadamente duas geracgdes. Portanto,
tem-se que a resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade ndo € estavel para o espinosade. Em
outros trabalhos, a instabilidade da resisténcia a espinosade das populacdes de Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) e Liriomyza trifolii (Burgess) (Diptera: Agromyzidae)
também foi associada ao custo adaptativo (Ferguson 2004, Sayyed et al. 2008).

A heranca da resisténcia a espinosade pode variar de dominante a recessiva como
observados para diferentes espécies-praga (Sparks et al. 2012). Nos resultados obtidos para a
caracterizacdo do modo heranca da T. absoluta a espinosade, os valores das CLss das progénies
Fi e Fy’ ficaram proximos da populacdo suscetivel (PLT-Sus) e, baseado nos calculos, foi
verificado que a dominancia da resisténcia a espinosade € incompletamente recessiva. Ainda
com suporte nos dados dos cruzamentos reciprocos, quando analisados os valores das CLsgs € as
inclinagdes das retas das progénies F; e F;” ndo foi observada diferencga significativa entre elas,
portanto, a resisténcia da traca-do-tomateiro a espinosade € autossomal. Na maioria das

pesquisas sobre 0 modo de heranga da resisténcia de diversas espécies-praga resistentes a
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espinosade, esta se apresentou resisténcia incompletamente recessiva e autossomal (Zhao et al.
2002, Sparks et al. 2012). Portanto, a permanéncia de populagcdes de T. absoluta suscetiveis na
area de plantio de tomate é fundamental para que ndo ocorra a evolucdo da resisténcia a
espinosade (Roush 1989).

O estudo da heranga monofatorial e polifatorial da resisténcia pode ser feito através da
comparacdo da inclinagdo da reta do retrocruzamento e dos parentais resistente e suscetivel e
também através do teste direto (Tabashnik 1991). A inclinacdo da reta do retrocruzamento foi
menor em comparacdo com a populacdo parental resistente (IRQ—-Sel), ocorrendo aumento na
variabilidade genética, o que pode ser considerado indicativo da resisténcia a espinosade ser
monofatorial. A confirmacéo foi realizada através do teste direto em que todas as concentracées
testadas se ajustaram ao modelo de heranga monofatorial. Portanto, a heranca da resisténcia da T.
absoluta a espinosade € controlada por um fator. Resisténcia monofatorial ocasionalmente é
produzida em laboratorio, apenas quando a populacdo coletada no campo foi exposta
previamente a determinadas classes de inseticidas ou quando ja apresentou resisténcia cruzada.
Dessa forma, a heranca monofatorial observada para a populacdo de T. absoulta selecionada
(IRQ-Sel) a partir da quarta geracéo pode ter sido reflexo da resposta de campo.

Além do conhecimento do fator que caracteriza 0 modo de heranca da resisténcia a
espinosade é importante conhecer a quantidade de genes que estdo envolvidos na resisténcia ao
inseticida. Portanto, no presente estudo foi observado que um gene esta envolvido na resisténcia
da T. absoluta a espinosade. A resisténcia a inseticida quando determinada por um gene pode ser
atribuida, em alguns casos, ao mecanismo metabdlico em gue a enzima atua na destoxificacdo do
inseticida (Georghiou 1969). No Chile a resisténcia das popula¢fes de T. absoluta a espinosade

foi atribuiida a enzima moonoxigenase dependente do citocromo P450 (Reyes et al. 2012). Em
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nossa pesquisa anterior, as CLsgs das populacOes brasileiras de traca-do-tomateiro resistente a
espinosade apresentaram correlacbes com a atividade da —esterase, indicando que poderia haver
0 envolvimento da esterase na destoxificacdo do espinosade (Campos et al. Capitulo 3).
Entretanto, como foi observado nos resultados do presente trabalho, a atividade das enzimas
esterase e monooxigenase dependente do citocromo P450 reduziu ao longo de 18 geracfes em
que a populacdo de T. absoluta foi selecionada a espinosade (IRQ—Sel). Portanto, conlcui-se que
0 mecanismo metabdlico ndo estd associado com a resisténcia da T. absoluta a espinosade. A
resisténcia a espinosade conferida por um gene pode estar relacionada ao mecanismo
comportamental, fisiologico e a reducdo da sensibilidade do sitio de acdo. Entretanto, a maioria
dos estudos com populacgdes resistentes a espinosade associa a reducéo da sensibilidade do sitio
de acdo como o fator principal da resisténcia a esta espinosina (Sparks et al. 2012). Em outras
pesquisas, constatou-se que mutacfes estdo associadas a resisténcia de espécies-praga a
espinosade, conferindo reducdo na sensibilidade do sitio de acéo, e estas mutagdes, localizam-se
em regibes cromossdmicas que engloba 29 genes (Salgado & Saar 2004, Salgado & Sparks
2005).

