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RESUMO
A Liriomyza sp. também chamada de mosca minadora € uma praga polifaga e atualmente uma das
principais causas de prejuizos na producdo do meldo. A forma mais usada pelos produtores para
minimizar as perdas € a utilizacdo de inseticidas. As moléculas registradas para controle da
minadora e que foram estudadas nesse trabalho sdo: abamectina, ciromazina, ciantraniliprole e
espinetoram. O uso indiscriminado e inadequado desses produtos tem permitido a evolucdo de
resisténcia em populagdes de campo, levando a falhas no controle. No Brasil, informacdes sobre a
suscetibilidade dessa praga sdo escassas e a metodologia de bioensaio € um fator limitante para os
estudos. Sendo assim, este trabalho objetiva o desenvolvimento de uma metodologia padronizada
de bioensaio e a avaliagdo da suscetibilidade da praga aos inseticidas mais novos empregados em
campo. Logo, populagdes de Liriomyza spp. foram coletadas em areas produtoras do Rio Grande
do Norte e agreste de Pernambuco, sendo submetidas a bioensaios com uso de bandejas bioassay
tray e placas de acrilico e avaliadas nos tempos de 48 e 72 h. Usando bandejas o tempo médio de
duracdo do bioensaio foi de 321min e custo total de 1004,57$, enquanto usando placas de acrilico
434min e 1067,94%. Na avaliacdo da suscetibilidade as populacGes de L. sativae apresentaram
curvas com homogeneidade de slope e valores baixos de qui quadrado, variando este ultimo de

0,76 a 7,89. Quando avaliadas as novas moléculas registradas observou-se que RN1 e RN4 foram



as populacdes que apresentaram RR significativas ap6s as 72h, sendo para ciantraniliprole RN1=
2,97 e RN4 = 4,01 vezes; e para espinetoram RN1= 7,88 e RN4= 5,38 vezes. Portanto, o
aprimoramento da metodologia de bioensaio podera ser a ferramenta que viabilize os estudos
toxicoldgicos. Determinando os niveis de RR das populacfes, como neste trabalho, onde niveis

altos de RR ja foram encontrados.
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BIOASSAY METHODOLOGY AND ASSESSMENT OF LIRIOMYZA SATIVAE
BLANCHARD (DIPTERA: AGROMYZIDAE) SUSCEPTIBILITY TO INSECTICIDES
By
ELISABETE ALBUQUERQUE DOS SANTOS
(Under direction of Professsor Herbert Alvaro Abreu de Siqueira - UFRPE)
ABSTRACT
The Liriomyza sp. also called mining fly, is a polyphagous pest and currently one of the
main causes of losses in melon production. The most used way by the producers to minimize the
losses is the use of insecticides. The molecules registered to control the mining and that will be
studied in this work are: abamectin, cyromazine, cyantraniliprole and espinetoram. The
indiscriminate and inappropriate use of these products has allowed for the evolution of resistance
in field populations, leading to control failures. In Brazil, information about the susceptibility of
this pest is scarce and the bioassay methodology is a limiting factor for studies. Therefore, this
work aims to develop a standardized bioassay methodology and to assess the susceptibility of the
pest to the newest insecticides used in the field. Soon, Populations of Liriomyza spp. were
collected in producing areas in Rio Grande do Norte and in the countryside of Pernambuco, being
subjected to bioassays using bioassay tray trays and acrylic plates and evaluated in 48 and 72
hours. Using trays the average duration of the bioassay was 321min and total cost of 1004,57$,
while using acrylic plates 434min and 1067,94$. In the susceptibility assessment, the populations
of L. sativae presented curves with homogeneous slope and low values of chi square, ranging
from 0,76 to 7,89. When evaluating the new molecules registered, it was observed that RN1 and

RN4 were the populations that presented significant RR after 72 h, with cyantraniliprole RN1 =



2,97 and RN4 = 4,01 times; and for espinetoram RN1 = 7,88 and RN4 = 5,38 times. Therefore,
new molecules already have populations with high levels of RR and the new bioassay

methodology developed could be the tool that makes these toxicological studies feasible.

KEY WORDS: Mining fly, methodology, chemical control, susceptibility.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
Mosca Minadora (Liriomyza spp.): Ciclo Bioldgico e Taxonomia

As moscas minadoras do género Liriomyza spp. pertencem a ordem Diptera, familia
Agromyzidae e subfamilia Phytomyzinae (Spencer & Steyskal 1986). Este género é composto por
376 espécies, mas apenas 23 assumem importancia agricola por ocasionarem injdrias a plantas
cultivadas e ornamentais (Shepard et al. 1998, Murphy & Lassale 1999, Rauf et al. 2000).
Liriomyza huidobrensis (Blanchard), Liriomyza sativae (Blanchard) e Liriomyza trifolii (Burgess)
sdo nativas do continente americano, com ampla distribuicdo nas Américas do Norte e do Sul,
possuindo maior frequéncia em regides temperadas (Parrela 1987).

As fémeas de Liriomyza spp. realizam postura endofitica, entre as duas camadas
epidérmicas da folha, mais precisamente no mesofilo foliar preenchido por células do
parénquima. Seus ovos tem dimensdes de ~ 0,28 mm de comprimento x 0,15 mm de didmetro e
sdo de coloracdo esbranquicada ligeiramente translicida (Guimardes et al. 2009). As larvas sdo
vermiformes e passam por trés instares, desenvolvendo-se no mesofilo foliar e formando galerias
ao se alimentarem. Possuem coloracdo palida modificando-se para alaranjada ao final do ciclo
larval e atingindo cerca de 3 mm de comprimento. Ao completarem o desenvolvimento, as larvas
abandonam as folhas e empupam tanto no solo quanto na propria folha (Guimarées et al. 2009).
As pupas sdo ovais, com cerca de 2,0 mm de comprimento, sendo ligeiramente achatadas
ventralmente (Kox et al. 2005). Os adultos de Liriomyza spp. alcangam cerca de 1 a 3 mm, sdo de

coloragéo preta com manchas amarelas no escutelo (Guimaraes et al. 2009).
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As fémeas geralmente tém maior longevidade em relacdo aos machos, vivendo em meédia
19 dias e os machos 16 dias (Guimardes et al. 2009). No entanto, fatores abidticos como
temperatura e umidade relativa do ar influenciam o ciclo de vida do inseto (Costa Lima et al.
2009), que, segundo Souza & Reis (2001) varia de 21 a 28 dias. Como observado por Araujo et
al. (2013) para L. sativae em condi¢Oes de laboratdrio a 25°C e no hospedeiro Vigna unguiculata,
apresentando 15,9 + 0,04 dias (ovo-adulto), sendo: ovo (2,7 + 0,01 dias), larva (4,1 £ 0,03 dias) e
pupa (9,1 + 0,03 dias).

O acasalamento de Liriomyza spp. pode ocorrer a qualquer hora do dia, podendo ocorrer
até nas primeiras 24 horas ap0s sairem das pupas; entretanto, esse acontece frequentemente
durante a madrugada. As fémeas ovipositam em média de 100 a 130 ovos durante seu ciclo, sendo
que o pico de oviposi¢cdo ocorre nos primeiros dias de suas vidas. Contudo, em condi¢des 6timas
estas podem chegar a ovipositar até 250 ovos durante sua vida (Guimarées et al. 2009, Parrella
1987). De acordo com Parrela (1987), devido a semelhanca morfoldgica apresentada pelos
agromizideos, a taxonomia desses insetos tornou-se muito complexa. Além disso, as espécies
desta familia possuem diversos hospedeiros em comum, o que dificulta ainda mais a identificacéo,
embora o sequenciamento de determinadas regides do DNA tenha auxiliado bastante nesse
quesito (“DNA barcoding”). Segundo Scheffer (2000) e Schefer & Lewis (2001), existem
diferengas génicas mitocondriais e nucleares entre as espécies: L. huidobrensis e Liriomyza
langei, porém, estas duas espécies ndo se diferenciam morfologicamente entre si, sendo
consideradas espécies cripticas. No estudo de Scheffer et al. (2006) foram avaliadas nas Filipinas
as espécies L. sativae e L. trifolii a partir de uma sequéncia da por¢do mitocondrial da citocromo
oxidase I (COI), sendo comparadas com exemplares do banco de dados de varias partes do mundo

e apresentando clados distintos para as duas espécies de Liriomyza. Isto levou a indicios de que
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haveria uma possivel existéncia de um complexo de espécies e constatou a eficacia desse

marcador molecular para a identificacao das espécies.

Hospedeiros de Liriomyza spp.

O género Liriomyza é cosmopolita e ataca uma grande diversidade de culturas de interesse
econémico (Souza 1993). Dentre os agromizideos, a L. sativae é a praga dominante nas hortalicas,
sendo ja registrado em Bangladesh infestacdes a 45 culturas (Andersen et al. 2002, Rauf et al.
2000, Bhuiya et al. 2010). Outros paises onde a L. sativae foi relatada sdo: Turquia (Civelek et al.
2002), China (Chen & Kang 2005), Vietna (Tran et al. 2005, Hofsvang et al. 2005), Filipinas
(Scheffer et al. 2006) e Ird (Asadi et al. 2006).

Os comportamentos de alimentacdo e oviposicdo de fémeas de Liriomyza ndo se
diferenciam em seus diferentes hospedeiros, embora demonstrem preferéncia alimentar por
determinadas espécies vegetais (Bethke & Parrella 1985). A espécie L. sativae demonstra preferir
como hospedeira as plantas das familias Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae, embora possa se
desenvolver em um numero maior de familias (Capinera 2001). Quando avaliadas quanto a
preferéncia de oviposicdo sobre feijdo de porco (Canavalia ensiformis), feijdo caupi (Vigna
unguiculata), abdbora (Cucurbita spp) e meldo (Cucumis melo) as larvas de L. sativae
apresentaram desenvolvimento completo em todos os hospedeiros estudados (Sombra et al. 2011).