O espinosade e 0 espinetoram apresentaram resisténcia cruzada, entretanto, ndo foi
verificada resisténcia cruzada do espinosade a outras classes de inseticidas. Do mesmo modo, em
outra pesquisa foi demonstrada resisténcia cruzada entre as espinosinas, mas nao para outras
classes de inseticidas (Watson et al. 2010). Desde a descoberta das espinosinas, algumas linhas
de pesquisas tém atribuido a resisténcia cruzada entre as espinosinas, quando resisténcia esta
associada a reducdo da sensibilidade do sitio de acdo, em um novo sitio de acdo (Salgado &
Sparks 2005). Nestas mesmas pesquisas, as populagbes resistentes a espinosinas ndo

apresentaram resisténcia cruzada a outras classes de inseticidas, incluindo os neonecotinoides e
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analogos de nereistoxina, que também atuam nos receptores nicotinico da acetilcolina (Orr et al.
2009).

A caracterizacdo genética da resisténcia de T. absoluta a espinosade pode retardar a
evolucdo da resisténcia a inseticida. O manejo da resisténcia a inseticida se for implementado de
forma adequada pode prolongar a vida util de prateleira do espinosade. Inicialmente, é
importante utilizar ferramentas geradas no presente trabalho para que seja feito o levantamento
da existéncia e a frequéncia de individuos resistentes na &rea de plantio de tomate. O
levantamento da existéncia e a frequéncia de individuos resistentes podem ser realizados através
da concentracdo discriminatéria de 5 mg i.a./L de espinosade. Outra informagdo importante se
refere a natureza recessiva da resisténcia a espinosade, que permite o uso continuo das
espinosinas no controle da traca-do-tomateiro no campo, todavia, alguns cuidados devem ser
tomados. Dentro das taticas do manejo da resisténcia € de extrema importancia a manutencédo de
populacdes de T. absoluta suscetiveis na area de cultivo de tomate. Tatica de manejo da
resisténcia a inseticida comumente difundida, que auxilia na reducéo da evolucao da resisténcia a
inseticida, é a rotacdo de produtos com modos de acdo diferentes das espinosinas. Entretanto,
mediante a pesquisa sobre a existéncia de resisténcia cruzada entre os inseticidas estudados, a
rotacdo com produtos de diferentes modos de acdo pode ser realizada de forma correta. Portanto,
a melhor forma de se combater a evolucdo da resisténcia a espinosade seria alternar as
espinosinas com as diamidas e as oxidiazinas. Contudo, nada impede que a rotacdo de modos de
acdo seja realizada com outras classes de inseticidas como: andlogos de nereistoxina, piretroides,
organofosforados, andlogos do pirazol, avermectinas e neonicotindides.

O intenso uso de inseticida para o controle da traga-do-tomateiro nos cultivos de tomate levou ao

aparecimento de populagdes resistentes a inseticida. O presente estudo representa 0 primeiro
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trabalho da caracterizacdo genética da resisténcia de T. absoluta a espinosade. As informac6es
quanto a resisténcia a espinosade ser recessiva, autossomal e associada a um gene sdo
importantes para que o programa de manejo seja implementado de maneira mais eficicaz no
controle T. absoluta. As informacgfes geradas neste trabalho podem ser usadas ndo apenas na
América do Sul, mas também na Europa, Norte da Africa e Oriente Médio, uma vez que existe a
probabilidade de individuos da traca-do-tomateiro apresentando altas frequéncias de resisténcia a
espinosade terem sido introduzidos nestes paises (Cifuentes et al. 2011). Nada obstante, mais
informacbes sobre a resisténcia a espinosade sdo necessarias para identificar que tipo de
resisténcia ocorre em T. absoluta. Assim, 0 manejo da resisténcia a inseticidas pode ser
implementado com preciséo, reduzindo o risco da evolucdo da resisténcia. Ademais, controles
biologicos e culturais, a exemplo da eliminagédo de restos culturais de tomate depois da colheita e

rotacao de cultura, podem ajudar na mitigacédo da resisténcia (Guedes & Picanco 2012).
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Tabela 1. Estimativa da herdabilidade (h?) da resisténcia da populagdo de Tuta absoluta selecionada a espinosade (IRQ-Sel) (F; — F7).

Estimativa da resposta

Estimativa da selecéo diferencial

CLso inicial (Log) CLso final (Log) Inclinagdo  Inclinagéo
Inseticida R p(%) i* oF S G h?
(mg i.a/L) (mg i.a./L) inicial final
Espinosade 0,41 (-0,39) 2200,00 (3,34) 0,53 31,25 1,12 1,85 1,16 0,66 0,75 1,88 0,71

* i = Intensidade de selecdo (Falconer 1989).

110



Tabela 2. Toxicidade de espinosade para popula¢des suscetivel, resistente, dos cruzamentos reciprocos F1 (2R x 4'S) e (2S x 4R) e do

retrocruzamento (F1 agrupado x IRQ-Sel) de Tuta absoluta.

. b n Inclinagdo CLso RRso GDso Clgo RRgo GDg 5
Populagdes b d . ; d coxd
(GL) + EP° (1C95%) (1C95%) +EP (1C95%) (1C95%), + EP
320 1,18 0,0094 1,00 0,113 1,00
PLT-Sus F15 5,32
(6) +0,13 (0,007 - 0,013) (0,81-1,19) (0,071 -0,222) (0,81-1,19)
238 1,47 1717,3 183122,81 12730,00 1354308,97
|RQ—S€| F15 5,46
4) +0,19 (998,00 - 2764,00)  (183123,17 - 182847,10) (6481,00 - 56151,00) (1354309,17 - 1354309,25)
216 1,51 0,2577 27,27 -0,45 1,81 15,96 -0,52
F1:6\SX9R F1 5,32
(5) +0,19 (0,167 - 0,388) (27,65 - 27,44) +0,03 (1,02 - 4,98) (27,65 - 27,44) + 0,06
211 1,60 0,3784 40,31 -0,39 2,38 21,03 -0,47
F1’=8RXQS F1 5,83
(5) +0,19 (0,250 - 0,588) (40,12 - 40,29) +0,03 (1,30-7,16) (20,68 - 21,37) + 0,06
427 1,55 0,312 33,15 -0,42 2,11 18,67 -0,49
F; agrupado Fy 9,18
(5) +0,13 (0,213 - 0,457) (33,48 - 33,25) +0,02 (1,22 - 5,32) (18,34 - 18,94) +0,05
347 0,57 18,148 1947,35 43141 38374,52
F; agrupado x IRQ-Sel Fy 7,21
9 +0,05 (9,403 - 35,359) (1947,03 - 1947,66) (1479,10 - 18945,00) (38373,96 - 38375,12)

& nimero de geracdes das populacdes de T. absoluta

b ndmero de adultos testados e GL, grau de liberdade;

¢ Intervalo de confianca a 95 % de probabilidade;

¢ Miligramas de ingredient ativo por litro de 4gua.

Razdo de tolerancia: razdo da CLs e CLgg estimada entre as populagdes tolerantes e populagéo mais suscetivel, determinado pelo método de Robertson and Preisler (1992) e a
razdo do intervalo cofianca de a 95%. * A razdo de tolerancia significativa porque o interval de confianca ndo compreende o valor 1,0;

. Grau de dominéncia;

9 2, teste de qui-quadrado.
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Tabela 3. Teste direto de heranca monogénica da resisténcia de Tuta absoluta a
espinosade por comparagdo da mortalidade observada e esperada do retrocruzamento (F1

agrupado x IRQ-Sel).

Concentracao Mortalidade Mortalidade , .
(mg i.a./L) Observada (%) Esperada (%)* &

0,04 0,00 0,00 0,00 1,00™
0,08 6,90 8,62 0,11 0,74"
0,32 22,58 18,33 0,37 0,54"
1,28 25,00 37,27 2,06 0,15"
3,052 38,46 52,00 2,86 0,09
12,207 53,33 50,00 0,13 0,72"™
48,828 63,89 50,00 2,78 0,10™
195,313 66,67 50,00 3,33 0,07™
781,25 86,67 77,50 1,45 0,23"™
3125 83,33 80,00 0,21 0,65™
12500 90,00 95,00 1,58 0,21"™
Total Yy? = 14,89 0,14™

™ Diferenca ndo significativa para P > 0,05
% Mortalidade esperada da concentracdo x = 0,5 (% mortalidade do F1 agrupado em x + %
mortalidade da populacdo suscetivel em Xx).
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Tabela 4. Dominancia baseada nas concentracOes (h) da resisténcia de lagartas de segundo

instar Tuta absoluta ao espinosade.

Concentracdo (mg i.a/L) Populaces® n° Mortalidade (%) Desempenho® h¢

IRQ-Sel 19 0,00 1,00

0,005 PLT 29 3,45 0,97
F1agrupado 30 0,00 1,00 1,00

IRQ-Sel 25 0,00 1,00

0,05 PLT 28 25,00 0,75
F1agrupado 29 0,00 1,00 1,00

IRQ-Sel 22 0,00 1,00

0,5 PLT 30 100,00 0,00
F1agrupado 31 58,06 0,42 0,42

IRQ-Sel 21 0,00 1,00

5 PLT 29 100,00 0,00
F1agrupado 30 100,00 0,00 0,00

IRQ-Sel 29 13,79 0,86

10 PLT 31 100,00 0,00
F1agrupado 30 100,00 0,00 0,00

® Populacéo de T. absoluta resistente (IRQ-Sel), suscetivel (PLT) e progénie da F1 e F;* (&
PLT x @ IRQ-Sele @ PLT x & IRQ-Sel) quando exposta a espinosade.
® Ntmero total de insetos usados.
¢ Desempenho corresponde a porcetagem de sobreviventes entre as populagdes suscetivel
PLT e F1 agrupado, e a populacgéo resistente IRQ—Sel.
4 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 (dominancia incompleta).
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Tabela 5. Espectro de resisténcia cruzada a espinosade para a populacdo IRQ-Sel de Tuta absoluta.