O meldo € um dos principais hospedeiros da mosca minadora na regido Nordeste do Brasil.
A producéo brasileira de meldo, no ano de 2017, foi de 540.229 mil toneladas de frutos, em area de
23.390 ha. Atualmente todas as regides do Brasil produzem meldo, concentrando-se no Nordeste
mais de 95% da producdo nacional. Os Estados do Ceara e do Rio Grande do Norte destacam-se
como o0s principais produtores nacionais de meldo, contribuindo com 99% do percentual da

producdo na safra 2017/2018 (IBGE, 2018). Nestas regides, em meados dos anos 2000, a mosca
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minadora passou a ser considerava praga chave para as producdes do meloeiro, causando serios

prejuizos economicos (Soares Brasil et al. 2012).

Impactos Econémicos das Moscas Minadoras

No Brasil, L. huidobrensis, L. trifolli e L. sativae sdo consideradas pragas em cerca de 14
familias de plantas, que compreendem ornamentais, feijoes e oleraceas, com destaque para batata,
alface, tomate, melancia e meldo (Gallo et al. 2002, Guimardes et al. 2009). As maiores regides
produtoras de mel&o do Brasil, localizam-se no Semi-Arido Nordestino (Estados do RN, CE, BA
e PE), onde a mosca minadora foi considerada praga secundaria da cultura até o final da década
de 1990 e inicio dos anos 2000, quando alcangou o “status” de praga chave do meloeiro (Soares
Brasil et al. 2012; Guimardes et al. 2005). Entre diversos fatores, acredita-se que 0 uso
indiscriminado e aplicagcbes frequentes de inseticidas de largo espectro no manejo da mosca-
branca Bemisia tabaci (Genn.) biétipo B, tenha causado a reducédo dos inimigos naturais da mosca
minadora, permitindo a explosdo populacional desta praga (Fernandes 2004).

O total gasto com inseticidas nessa cultura é de cerca de 80% apenas para o controle da
mosca minadora, fazendo desta a praga que causa 0s maiores prejuizos aos agricultores, gerando
perdas na producdo e aumento de custos para controle (Soares Brasil et al. 2012). De acordo com
Araujo et al. 2007, houve perda de 10 a 15% da area de meloeiro plantada na safra 2004/2005 no
estado do Rio Grande do Norte devido a presenca desta praga.

As principais injurias causadas no meloeiro pelas espécies de Liriomyza sdo: reducdo da
area fotossintética da planta (Souza & Reis 2001), reducéo do teor de solidos soltveis (brix) dos
frutos (Parrella 1987, Araujo et al. 2007, Fernandes et al. 2000); ressecamento e desfolha da
planta, expondo os frutos ao sol e causando queimaduras que depreciam a qualidade externa e a

comercializacdo do fruto (Guimardes et al. 2005); abscisdo das folhas (Parrella et al. 1981);
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atrofiamento das plantas (Johnson et al. 1983) e abertura de portas para a entrada de
microrganismos patogénicos oportunistas (Palumbo & Kerns 1998, Azevedo et al. 2005). Estas
injarias ou o conjunto delas pode levar a perdas econdmicas de 100% na cultura do meloeiro

(Guimarées et al. 2005).

Métodos de Controle

Em razdo das exigéncias do mercado consumidor por frutos de alta qualidade, cultivados
com o minimo de pulverizacdes e livres de residuos quimicos, tém-se aumentado o empenho para
o0 desenvolvimento e utilizacdo de varios métodos de controle no sistema de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) do meloeiro (Araujo et al. 2007). Diante disto, desde a constatacdo da presenca do
parasitoide Opius sp. (Hymenoptera: Braconidae) parasitando larvas da mosca minadora nas areas
de producédo de meldo do Rio Grande do Norte e Ceard, cresceram as perspectivas de utilizacdo do
controle bioldgico nestas areas (Araujo et al. 2007). O controle bioldgico natural € considerado
uma medida fundamental dentro das estratégias empregadas no MIP, pois é um método de
controle eficiente, ambientalmente seguro e socialmente correto, ndo apresentando riscos de
contaminacéo (Gallo et al. 2002; Barratt et al. 2010).

Em contrapartida, ainda sdo incipientes as informac6es sobre a diversidade e contribuigéo
dos parasitoides no controle da mosca minadora em meloeiro (Guimarées et al. 2009), o que
dificulta 0 manejo e limita a utilizacdo desses inimigos naturais nas areas de producdo. Nas
ultimas décadas, pesquisas com a finalidade de avaliar o parasitismo natural sobre espécies de
Liriomyza tém sido realizadas em diferentes regies do mundo, em culturas de importancia
econdmica. Destacando-se a ocorréncia e 0 parasitismo de espécies das familias Braconidae e

Eulophidae sobre as larvas da praga (Rauf et al. 2000; Gratton & Welter 2001; Petcharat et al.
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2002; Asadi et al. 2006; Bahlai et al. 2006; Amano et al. 2008; Tran 2009; Valenzuela-Escoboza
etal. 2010; LI et al. 2012).

Um outro método usado é o cultural. Utilizando-se da cobertura das ramas com manta
TNT (Tecido Nao Tecido) de cor branca, o que impede o ataque de insetos durante os primeiros
28 dias da cultura no campo. Apds esse periodo, a manta deve ser retirada para ndo impedir a
polinizacdo das flores do meloeiro, 0 que expde a planta ao ataque das pragas. Uma outra técnica
¢ a destruicdo de restos culturais ap0os a colheita dos frutos (Guimardes et al. 2009; Lima et al.
2012).

O melhoramento vegetal também é uma alternativa para contornar os danos causados pela
mosca minadora. Ndo é poluente, pode ser compativel com outros métodos de controle, ndo
interfere nas atividades da propriedade e ndo acarreta énus adicional aos custos de producéo,
excetuando um possivel acréscimo no valor da semente resistente. Por isso, a busca por
variedades que expressem algum tipo de resisténcia ou tolerancia é de fundamental importancia
para maximizar o manejo de pragas no meloeiro (Gallo et al., 2002). Embora Kennedy et al.,
(1978) e Dogimont et al. (1999) j& tenham relatado acessos de meloeiro resistentes, a caréncia
desses genotipos ainda é o principal entrave para o melhoramento que busca variedades
comerciais resistentes ao inseto. Para o Brasil, Lopes et al. (2003) advertem que a maioria dos
materiais utilizados € de cultivares de baixa aceitagdo comercial no mercado externo ou sao
materiais importados que ainda apresentam baixa adaptacdo a essas regides, muitas vezes
susceptiveis as pragas locais o que inviabiliza a utilizagcdo do método.

Dos métodos citados, o controle quimico € o método mais amplamente utilizado para o
controle da mosca minadora. Atualmente no Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) tem registrado como autorizados para a cultura do meloeiro cinco

produtos para a espécie L. sativae, 18 para L. huidobrensis e 7 para L. trifolii, compreendendo 10
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ingredientes ativos e 8 grupos quimicos (avermectinas, piretroides, tiocarbamatos,

neonicotindides, éter difenilico, antranilamidas, triazinaminas e espinosinas) (Agrofit 2020).

Controle Quimico da Mosca Minadora

O uso de defensivos € responsavel por mais de 30% dos custos de producéo na cultura do
meloeiro, sendo uma das mais importantes taticas de manejo para controle de mosca minadora.
(Fernandes 2004; Guimaraes et al. 2005; Guimardes et al. 2009). Inseticidas de diferentes modos
de acdo sdo utilizados (Hernandez et al. 2011, Devkota et al. 2016), visando reduzir a densidade
populacional nos estagios de larvas e adultos. Entre eles, abamectina e ciromazina sdo usados
desde a década de 1980 (Guimaraes et al. 2005, Guimardes et al. 2009). A ciromazina atua como
um regulador de crescimento, enquanto a abamectina atua nos canais de cloro controlados por
glutamato, presentes nos nervos e celulas musculares de invertebrados (Ferguson 2004; Yang
2012). O espinetoram possui modo de a¢do que atua primariamente nos receptores nicotinicos da
acetilcolina e nos receptores do acido y-aminobutirico (GABA) (Orr et al. 2009), através do
contato com o tegumento do inseto e por ingestdo de massa vegetal, atuando em varios estagios de
vida (Yee 2018). O ciantraniliprole, uma diamida, atua como modulador dos receptores de
rianodina nas fibras musculares, provocando cessacdo de alimentacdo, letargia, paralisia e morte
do inseto (Cordova et al. 2006).

O numero reduzido de grupos quimicos autorizados para o controle da mosca minadora
dificulta a rotacdo de principios ativos. Este fato associado as caracteristicas biologicas de
Liriomyza spp. como ciclo curto e alta fecundidade, favorecem o desenvolvimento de resisténcia a
inseticidas (Parrella 1987, Parrella & Keil 1984, Whalon et al. 2008, Guimardes et al. 2009,

Umeda et al. 2011).
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Resisténcia de Insetos a Inseticidas

A resisténcia a inseticidas caracteriza-se pela habilidade herdada de um organismo em
tolerar doses de um quimico que seriam letais para a maioria dos individuos da sua espécie (Croft
et al. 1988). Nos insetos, a evolugéo da resisténcia ocorre devido a pressdo de selecdo ocasionada
por aplicacbes repetidas de inseticidas com o mesmo modo de acdo. Além disso, 0 uso
indiscriminado de inseticidas pode acarretar outros problemas, como a intoxicacdo de produtores
e consumidores por residuos dos agrotoxicos utilizados, contaminacdo do meio ambiente e
elevacdo dos custos de producdo (Guedes et al. 1994, Picanco et al. 1995, Siqueira et al. 2000).

A primeira documentacéo cientifica de resisténcia de insetos a acdo de inseticidas foi em
1914, quando foi descrito a resisténcia de Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) (Hemiptera:
Diaspididae) a sulfato de cal (Melander 1914). Em 1916, a resisténcia a cianeto de hidrogénio foi
detectada na Califérnia em Aonidiella aurantii (Maskell) (Hemiptera: Diaspididae) sobre citros
(Quayle 1938). Exemplos de resisténcia aos inseticidas aumentaram gradualmente ao longo dos
anos e em 1946 a resisténcia aos inseticidas ja havia sido identificada em um total de 11 espécies
de Artrépodes, por exemplo: Laspeyresia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) e Anarsia
lineatella Zeller (Lepdoptera: Gelechiidae) ao arseniato de chumbo (Metcalf 1955). A resisténcia
¢ um fenbmeno mundial, dindmico e evolutivo e de acordo com o banco de dados Arthropod
Pesticide Resistance Database (APRD) ha cerca de 575 espécies de pragas com relatos de
resisténcia a ingredientes ativos no mundo (Oliveira, 2017).

O desenvolvimento de resisténcia a inseticidas em pragas alvos ameaca a continuidade da
efetividade de novas classes de inseticidas e coopera para a extingdo de futuras classes. A
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia enfatiza a necessidade de desenvolver e
estabelecer estratégias de manejo de resisténcia para prevenir ou retardar a evolucao da resisténcia

a novos produtos em areas onde a resisténcia ainda ndo estd presente. Estas estratégias sao
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dependentes do desenvolvimento de programas de monitoramento efetivo da resisténcia capazes
de deteccdo inicial da resisténcia que permitira a tomada de decis6es de manejo apropriadas e em
tempo habil (Dennehy 1987).

O monitoramento da resisténcia consiste em escolher métodos que detectem diferencas
entre individuos suscetiveis e resistentes tal que a frequéncia de erro na classificacdo seja bastante
reduzida (Ffrench-Constant & Roush 1990). Nestes casos, por exemplo, € importante estabelecer
procedimentos para determinar se a resisténcia estd se espalhando geograficamente, se a
frequéncia estd aumentando, diminuindo, ou em equilibrio, sendo estes dados normalmente
obtidos através do monitoramento. Neste sentido, conhecer o fator genético que confere a
resisténcia € crucial para estabelecer tais procedimentos.

O numero limitado de produtos utilizados contra L. sativae e a impossibilidade de
rotaciona-los de forma adequada, além da ampla capacidade de insetos do género Liriomyza em
desenvolver resisténcia aos inseticidas sdo fatores que podem contribuir para a selecdo de
populacOes resistentes desses insetos aos principios ativos empregados, 0s quais tendem a se
tornar ineficazes (Parrela 1987, Guimardes et al. 2009). L. sativae ja possui relatos de resisténcia a
inseticidas em alguns paises (Mason et al. 1987; Johansen et al. 2003; Ferguson, 2004), mas no
Brasil o fendmeno foi pouco estudado, apresentando o primeiro relato de suscetibilidade de L.
sativae apenas em 2014 (Silva, 2014).

Em 2009 foi registrado e liberado comercialmente a molécula clorantraniliprole no Brasil.
Embora néo registrada para controle de Liriomyza spp., muitos produtores a utilizam obtendo
algum efeito sobre a praga. No entanto, seu uso inadequado pode ter selecionado populactes
resistentes, o que impde alto risco para outra diamida (ciantraniliprole) registrada recentemente
para controle de fato da praga. Ja o espinetoram foi registrado em 2014 e devido ao uso

indiscriminado em regiGes produtoras pode apresentar precoce falha de controle. Portanto, a
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realizacdo de bioensaios que estudem o efeito desses inseticidas, ja empregados para controle da
mosca minadora, € crucial para eficiéncia do manejo de resisténcia utilizado em campo pelos

produtores.

Metodologias de Bioensaio para Mosca Minadora

A dificuldade de metodologia para realizacdo de bioensaios com a mosca minadora € um
dos grandes entraves para os estudos desta praga (Fergunson 2004). Bioensaios para gerar dados
de toxicidade de Liriomyza a inseticidas ja foram realizados por diversos autores, mas a
metodologia para realizacdo destes ndo apresentava padronizacdo (Leibee 1984, Leibee 1985,
Leibee 1988, Cox et al. 1995) para que dados de diferentes levantamentos possam ser
comparados.

Bioensaios também sdo realizados para o0 monitoramento da resisténcia, permitindo
constatar a evolucdo da mesma e possibilitando a obtencdo de populacGes resistentes a um
determinado inseticida, viabilizando assim a realiza¢do de estudos que determinem fatores como:
padrdo de heranca da resisténcia e ocorréncia de resisténcia cruzada ou multipla com outros
inseticidas. A partir desses bioensaios estudos podem possibilitar a elaboracdo de estratégias
eficazes para 0 manejo da resisténcia de insetos a inseticidas (Roush & Miller 1986, Nascimento
et al. 2015).

Adaptado da metodologia de Cox et al. (1995) e Ferguson (2004), foram desenvolvidos
estudos de suscetibilidade de L. sativae aos inseticidas abamectina, espinetoram, espinosade,
ciantraniliprole e clorantraniliprole (Silva, 2014). Esta adaptacdo consistiu na avaliacdo de
populacdes de L. sativae a partir da imersdo de trechos irregulares da folha dos hospedeiros em
calda de inseticida, cada trecho da folha era considerado uma repeticao e possuia nimero variavel

de larvas (Silva, 2014). Essa irregularidade no nimero de larvas por repeticdo pode favorecer a
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competicdo entre as larvas, além de mascarar os resultados toxicoldgicos, matando o inseto por
outras causas diferentes da acdo do inseticida. Outro problema é que os pedacos irregulares de
folhas, contendo as larvas, gastavam maior volume de calda e apresentando necessidade de serem
acondicionados em recipientes maiores, despendendo assim mais materiais para a realizacdo dos
bioensaios. Para solucionar essas problematicas novas metodologias precisam ser desenvolvidas e
implementadas para realizacdo de bioensaios toxicoldgicos, permitindo assim estudos sobre a
suscetibilidade das populagdes de Liriomyza.

Como a metodologia atualmente empregada ndo é adequada para discriminar individuos
resistentes de suscetiveis, devido a sua heterogeneidade nos parametros de curva toxicologicas,
além dos destalhes operacionais de realizacdo do bioensaio, acima descritos, esse trabalho tem
como objetivo estabelecer uma metodologia padronizada de bioensaio para L. sativae por meio
do custo financeiro do bioensaio, analise do tempo total para realizacio do mesmo e
homogeneidade nos parametros das curvas toxicoldgicas. Gerando assim uma metodologia que
ofereca confiabilidade, praticidade de elaboracdo e potencialize as pesquisas a partir da
viabilizagdo de estudos posteriores. Assim como, realizar a verificagdo da suscetibilidade das
populagdes de L. sativae a abamectina, ciromazina, ciantraniliprole e espinetoram, sendo estes
dois Gltimos os inseticidas mais novos registrados para controle da minadora, estando esses ja em

uso nas areas de producao de hortifrutigranjeiros do Brasil.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA DE BIOENSAIO COM LIRIOMYZA SATIVAE BLANCHARD
(DIPTERA: AGROMYZIDAE) PARA AVALIACAO DE SUSCETIBILIDADE A

INSETICIDAS!

ELISABETE ALBUQUERQUE DOS SANTOS?

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

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

!Santos, E.A. Metodologia de bioensaio com Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae)
para avaliacdo de suscetibilidade a inseticidas. A ser submetido
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RESUMO - InfestacBes de Liriomyza sativae causam perdas econdmicas de até 30% em
hortalicas como o meldo e tomate. O controle desta praga geralmente é feito com o uso de
inseticidas. Apesar do alto risco de evolucdo de resisténcia, raros sdao os trabalhos buscando
estabelecer uma padronizacdo na metodologia de bioensaios que detecte resisténcia de L. sativae a
inseticidas. Desta forma, este trabalho aprimorou metodologias de bioensaios existentes para
larvas de L. sativae buscando padronizar e possibilitar a obtencdo de dados mais consistentes de
suscetibilidade. Duas populacgdes de L. sativae foram avaliadas com inseticidas atraves de imersao
de discos de folhas (2cm de diametro) de meldo e feijdo de porco. Discos de folhas tratados
contendo uma larva foram transferidos para bandejas (bioassay tray) e placas de acrilico. Os
bioensaios foram avaliados ap0s 48 e 72h de exposicdo. Os parametros de suscetibilidade
variaram com a exposicao, tipo de arena e hospedeiro, bem como o0 modo de acdo do inseticida.
Os bioensaios em bioassay tray proveram maior homogeneidade de resposta comparados aos de
placas de acrilico. As curvas de concentracdo respostas foram mais precisas e homogéneas com
folhas de meldo comparadas com folhas de feijdo de porco, apresentando valores de CL50 bem
inferiores a estes Gltimos. Embora as duas metodologias possam ser empregadas para bioensaios
toxicoldgicos, o0 uso de bioassay tray apresentou menor custo econdmico e maior agilidade na
elaboracdo. Portanto, o aprimoramento da metodologia de bioensaio toxicoldgico para espécies de
Liriomyza promove resultados mais reprodutiveis e menos heterogéneos, viabilizando pesquisas

de suscetibilidade e monitoramento da resisténcia a inseticidas.

PALAVRAS-CHAVE: Padronizagdo, bioensaio, inseticidas, mosca minadora
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BIOASSAY METHODOLOGY WITH LIRIOMYZA SATIVAE BLANCHARD (DIPTERA:
AGROMYZIDAE) FOR EVALUATION OF SUSCEPTIBILITY TO INSECTICIDES
ABSTRACT - Liriomyza sativae infestations cause economic losses of up to 30% in horticulture
like melons and tomatoes, usually controlled with insecticides. Despite the high risk of evolution
of resistance, rare are the works seeking to establish a standardization in the bioassay
methodology that detects L. sativae resistance to insecticides. In this way, this work improved
existing bioassay methodologies for larvae of L. sativae, seeking to standardize and make it
possible to obtain more consistent data on susceptibility. Two populations of L. sativae were
evaluated with insecticides by immersing leaf discs (2 cm in diameter) of melon and pork beans.
Treated leaf discs containing a larva were transferred to trays (Bioassay tray) and acrylic plates.
Bioassays were evaluated after 48 and 72 hours of exposure. The susceptibility parameters varied
with exposure, type of arena and host, as well as the mode of action of the insecticides. Bioassays
in the Bioassay tray provided greater homogeneity of response compared to acrylic plates. The
response concentration curves were more accurate and homogeneous with melon leaves compared
to pig bean leaves, presenting LC values well below these latter. Although the two methodologies
can be used for toxicological bioassays, however, the use of Bioassay tray showed less economic
cost and greater agility in the elaboration. Therefore, the enhancement toxicological bioassay
methodology is suggested for Liriomyza species that provides more reproducible and less
heterogeneous results, enabling research on susceptibility and monitoring of resistance to

insecticides.