Fl’r‘]’fe‘i:ifgae: Geragio Mt 42 (GL)° C'('r;f’g(:g‘ji;/") Inclinacio + EP RRs, (1C95%)
PLT-Sus
Espinosade Fis 320 5,32 (6) 9,40 (6,74 — 12,70)* 1,18 +0,13
Espinetoram Fs 290 4,77 (6) 0,049 (0,032 —0,065) 2,34 +0,38
Abamectina Fo 267 0,74 (5) 1,64 (1,22 - 2,12) 1,96 + 0,23
Clorantraniliprole Fi 279 3,44 (5) 9,05 (6,87 — 11,55)* 1,70 £ 0,19
Cartape Fo 277 0,71 (5) 93,12 (64,83 —121,13) 2,52 +0,39
Clorfenapir Fo 283 1,64 (5) 0,62 (0,45 - 0,76) 3,00 +£0,52
Indoxacarbe Fo 270 3,75 (5) 2,85 (2,08 —3,81) 1,34+ 0,16
Tiametoxam Fio 308 4,70 (5) 775,67 (567,87 — 1013,01) 1,63+0,18
Permetrina Fi 335 7,04 (6) 332,40 (202,89 - 518,68) 1,84+ 0,25
Clorpirifos Fi 266 4,62 (5) 173,67 (114,05 — 234,68) 2,04 £0,31
IRQ-Sel
Espinosade Fie 238 5,46 (4) 1717,30 (998,16 — 2764,20) 1,47 £ 0,19 183123,0 (183122,8 — 183123,2)
Espinetoram Fis 211 2,32 (4) 195,94 (140,94 — 261,88) 1,62 £ 0,23 4007,0 (4006,8 — 40007,2)
Abamectina Fis 282 2,15 (6) 2,85 (2,12 - 3,66) 1,66 £ 0,18 1,73 (1,57 - 1,90)
Clorantraniliprole Fis 244 1,26 (5) 0,42 (0,30 — 0,55)* 1,80 £ 0,22 0,05 (0,04 —0,06)
Cartap Fis 243 0,32 (4) 105,34 (72,22 — 164,21) 1,21 +£0,20 1,13 (0,92 - 1,35)
Clorfenapir Fie 432 3,86 (5) 3,80 (2,94 — 4,89) 1,19+0,12 6,16 (5,95 - 6,39)
Indoxacarbe Fie 313 6,64 (6) 1,19 (0,73 -1,72) 1,68 £ 0,19 0,42 (0,23 - 0,60)
Tiametoxam Fie 212 4,40 (4) 3573,35 (2414,90 — 5147,74) 1,91+0,23 9,89 (9,69 — 10,09)
Permetrina Fie 238 2,12 (5) 662,07 (497,68 — 864,87) 1,62 +£0,19 1,99 (1,81 - 2,18)
Clorpirifos Fie 299 4,75 (5) 951,97 (758,56 — 1221,65) 1,82+0,19 5,49 (5,31 - 5,67)

* Micrograma ingrediente ativo espinosade por litro (g i.a./L)

@ nimero de adultos testados;
b 2 teste de qui—quadrado e GL grau de liberdade.
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Figura 1. Selecdo da populacéo de Tuta absoluta de Iraquara—BA a espinosade (circulo cheio)
e estabilidade da resisténcia sem a pressdo de selecdo na populacdo de Iraquara resistente a

espinosade (circulo vazio).
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Figura 2. Regressdo linear da atividade esterase (umol o—naftol/min/mg de proteina) e
monooxigenases dependentes de citocromo P450 (nmol/min/mg de proteina) o logaritmo da
CLsy (mg i.a./L) da populacdo de Tuta absoluta de Iraquara—BA (IRQ-Sel) exposta ao

espinosade por 14 geracgdes.
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Figura 3. Curva de concentragdo mortalidade para populacdo de Tuta absoluta resistente
(IRQ-Sel), suscetivel (PLT—Sus) e progénie da F1 (? IRQ-Sel x & PLT ¢ @ PLT x & IRQ-
Sel). Mortalidade esperada e observada do retrocruzamento (F1 x R agrupado) quando
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