KEY WORDS: Standardization, bioassay, insecticides, mining fly
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Introducéo

Moscas minadoras do género Liriomyza (Diptera: Agromyzidae) (Gallo et al. 2002) estédo
entre as principais pragas da horticultura mundial (Reitz et al. 2013). Algumas espécies de
Liriomyza atacam diversas culturas como por exemplo, meloeiro (Cucumis melo) e tomateiro
(Solanum lycopersicum), ocasionando injurias como: reducdo da area fotossintética da planta
(Souza & Reis 2001), reducéo do teor de solidos soluveis (brix) dos frutos (Parrella 1987, Araujo
et al. 2007, Fernandes et al. 2000), ressecamento e desfolha da planta (Guimardes et al. 2005),
abscisao das folhas (Parrella et al. 1981), atrofiamento das plantas (Johnson et al. 1983) e abertura
de portas para a entrada de microrganismos patogénicos oportunistas (Palumbo & Kerns 1998,
Azevedo et al. 2005). A espécie Liriomyza sativae (Blanchard) € uma das principais do género,
devido as injdrias que causa em plantas de familias de importancia econémica, como
Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae (Capinera, 2001). Na safra de 2004-2005 esta praga foi
responsavel por um aumento de R$ 900,00 por hectare na cultura do meloeiro, levando também a
uma perda de producdo de 10 a 15% da &rea produzida (Araujo et al. 2007).

O controle quimico € o método mais utilizado na atualidade para controle das moscas
minadoras. Porém, devido ao uso intensivo dos agroquimicos ja existem relatos de resisténcia nos
Estados Unidos, onde Liriomyza trifolii (Burgess) desenvolveu resisténcia a todas as classes de
inseticidas registrados, exceto para ciromazina e abamectina, que vem sendo usados desde a
década de 1980, sendo o primeiro um regulador de crescimento e o segundo agonista do acido y—
aminobutirico (Leibee 1981, Parrella & Keil 1984, Cox et al. 1995, Ferguson 2004, Reitz et al.
2013). Mais recentemente, outros inseticidas vém sendo utilizados para o controle da minadora,
como espinetoram que possui um modo de acdo que atua primariamente nos receptores
nicotinicos da acetilcolina e nos receptores do acido y-aminobutirico (GABA) (Orr et al. 2009),

através do contato com o tegumento do inseto e por ingestdo de massa vegetal, atuando em varios
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estagios de vida do inseto (Yee 2018). E o ciantraniliprole que é uma diamida e atua nos
receptores de rianodina, ativando os receptores de rianodina nos canais de calcio nas fibras
musculares levando o inseto a cessacdo de alimentacdo, letargia, paralisia e por fim a morte
(Cordova et al. 2006, Lahm et al. 2007).

As espécies de Liriomyza apresentam caracteristicas biologicas que favorecem a evolucao
para a resisténcia, comoelevada taxa de fecundidade e por serem multivoltinas. Isto tem
dificultado o controle eficiente desta praga (Parrella & Keil 1984). De acordo com o banco de
dados “Arthropod Pesticide Resistance Database (APRD)”, existem pelo menos 575 espécies de
pragas com relatos de resisténcia a ingredientes ativos no mundo (Oliveira, 2017). Sendo de
grande importancia estudos que detectem e monitorem esse fendmeno, através de bioensaios
toxicoldgicos. Diversos autores ja realizaram bioensaios com L. sativae (Leibee 1981, Leibee
1985, Leibee 1988, Cox et al. 1995, Ferguson 2004), no entanto, a despadronizacdo das
metodologias utilizadas (numero irregular de repeticdes por tratamento e favorecimento de
competicdo entre as larvas), € um obstaculo que dificulta a determinacdo do status atual da
resisténcia da mosca minadora aos inseticidas usados (Cox et al. 1995, Ferguson 2004). Pois esses
trabalhos apresentam maior heterogeneidade nos resultados toxicologicos. Além de lacunas como:
0 tempo total para realizagdo do bioensaio e 0 custo para a realizagdo do mesmo, néo terem sido
avaliadas

Atualmente, as metodologias empregadas nos bioensaios toxicolégicos com espécies de
Liriomyza sdo adaptadas da metodologia de Cox et al. (1995) e Ferguson (2004). Utilizando a
imersdo de uma parte da folha dos hospedeiros em calda de inseticida. Silva (2014) realizou
estudos de suscetibilidade de L. sativae aos inseticidas abamectina, espinosade e
clorantraniliprole, bem como estabeleceu uma linha base para os inseticidas ciantraniliprole e

espinetoram, no entanto usando metodologia semelhante e, portanto com resultados heterogenios
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nos parametros toxicoldgicos. As populacdes avaliadas por Silva (2014) foram consideradas
suscetiveis aos inseticidas testados, pois ocasionaram alta mortalidade em concentracfes abaixo
da dose de campo. Tomando como base a metodologia de Silva (2014), cada seccao da folha era
considerada uma repeticdo e possuia numero variavel de larvas, essa despadronizacdo do nimero
de larvas por repeticdo poderia favorecer a competicéo entre elas, além de mascarar os resultados
toxicoldgicos, matando o inseto por outras causas que nao o efeito do inseticida. Os fragmentos de
folhas também poderiam ocasionar tais efeitos em funcdo dos tamanhos diferenciados. Os
pedacos de folhas por serem repetices de maiores proporcées, além de exigir maior volume de
calda também apresentavam necessidade de serem acondicionados em recipientes maiores,
despendendo assim de mais materiais para o bioensaio como um todo.

Diante destas desuniformidades no numero de larvas em cada repeti¢do, tamanho irregular de
cada parte seccionada da folha e toda problematica na realizacdo destes bioensaios, este trabalho
objetivou estabelecer uma metodologia de biensaio com larvas de L. sativae, que possibilite a
padronizacdo de todas as etapas, determinando sua viabilidade a partir dos parametros: custo
financeiro, tempo para realizagdo do bioensaio e resposta das curvas de mortalidade. Determinando
também, a suscetibilidade para os inseticidas abamectina, ciromazina, espinetoram e
ciantraniliprole nas populacdes avaliadas, sendo estes atualmente os principais inseticidas
utilizados em campo para controle de L. sativae.

Esses parametros de viabilidade da metodologia também foram usados por Martins et al.
(2004) em Anthonomus grandis Boheman (1843) (Coleoptera: Curculionidae) e por Galdino et al.
(2011) em Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepdoptera: Gelechiidae). Como a metodologia
estabelecida por Cox et al. (1995) é a usada como base para 0s estudos com a mosca minadora
(Leibee 1981, Leibee 1985, Leibee 1988, Johansen et al. 2003, Ferguson 2004, Silva 2014) e nédo

contempla as informagdes de custo total e tempo para realizacdo do bioensaio é crucial a
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determinacéo desses parametros para validacdo e aprimoramento de uma metodologia viavel para

bioensaios com L. sativae.

Material e Métodos

Manutencédo das Populacbes de L. sativae em Laboratorio. Duas populacbes de L. sativae
foram utilizadas neste estudo, uma delas foi coletada em area de producdo de pepino (Cucumis
sativus), localizada no municipio de Camocim de Séo Félix, Pernambuco e a outra foi coletada em
area de producdo de meldo, no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. Esta ultima era
mantida em laboratério a mais de 50 geracBGes, e por isto foi considerada padrdo de
suscetibilidade. Ambas populacdes foram mantidas no Laboratério de InteracBes Insetos —
Téxicos (LIT) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A identificacdo taxondmica foi
realizada ao nivel de espécie através de técnicas morfoldgicas (Lonsdale, 2011; 2017).

A metodologia de criacdo foi adaptada de Araujo (2007), adultos foram mantidos em gaiolas
de 50 x 50 cm de base e 50 cm de altura, com face lateral de tela antiafidica. Casais de insetos, em
nameros variaveis, foram liberados no interior das referidas gaiolas para as fémeas ovipositarem
em plantas de feijdo de porco (Canavalia ensiformis), por um periodo de 24 horas. Os adultos
foram alimentados com solucdo de mel a 10%, fornecida por capilaridade através de uma esponja
acondicionada em recipientes circulares de acrilico. O ambiente contendo as gaiolas foi mantido
sob condigdes controladas com temperatura de 25 + 2 °C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12 h. As
plantas, contendo folhas com posturas, foram mantidas em vasos de 25 mm de didmetro e sob as
mesmas condi¢es ambientais de temperatura e umidade. Sendo acondicionados em grupos de 4
vasos por bandeja, onde permaneceram durante o desenvolvimento embriondrio com o

fornecimento diario de 4gua, a qual era disponibilizada a planta por capilaridade.
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Passados quatro dias, as folhas foram cortadas na regido do peciolo e postas em frasco ambar
com volume de 100 mL contendo &gua + hipoclorito de sodio a 2% (assegurando a turgidez da
folha). Os frascos foram mantidos dentro de bandejas plasticas revestidas com papel manteiga
para protecdo das pupas que se formariam. As pupas foram coletadas com pincel e transferidas
para placas de Petri de 7 cm de diametro e 2,5 cm de altura que foram fechadas com filme plastico
para evitar a fuga. Ao emergir o primeiro adulto, as placas de Petri com pupas foram transferidas
para o interior das gaiolas, para manutencdo da populacéo.

Inseticidas. Os inseticidas utilizados para este estudo foram: abamectina (Vertimec® - 18g
i.a./L, concentrado emulsionavel, Syngenta), ciantraniliprole (Benevia® - 100 g i.a./L, suspensdo
concentrada em 6leo, DuPont do Brasil), ciromazina (Trigard® 750 WP- 50 g i.a./Kg, pé
molhavel, Syngenta) e espinetoram (Delegate® - 250g i.a./Kg, granulado dispersivel, Dow
Agrosciences Industrial Ltda). Os inseticidas foram diluidos em &gua contendo o0 agr’6leo® (Gota
Industrial Ltda) na concentracdo de 0,05% para facilitar a penetracdo dos inseticidas nas folhas.
As folhas do controle foram tratadas apenas com agua destilada + agr’6leo®.

Bioensaios de Suscetibilidade em Bandejas Bioassay Tray. Nimeros variaveis de plantas de
feijdo de porco ainda em fase cotiledonar foram postas nas gaiolas contendo casais adultos de L.
sativae. Ap6s um periodo de 2 h, obteve-se oviposicdo bem espacada por toda surperficie das
folhas, o que possibilitou a individualizacdo das larvas para o bioensaio. As plantas foram
depositadas em uma bandeja plastica e esperou-se trés dias para que as larvas eclodissem e
atingissem o segundo instar larval. Em seguida, discos de folhas contendo apenas uma larva de L.
sativae foram cortados com o auxilio de um tubo de ago inoxidavel com didametro de 2 cm (Figura
1). A viabilidade das larvas foi verificada com o auxilio de um microscopio estereoscépico (E100
LED Nikon) com aumento de 40x, tocando a larva com um pincel de cerdas macias e observando-

se 0 movimento do seu aparelho bucal (Figura 2-C). Caso houvesse mais de uma larva por disco,
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a excedente era eliminada com um alfinete entomoldgico, ficando apenas uma larva no disco de 2
cm.

Depois da individualizacdo e corte dos discos, eles foram imersos individualmente por
dois segundos em concentracdes seriadas do inseticida avaliado com o auxilio de pinca inoxidavel
(Figura 2-D). Posteriormente, os discos foram dispostos em superficie plana revestida por papeis
toalhas até a completa secagem dos mesmos. Para a realizacdo de cada bioensaio, utilizou-se 10
bandejas Bioassay tray (modelo Clear Rearing Tray), com 32 células cada que foram preenchidas
previamente por discos de papel filtro (Figura 2-E) umedecido com 200 pL de agua destilada com
0 auxilio de uma pipeta automatica. Cada bandeja correspondeu a uma concentracdo do inseticida
avaliado, portanto, nove para os tratamentos com inseticida e uma bandeja para o controle. Apds
totalmente secos, os discos de folhas foram vedados em uma espécie de camara umida, feita por
duas bandejas bioassay tray, uma sobre a outra e associadas a uma vedacéo lateral formada por
paletas de plastico, possibilitando assim um microclima que mantinha a turgidez das folhas até a
avaliacdo do bioensaio (Figura 2-F). As bandejas devidamente vedadas foram identificadas e
acondicionadas em camara climatizada B.O.D com temperatura de 25 + 1 °C, UR de 60 + 5% e
fotofase de 12 h. Ap6s um periodo de 48 h cada disco foi observado em microscépio
estereoscOpico para verificagdo da mortalidade e registro dos resultados, sendo novamente
avaliado no periodo de 72 h apds a realizagdo do ensaio, isso garantiu a atuacdo de inseticidas que
apresentavam acdo mais lenta.

Bioensaios de Suscetibilidade em Placas de Acrilico. Para realizacdo deste bioensaio discos de
folhas de feijdo de porco contendo uma unica larva foram obtidos da forma descrita no topico
anterior (Figura 2-AB). Placas de acrilico com didmetro interno de 5 cm foram revestidas com
papel filtro, cortado anteriormente de acordo com o didmetro interno das placas, e umedecidos

com 300 pL de agua destilada (Figura 2-G) pois a vedagdo em placa de acrilico favorecia o
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ressecamento dos discos de folhas. Apds a secagem foram formados 10 grupos contendo 32
placas fechadas cada, sendo cada grupo referente a uma concentracdo do inseticida e um deles o
controle do bioensaio. Cada placa recebeu um disco de planta tratado com as devidas
concentracdes (Figura 2-H). Todo o material foi devidamente identificado e acondicionado em
camara climatizada B.O.D. com temperatura de 25 £ 1 °C, UR de 60 £ 10% e fotofase de 12 h. A
avaliacdo da mortalidade das larvas foi realizada apds 48 e 72 h com o auxilio de microscépio
estereoscopico.
Cronometragem do Bioensaio. Para determinar o tempo despendido em cada etapa dos
bioensaios em bandeja bioassay tray e placa de acrilico, cronometrou-se o tempo gasto para
realizacdo de cada atividade, sendo estas nomeadas como: corte de folhas minadas pela L. sativae
(CF), marcacgdo das minas para obtencéo dos discos de folhas (MM), corte dos discos de folhas de
2 cm (CD), verificacdo da viabilidade das larvas através de uma lupa (Olympus SZ61, Olympus®,
Center Valley, PA, EUA) (VV), preparo das concentracbes para (PC), imersdo dos discos de
folhas em solucédo inseticida (ID), secagem dos discos (SD), preparo das placas de acrilico e
bandejas bioassay tray (PPB) que consistiu em adicionar papel filtro e umidece-los; e finalizacéo
do ensaio com placa de acrilico e bandejas bioassay tray (FPB), o qual consistiu em transferir os
discos de folhas tratados as arenas, realizar as anotagdes contendo: populacdo avaliada, qual
inseticida usado e sua concentracdo, a data de preparo da placa ou bandeja e por fim, alocagédo do
bioensaio na camara climatizada B.O.D. onde permaneceu até 0 momento de avaliacdo. O tempo
Livre (TL) correspondeu aos intervalos entre um procedimento e outro descrito acima.

Dez leituras de tempo foram realizadas de cada uma das duas metodologias aplicadas,
portanto 10 repeti¢Oes para cada, o tempo de cada procedimento citado acima foi monitorado com

auxilio de um crondmetro. Sendo todos os ensaios realizados completamente por apenas uma
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pessoa, para ndo haver diferenciagdo no quesito mdao-de-obra. E em seguida realizou-se a
comparacdo das médias pelo teste de T (SAS Institute, 2001) para cada parametro acima citado.
Analise de Custos para Realizacdo dos Bioensaios. Foram estimados os custos envolvidos na
realizacdo de cada uma das metodologias descritas, como subsidios para a selecdo da melhor
metodologia a ser empregada. Esta avaliacdo foi realizada sobre os itens necessarios para
realizacdo de um bioensaio composto por 9 concentragdes, mais o controle; com apenas uma
populacéo sendo pesquisada e somente um inseticida testado. O custo total para cada metodologia
é o resultado da soma do custo fixo total (CFT) e o custo varidvel total (CVT). Estes custos
referem-se, respectivamente, aos insumos (recursos) e operacoes (méo-de-obra) utilizados durante
todo o processo de desenvolvimento das metodologias (Reis, 2002). Nesse trabalho o valor do
CVT foi calculado conforme o valor pago pelos 6rgdos de fomento a pesquisa brasileira ao
estudante de doutorado, sendo fixado em R$ 2300,00 ou US$ 563,23. Portanto, a analise de custos
foi realizada com valor de moeda em dolar ($) e dos produtos tomando como referéncia os valores
do varejo local.

Metodologia de Bioensaio Aplicada em Folha de Meloeiro. Para verificar a aplicabilidade da
nova metodologia de bioensaio também em hospedeiro de maior impacto econémico na producao
agricola foram usados discos de folhas de meloeiro, sendo realizados bioensaios toxicoldgicos
com os inseticidas ciantraniliprole e espinetoram, j& que esses sd0 0s inseticidas mais
recentemente registrados para controle da minadora. O experimento foi conduzido no Laboratério
de Entomologia Aplicada da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA, Rio Grande
do Norte, no periodo de dezembro a janeiro de 2018/2019. Com a populacéo de laboratorio que ja
se encontrava a mais de 50 geracfes sem pressdo de selecdo. Sementes de meldo da cultivar
Iracema (SAKATA) foram semeadas em bandejas de isopor de 200 células, tendo como substrato

a mistura de 1:1 de fibra de coco e substrato formulado especificamente para producdo de mudas
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(Basaplant), em seguida foram emcaminhadas para casa de vegetacdo, onde foram irrigadas duas
vezes ao dia. Apos 20 dias as plantulas ja apresentavam a primeira folha verdadeira, sendo entéo
postas no interior das gaiolas de criacdo com adultos de L. sativae e permanecendo nessas por um
periodo de 2h para exposicdo a oviposi¢cdo das fémeas. Devido aos resultados encontrados nos
bioensaios com feijdo de porco a metodologia deste bioensaio foi empregada conforme descrito
no topico bioensaios de suscetibilidade em bandejas bioassay tray.

Depois da individualizacdo e corte dos discos, esses foram imersos por 2 segundos em
concentracdes seriadas do inseticida ciantraniliprole (0,078125mg/L a 20mg/L) ou espinetoram
(0,0390625mg/L a 20mg/L). Posteriormente, os discos foram dispostos em superficie plana
revestida por folhas de papel toalha até a completa secagem. Para a realizacdo do bioensaio foram
usadas 10 bandejas Bioassay tray (modelo Clear Rearing Tray), contendo 32 células cada e
preenchidas previamente por discos de papel filtro umedecidos com 200uL de agua destilada.
Cada bandeja correspondeu a uma concentracdo do inseticida avaliado, utilizou-se portanto 9
concentragdes, sendo uma bandeja para o controle do ensaio. Apds totalmente secos os discos de
folhas de meloeiro foram acondicionados em bandejas bioassay tray, em seguida outras bandejas
vazias foram sobrepostas a essas bandejas que continham os discos permitindo assim a vedagéo e
possibilitando um microclima que mantivesse a turgidez das folhas até a avaliacdo do bioensaio.
Por fim, as bandejas foram identificadas e acondicionadas em BOD sob condi¢fes controladas.
Apo6s um periodo de 48 e 72h todos os discos foram submetidos a verificagdo de mortalidade em
lupa.

Analises Estatisticas. Os dados de mortalidade obtidos dos bioensaios de concentragéo-
mortalidade ap0s correcdo pelo tratamento controle (Abbott 1925) foram submetidos a anélise de
probit com P > 0,05 (Finney 1971) através do programa estatistico PoloPlus (LeOra Software

2005). As respostas das populacdes de L. sativae testadas foram utilizadas para obtencéo das
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inclinagcbes das curvas e estimativas dos valores de CL50 e CL99 para os quatro inseticidas
testados. As razdes de resisténcia (RR) foram calculadas pelo teste de razdo letal e consideradas
significativas quando o intervalo de confianca (IC) a 95% ndo incluiu o valor um, conforme
proposto por Robertson & 688 Preisler (1992). A populacdo de Mossord foi utilizada como
padrdo de suscetibilidade em todos os bioensaios. As premissas da anélise de variancia (ANOVA)
foram testadas usando PROC UNIVARIATE. As médias foram submetidas a analise de variancia

(PROC ANOVA) e teste de T, P < 0,05 para verificar diferencas entre as populacdes.

Resultados

Bioensaios de Suscetibilidade em Bandejas (Bioassay Tray). Os resultados de concentracéo-
mortalidade ajustaram-se ao modelo de probit (y* ndo significativo, P > 0,05). As populactes
avaliadas quanto ao inseticida abamectina, apds 48h de exposicado e utilizando a metodologia com
emprego de bandeja Bioassay Tray apresentaram valores de CLso de 3,61 (Camocim-PE) e 3,74
(Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 1) e 1,60 (Camocim-PE) e 3,13 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela
3) apos 72 h de exposicao. A razdo de resisténcia (RRsp) entre as populagdes foi de 0,97 para 48 h
e 0,51 para 72 h, baseado no limite de confianga a 95% de probabilidade para as razdes de
resisténcia, o valor encontrado as 72 h apresentou RR significativa (Tabela 3). As populacdes
apresentaram heterogeneidade, pois os valores de qui-quadrado e as inclinagdes das retas foram
relativamente baixos. Quanto aos valores de CLgg das populagdes para abamectina as 48 h foram
75,20 (Camocim-PE) e 72,00 (Mossor6-RN) mg i.a/L (Tabela 1) e as 72 h foram 37,04
(Camocim-PE) e 59,78 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 3).

Os valores de CLso das populacGes avaliadas para o inseticida ciantraniliprole em 48h foi de
1,50 (Camocim-PE) e 1,85 (Mossor0-RN) mg i.a./L (Tabela 1), enquanto que em 72h os valores

foram de 0,43 (Camocim-PE) e 0,68 (Mossor0-RN) mg i.a./L (Tabela 3). As razdes de resisténcia
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(RRsp) para 48h e 72h foram respectivamente de 1,76 (Tabela 1) e 0,63 vezes (Tabela 3). Os
valores de qui-quadrado foram baixos e a populacdo de Mossor0-RN apresentou-se mais
homogénea (2,41) as 48 h (Tabela 1) e (2,97) as 72 h (Tabela 3), sugerindo uma resposta mais
homogénea em comparacéo a populacdo de Camocim-PE, (1,37) as 48 h (Tabela 1) e (1,56) as 72 h
(Tabela 3). Os valores de CLgg das populacGes para ciantraniliprole apds 48h de exposicao foram
73,25 (Camocim-PE) e 7,84 (Mossor6-RN) mg i.a/L (Tabela 1) e apds 72h foram 13,46
(Camocim-PE) e 4,14 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 3).

Os valores de CLso das populacdes avaliadas para o inseticida ciromazina em 48h foi de 5,23
(Camocim-PE) e 2,18 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 1) as 72 h os valores foram 1,52
(Camocim-PE) e 0,90 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 3). A razdo de resisténcia (RRsp) para 48h e
72h foi respectivamente de 2,39 (Tabela 1) e 1,69 vezes (Tabela 3), respectivamente. qui-quadrado
foram baixos e a inclinacdo da reta das populacdes de L. sativae a ciromazina ndo apresentaram
grandes varia¢Ges. Quanto aos valores de ClLgy das populacGes para ciromazina as 48h foram
2540,1 (Camocim-PE) e 129,69 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 1) e apds 72 h foram 128,268
(Camocim-PE) e 93,70 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 3).

Em relacdo ao inseticida espinetoram estimou-se CLso de 0,54 (Camocim-PE) e 0,25 (Mossoroé-
RN) amgi.a./L (Tabela 1) e apds 72 h os valores foram 0,18 (Camocim-PE) e 0,14 (Mossor6-RN)
mg i.a./L (Tabela 3). Com razdo de resisténcia (RRsp) de 2,11 para 48h (Tabela 1) e 1,22 para 72h,
sendo esta Ultima ndo significativa segundo o intervalo de confianca (Tabela 3). Os valores das
inclinacdes das retas foram relativamente baixas entre as popula¢6es assim como o qui-quadrado..
Possuindo valores de CLgg as 48h de avaliagéo, de 21,84 (Camocim-PE) e 12,24 (Mossor6-RN) mg
i.a./L (Tabela 1) e ap6s 72h foram 7,86 (Camocim-PE) e 8,58 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 3)

quando utilizada a metodologia de bioensaio com uso de bandejas bioassay tray.
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Bioensaios de Suscetibilidade em Placas de Acrilico. Para a metodologia de bioensaio
utilizando placa de acrilico estimou-se para o inseticida abamectina CLs de 4,86 (Camocim-PE) e
2,58 (Mossor0-RN) mg i.a./L (Tabela 2) as 48 h e apds 72 h os valores foram 2,99 (Camocim-PE)
e 1,83 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 4). A razao de resisténcia (RRsp) entre as populacgdes foi
de 1,88 as 48 h (Tabela 2) e 1,62 ap0s 72 h (Tabela 4), possuindo significancia nos dois tempos de
avaliacdo segundo o intervalo de confianca a 95% de probabilidade. Os valores de qui-quadrado
foram baixos e a populacdo de Mossord-RN apresentou a maior inclinacéo (1,51) as 48 h (Tabela
2) e (1,68) as 72 h (Tabela 4), sugerindo uma resposta mais homogénea em comparacdo a
populacdo de Camocim-PE, (1,03) as 48 h (Tabela 2) e (1,34) as 72 h (Tabela 4). Quanto aos
valores de CLgg das populacbes para abamectina as 48h foram 855,716 (Camocim-PE) e 88,90
(Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 2) e as 72 h foram 162,30 (Camocim-PE) e 44,57 (Mossord-RN)
mg i.a./L (Tabela 4).

Para o inseticida ciantraniliprole, estimou-se o0s seguintes valores de CLsy das populacdes
avaliadas em 48h: 0,96 (Camocim-PE) e 1,00 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 2) e apds 72 h os
valores foram 0,61 (Camocim-PE) e 0,67 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 4). A razdo de
resisténcia (RRsp) entre as populacdes foi de 0,96 para 48 h (Tabela 2) e 0,91 para 72 h (Tabela 4),
ndo apresentando valores significativos de RR. Quanto aos valores de CLgg das populacOes para
ciantraniliprole as 48h foram 23,72 (Camocim-PE) e 3,29 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 2) e
apos 72 h foram 15,65 (Camocim-PE) e 15,22 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 4).

Para ciromazina estimou-se CLsp de 7,17 (Camocim-PE) e 5,70 (Mossor6-RN) mg i.a./L
(Tabela 2) as 48 h e apo6s 72 h o valor foi de 3,30 (Camocim-PE) e 1,09 (Mossor6-RN) mg i.a./L
(Tabela 4). Os valores de qui-quadrado foram baixos e as inclinacdes das retas também. Os valores
de CLgg foram de 2924,8 (Camocim-PE) e 5726,4 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 2) as 48 h e

apos 72 h foram de 1220,8 (Camocim-PE) e 121,90 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 4). A razéo
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de resisténcia (RRso) foi de 1,25 para 48h (Tabela 2) e 3,01 apo6s 72h (Tabela 4), apresentando
valores significativos de RR apenas as 72h.

Os resultados para espinetoram foram de CLsp 0,32 (Camocim-PE) e 0,04 (Mossor6-RN) mg

i.a./L (Tabela 2) as 48 h e apds 72 h foram 0,22 (Camocim-PE) e 0,02 (Mossor6-RN) mg i.a./L
(Tabela 4). A razdo de resisténcia (RRsp) entre as populagdes foi de 7,03 as 48 h (Tabela 2) e 9,67
apos 72 h (Tabela 4), apresentando valores significativos e altos de RR para os dois tempos
pesquisados, segundo o intervalo de confianca com 95% de probabilidade. Os valores de qui-
quadrado foram baixos e as inclinacdes das retas foram relativamente baixas entre as populaces.
Os valores de CLgg as 48 h foram 13,66 (Camocim-PE) e 1,01 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 2)
e as 72h foram 5,15 (Camocim-PE) e 0,48 (Mossor6-RN) mg i.a./L (Tabela 4).
Cronometragem do Bioensaio. Os tempos totais necessarios para realizacdo dos bioensaios com
bioassay tray e placas de acrilico diferiram estatisticamente pelo teste de T (GL= 18; t=13,61;
P=0,0001). O tempo utilizando a metodologia com uso das bandejas bioassay tray foi em média
de 321 minutos (Figura 3), 0 que equivale a 5 horas e 21 min, enquanto a metodologia com uso de
placas de acrilico, este tempo médio foi de 434 minutos (Figura 3), o que corresponde a 7 horas e
14 min.

Verificou-se diferenca estatistica na comparacao dos tempos gastos para a realizagdo dos
procedimentos PPB e FPB, segundo o teste T. Apresentando os seguintes valores médios de PPB
para placa de acrilico e bandeja bioassay tray, respectivamente: 76,86 min e 34,76 min (Figura 3);
com GL=18; t= 12,24 e P=0,0001. E para FPB em placa de acrilico 84,32 min e FPB em bandeja
bioassay tray 22,20 min (Figura 3) com GL=18; t=19,11 e P=0,0001.

Os demais procedimentos ndo apresentaram diferenca estatistica ao serem comparados
pelo teste t, apresentando os seguintes valores médios de tempo quando usada a metodologia

utilizando placa de acrilico e bandeja bioassay tray, respectivamente: CF= 5,14min e 4,98min
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(GL= 18; t=0,71 e P=0,4843); MM= 24,82min e 22,87min (GL= 18; t=1,48 e P=0,1559); CD=
56,84min e 59,61min (GL= 18; t=1,79 e P=0,0906); VV= 80,15min e 75,81 (GL= 18; t=0,70 e
P=0,4937); PC= 30,34min e 28,72min (GL= 18; t=0,45 e P=0,6610); ID= 27,26min e 28,79min
(GL=18; t=0,46 e P=0,6486); SD=43,11min e 41,07min (GL= 18; t=0,47 e P=0,6473); e por fim
TL=41,64min e 44,92min (GL= 18; t=0,75 e P=0,4619) (Figura 3).

Analise de Custos para Realizacdo dos Bioensaios. O custo total para elaboracdo do bioensaio
em placa de acrilico foi de US$ 1067,94 e para a realizagdo do mesmo bioensaio em bandejas
bioassay tray o custo total foi de US$ 1004,57 (Tabela 5), ndo apresentando diferenca estatistica
segundo o teste t (GL=32; t= 0,07; P=0,9437). Com os valores de CFT de US$ 504,71 para o
bioensaio realizado em placa de acrilico e US$ 441,34 para o bioensaio realizado em bandeja
(Tabela 5).

Metodologia de Bioensaio Aplicada em Folha de Meloeiro. Os resultados para a avaliacdo dos
insetos apos 48 h de exposicdo ao inseticida ciantraniliprole foram de 0,02 CLsp; 0,11 CLgo € 2,40
ClLgg mg i.a./L (Tabela 6). Ap6s 72 h de exposicdo ao inseticida os valores foram 0,01 CLsp; 0,07
CLgo e 0,17 CLgg mg i.a./L (Tabela 6). Quando avaliado o inseticida espinetoram os valores foram
0,38 CLsp; 0,66 CLgoe 1,75 CLgg mg i.a./L (Tabela 6) as 48 h de exposicdo e 0,30 CLsp; 0,48 ClLgg
e 1,05 CLgy mg i.a/L (Tabela 6) ap6s 72 h de exposicdo. Tanto para ciantraniliprole quanto
espinetoram os valores de qui-quadrado foram baixos e as inclina¢fes das retas também foram

baixas, ndo tendo grandes variaces de um tempo de exposicao para o outro.

Discusséo
Um dos primeiros passos no manejo da resisténcia de pragas a inseticidas é o relato do
fendmeno, o que se faz apds o uso de técnicas de deteccdo. Desta forma, técnicas de deteccao

devem permitir a discriminagdo entre os individuos fenotipicamente suscetiveis daqueles
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resistentes, reduzindo ao maximo falsos positivos. Em geral, técnicas que discriminam fenotipos
compreendem o uso de ferramentas toxicologicas baseadas em curvas de doses ou concentracdes
respostas. Porém uma série de fatores interferem na capacidade de discriminacao destas curvas e a
sua propria natureza sigmoidal. Estes fatores tém sido um dos entraves para as pesquisas com
Liriomyza spp., reduzindo o poder de discriminacdo das populacdes suscetiveis e resistentes aos
inseticidas usados em campo (Cox et al. 1995, Ferguson 2004). Neste estudo, houve uma
preocupacdo inicial em desenvolver uma metodologia de bioensaio toxicolégico que eliminasse
alguns fatores, uniformizando a técnica atualmente empregada e viabilizando os estudos
toxicoldgicos com moscas minadoras. A metodologia empregada atualmente nos bioensaios
toxicoldgicos com o género Liriomyza consiste na imersdo de pedacos irregulares da folha dos
hospedeiros em calda de inseticidas, de forma que é usado um nimero variavel de larvas em cada
repeticdo do bioensaio (Johansen et al. 2003, Ferguson 2004, Silva 2014). Isso pode favorecer a
competicdo entre as larvas por alimento e espaco ja que a competicdo € uma interacdo de
organismos em decorréncia de uma necessidade de compartilhamento de recursos, ocasionando
uma reducdo de sobrevivéncia e crescimento, em pelo menos um dos individuos envolvidos
(Begon et al. 2006).

As duas metodologias descritas neste trabalho apresentaram viabilidade e reprodutibilidade
ao longo dos bioensaios, em 96% dos bioensaios houve mortalidade de 0% no controle e em 4%
deles houve mortalidade de 2%. Ambas metodologias, bandejas de bioensaio ou placas de acrilico,
podem ser usadas, no entanto o uso de bandejas (bioassay tray) apresentou maior otimizacao do
tempo para realizagcdo do bioensaio, 0 menor custo (numericamente, pois estatisticamente néo
houve diferenca entre as metodologias), menor uso de materiais e respostas satisfatorias das curvas
de dose-mortalidade. Nesses bioensaios, a individualizacdo das larvas permitiu uma padronizacao

do numero de larvas, tornando as respostas mais homogéneas entre as repeticdes destes. Essa
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individualizacdo impede a competicéo entre larvas, evitando morte por fatores adversos a acdo do
inseticida. O controle mostrou que o corte dos discos de folhas seja de feijdo de porco ou de
meloeiro ndo afetou o desempenho das larvas. As larvas desenvolveram-se bem, apresentando
pupas nas repeticdes que os individuos sobreviveram ap6s as 72 h de exposicdo aos inseticidas. A
sobreposicdo das bandejas aparentemente permitiu a geracdo de uma microcamara Umida,
dimuindo o estresse hidrico, viabilizando a turgidez da folha e permitindo o desenvolvimento
larval mesmo apds as 72 h. Foi possivel observar que as curvas ap6s as 72 h de exposicdo
discriminaram melhor os indivivuos, estas apresentaram menores valores de qui-quadrado e as
inclinacbes das curvas foram mais ingremes quando comparadas aos valores apds 48 h de
exposicao, ou seja, constata-se maior homogeneidade das populacbes avaliadas. Essa observacao
também foi verificada por Magalhdes et al (2012), que ao avaliar a Traca-da-macd Cydia
pomonella (Lepdoptera: Tortricidae) apds 4 dias (96 h) de exposicdo a inseticidas, entre eles o
espinetoram, apresentou curvas de dose-resposta com menores valores de qui-quadrado (5,94) e
maiores inclinagdes de reta (2,56) para este inseticida.

Com essas metodologias foi possivel 0 uso de um nimero maior de individuos por repeticéo,
totalizando 608 individuos em um bioensaio de 9 concentragdes mais o controle, o que também
permitiu uma melhoria na resposta por conta deste aumento em graus de liberdade, atendendo desta
forma recomendacdes de Roberston et al. (2007). A metodologia usada por Silva (2014)
apresentava o beneficio de menor uso de placas de acrilico, j& que seriam muitas larvas em um
unico pedaco de folha, mas em contrapartida a competicdo seria muito maior e existiria
irregularidade no ndmero de individuos testados de um pedago de folha para outro, nao
uniformizando o bioensaio em geral. O que levou possivelmente a uma maior variacdo nas
respostas de bioensaios com estes inseticidas. Um outro fator otimizador do aprimoramento da

metodologia é o tempo de dois segundos de imersdo dos discos de folhas, isto provavelmente
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permitiu a exposicdo da larva ao inseticida com a seguranca de ndo encharcar a mina, o que poderia
matar a larva por afogamento.No trabalho de Ferguson 2004 e Silva 2014 o tempo de imersao das
folhas tratadas foi de 5 segundos.

A melhor performance destas metodologias pode ser atestada com base nos resultados das
curvas, 0s quais apresentaram homogeneidade de coeficiente angular, consisténcia nas CLs, baixos
valores de qui quadrado (variando de 0,76 — 7,89) e um numero alto e padronizado de individuos
testados (576 indivivuos). No trabalho de Silva (2014), os nimeros de individuos testados variaram
de 128 a 418 individuos, apresentando variacdes de até 300 individuos de um ensaio para outro,
enquanto os valores de qui quadrado variaram de 0,59 a 8,79. A metodologia utilizando bandejas
de bioensaio pode se adequar a outros hospedeiros sem perda de performance, pois nos bioensaios
realizados com folhas de meloeiro também foram observados valores homogéneos de coeficiente
angular e baixos valores de qui quadrado, variando este ultimo de 2,12 a 4,72. Além de
apresentarem valores de CL consistentes e com pequenas varia¢fes nos intervalos de confianca a
95%. No entanto, se observou um efeito de hospedeiro, pois bioensaios com o meloeiro
apresentaram estimativas de parametros bem abaixo daqueles bioensaios com feijdo de porco,
sugerindo uma influéncia do hospedeiro na resposta, ou por causa da menor penetracdo dos
produtos no feijdo de porco em funcdo de sua consisténcia mais coreacea. Tais respostas
diferenciadas tem sido observadas por outros autores (Zhao et al. 2003, Martin et al. 2005, Sombra
et al. 2011) com L. sativae e L. huidobrensis.Para os estudos de suscetibilidade os dados
toxicoldgicos obtidos com ambas metodologias apresentaram resultados semelhantes, nos mesmos
tempos de avaliacdo (48 h e 72 h), ndo possuindo variaces consideraveis de suas CLsp nem da
inclinagéo da reta. No entanto, os valores de RR mais altos nos bioensaios realizados em placa de
acrilico podem ser explicados pelo fato dos bioensaios terem dado inicio com esta metodologia, a

partir da geracdo F4 (tempo necessario para o estabelecimento da populacdo selvagem em
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laboratdrio). Sendo, entdo os bioensaios realizados em bandeja bioassay tray feitos em geracGes
mais avancadas da praga, reduzindo assim a sua razédo de resisténcia.

Comparando as duas metodologias no mesmo periodo de avaliacdo, todos os inseticidas
apresentaram RR significativas, variando apenas o tempo de avaliagdo em que estas se
apresentavam. Damos destaque aos inseticidas abamectina, ciromazina e espinetoram, que
apresentaram significancia de acordo com o 1C95% das CLsg, isso nos dois tempos de avaliacao
pre-determinados. Enquanto ciantraniliprole teve uma resposta mais discreta, ndo apresentando RR
significativas nos bionsaios realizados em placa de acrilico, mesmo assim, mostrou resultados
homogéneos de CLso para ambas as metodologias.

As populacdes de L. sativae responderam homogeneamente ao inseticida espinetoram, com
destaque para a populacdo de Camocim - PE que apresentou maior tolerancia que a populacéo de
Mossoro - RN, sugerindo indicios de uma resisténcia inicial nesta populacdo a espinosinas. De
fato, aplicacGes de espinetoram estavam sendo conduzidas nas areas onde foram realizadas as
coletas, o que explica uma elevagdo na frequéncia de individuos tolerantes, além de se tratar de
uma populacdo recentemente coletada do campo. Ressalta-se que espinetoram foi o inseticida que
se mostrou mais eficiente para uso em campo, por apresentar os menores valores de CLs,. Para este
inseticida resultados semelhantes foram encontrados em populacdes de Juazeiro-BA por
Damasceno et al. (2017). Onde quatro produtos foram avaliados (abamectina, ciromazina,
ciantraniliprole e espinetoram) e apenas o espinetoram apresentou mortalidade superior a 80%,
com media de 90,8%. Sendo o resultado alcan¢ado no nosso estudo bem mais otimista, ja que mais
de um principio ativo demonstrou eficiéncia no controle da populacéo estudada de L. sativae.

Logo, a nova metodologia desenvolvida nesse trabalho € uma ferramenta segura e eficaz de
estudo e avaliacdo da suscetibilidade de L. sativae aos inseticidas usados em campo. Atendendo a

diferentes modos de acdo, pois consegue efetuar a deteccéo da suscetibilidade das populacGes de L.
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sativae submetidas a inseticidas de acdo rapida, abamectina e espinetoram e também os de acao
lenta, ciromazina e ciantraniliprole. Isso confere a esta metodologia aplicabilidade para bioensaios
toxicoldgicos podendo ser realizados posteriormente, estudos de obtencdo de doses diagndsticas,
caracterizacdo da resisténcia, estudos genéticos de heranca, etc. Estes possibilitardo a

implementacao mais precisa do manejo de resisténcia a inseticidas.
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Tabela 1. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae em folha de feijdo de porco ap6s 48 horas de exposicéo a inseticidas usando

bandejas (Bioassay Tray).

Inseticida Populagdes  n*  y*(GL)° Inclinagio + EP° CLso (1C95%)° CLgo (1C95%)° RRso (1C95%) '

Mossor6-RN 576 7,49 (7) 1,80 +£0,12 3,74 (2,91-4,73) 72,00 (44,35-143,07)

Abamectina 0,97 (0,70 - 1,35)
Camocim-PE 576 4,48 (7) 1,76 £0,18 3,61 (2,71-4,56) 75,20 (48,29-142,64)
Mossor6-RN 576 7,89 (7) 2,41+£0,17 0,85 (0,70-1,03) 7,84 (5,36-13,31)

Ciantraniliprole 1,76 (1,36 - 2,28)*

Camocim-PE 576 6,60 (7) 1,37+ 0,09 1,50 (1,22-1,85) 73,25 (43,98-141,74)
Mossor6-RN 576 4,57 (7) 1,31+0,11 2,18 (1,67-2,81) 129,69 (69,57-309,71)

Ciromazina 2,39 (1,53 - 3,75)*
Camocim-PE 576 4,37 (7) 0,86 + 0,08 5,23 (3,76-7,82) 2540,1 (792,56-13699,0)
Mossor6-RN 576 4,18 (8) 1,38 +0,10 0,25 (0,20-0,31) 12,24 (7,62-22,65)

Espinetoram 2,11 (1,57 - 2,84)*

Camocim-PE 576 6,27 (8) 1,45 + 0,09 0,54 (0,44-0,66) 21,84 (13,23-38,59)

® NUmero total de insetos. ® Grau de liberdade. ¢ Erro padrdo da média. ¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua. ® Qui-
quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLso entre as populages tolerantes e populacio mais suscetivel, determinado pelo método de
Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o intervalo de
confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 2. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae a inseticidas em folha de feijao de porco apds 48 horas de exposi¢cdo usando

placas de acrilico.

Inseticida Populagbes  n*  ¢*(GL)" Inclinagio + EP®  CLs, (1C95%)" CLgo (1C95%)° RRso (1C95%) '

Mossor6-RN 576 7,89 (7) 151+0,11 2,58 (1,94-3,36) 88,90 (50,54-196,95)
Abamectina 1,88 (1,34 -2,63)*
Camocim-PE 576 5,49 (7) 1,03 + 0,08 4,86 (3,76-6,29) 855,716 (408,46-2318,82)

Mossor6-RN 576 5,53 (7) 1,51+0,10 1,00 (0,82-1,21) 3,29 (21,78-61,45)
Ciantraniliprole 0,96 (0,73 — 1,25)
Camocim-PE 576 4,12 (7) 1,67 £0,11 0,96 (0,80-1,15) 23,72 (15,74-40,11)

Mossor6-PE 576 1,62 (7) 0,77 £ 0,08 5,70 (3,94-9,10) 5726,4 (1428,5-4609,0)
Ciromazina 1,25 (0,71 -2,22)
Camocim-PE 576 1,30 (7) 0,89 + 0,08 7,17 (5,08-11,07)  2924,8 (896,66-16338,0)

Mossor6-RN 576 0,76 (8) 1,72 £0,20 0,04 (0,03-0,06) 1,01 (0,63-2,85)
Espinetoram 7,03 (4,81 - 10,28)*
Camocim-PE 576 7,03 (8) 1,42 +£0,09 0,32 (0,25-0,39) 13,66 (8,62-24,70)

% Ndmero total de insetos. ° Grau de liberdade. © Erro padrdo da média. © Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua ¢ Qui-
quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLso estimada entre as populacdes tolerantes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo

método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o
intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 3. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae em folha de feijdo de porco ap6s 72 horas de exposicéo a inseticidas usando

bandeja (Bioassay tray).

Inseticida Populages ~ n* %% (GL)® Inclinagdo + EP° CLso (1C95%)" CLgs (1C95%)" RRs (1C95%) '

Mossor6-RN 576 5,41 (7) 1,81+0,14 3,13 (2,53-3,81) 59,78 (40,00-102,33)
Abamectina 0,51 (0,38 —0,68)*
Camocim-PE 576 1,76 (7) 1,70+0,13 1,60 (1,28-1,97) 37,04 (24,48-64,21)

_ N Mossoro-RN 576 3,44 (7) 2,97 +0,31 0,68 (0,57-0,79) 4,14 (3,08- 6,39)
Ciantraniliprole 0,63 (0,49 - 0,82)*
Camocim-PE 576 3,93 (7) 1,56 £ 0,11 0,43 (0,35-0,53) 13,46 (8,66-23,99)

Mossor6-RN 576 7,17 (7) 1,15+ 0,09 0,90 (0,61-1,25) 93,70 (43,44-291,21)
Ciromazina 1,69 (1,10 — 2,46)*
Camocim-PE 576 5,72 (7) 1,20 + 0,08 1,52 (1,21-1,92) 128,27 (69,49-287,51)

Mossor6-RN 576 2,82 (8) 1,32+0,10 0,14 (0,11-0,18) 8,58 (5,18-16,83)
Espinetoram 1,22 (0,87 - 1,70)
Camocim-PE 576 6,17 (8) 1,42+0,10  0,18(0,14-0,22) 7,86 (4,89-14,71)

® Namero total de insetos. ° Grau de liberdade. ¢ Erro padrdo da média. ¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.  Qui-
quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLs, estimada entre as populagdes tolerantes e populacdo mais suscetivel, determinado pelo
método de Robertson & Preisler (1992) e a razéo do intervalo confianga de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o
intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 4. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae em folha de feijdo de porco apds 72 horas de exposicao usando placas de

acrilico.

Inseticida Populages n®  x*(GL)* Inclinagdo = EP°  CLs, (1C95%)" CLgo (1C95%)" RRso (1C95%) '
Mossor6-RN 576 3,31 (7) 1,68 +0,12 1,83 (1,48-2,24) 44,57 (29,39-77,11)

Abamectina 1,62 (1,20 - 2,19)*
Camocim-PE 576 3,61 (7) 1,34 +0,09 2,99 (2,40-3,69) 162,30 (82,39-97,16)
Mossor6-RN 576 1,75 (7) 1,71+0,14 0,67 (0,52-0,83) 15,22 (9,99-26,90)

Ciantraniliprole 0,91 (0,66 — 1,25)
Camocim-PE 576 3,03 (7) 1,64 +0,13 0,61(0,48-0,75) 15,65 (10,19-27,27)
Mossor6-RN 576 2,02 (7) 1,13+0,08 1,09 (0,86-1,39) 121,90 (64,25-285,57)

Ciromazina 3,01 (1,94 - 4,66)*
Camocim-PE 576 0,77 (7) 0,90 + 0,09 3,30 (2,31-4,79) 1220,8 (414,43-6090,3)
Mossor6-RN 576 0,84 (8) 1,76 £ 0,29 0,02 (0,01-0,03) 0,48 (0,29-1,20)

Espinetoram 9,67 (5,57 - 16,77)*
Camocim-PE 576 3,38 (8) 1,71+0,12 0,22 (0,18-0,27) 5,15 (3,43-8,73)

 NUmero total de insetos. ® Grau de liberdade. ® Erro padrdo da média. ® Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua. ® Qui-
quadrado. " Razéo de resisténcia: razdo da CLs, estimada entre as populacdes tolerantes e populacdo mais suscetivel, determinado pelo
método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia significativa porque o
intervalo de confianca ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 5. Analise de custo do material usados para realizacdo do bioensaio com Liriomyza sativae.

Quantidades (uni)®

Valores de unidade em dolar ($)°

Total em dolar ($)°

Material ®
Acrilico Bioassay tray Acrilico Bioassay tray ~ Acrilico Bioassay tray

Bandeja Bioassay Tray 18 1,02 18,36
Canaletas plasticas 18 0,47 8,46
Placa de Acrilico-Nest® 35x12 mm 288 - 0,31 89,28
Folha de papel filtro 6 6 1,13 1,13 6,78 6,78
Micropipeta Optipette de 1000 mL 1 1 112,12 112,12 112,12 112,12
Micropipeta Optipette de 100 mL 1 1 123,51 123,51 123,51 123,51
Ponteira para micropipeta de 1000 mL 1 1 4,21 pacote 4,21 pacote 4,21 4,21
Ponteira para micropipeta de 100 mL 1 1 5,48 pacote 5,48 pacote 5,48 5,48
Backers Uniclass de 250 mL 9 9 1,86 1,86 16,74 16,74
Backers Uniclass de 1000 mL 1 1 5,60 5,60 5,60 5,60
Jornal 1 1 1,35 1,35 1,35 1,35
Conjunto de vazador de a¢o inoxidavel 1 1 80,04 80,04 80,04 80,04
Pincel Pilot da cor azul 1 1 1,07 1,07 1,07 1,07
Pincel Pilot da cor vermelha 1 1 1,07 1,07 1,07 1,07
Bandejas plasticas 9 9 1,86 1,86 16,74 16,74
Pinca dissecacao em aco inoxidavel 2 2 12,44 12,44 24,88 24,88
Proveta Uniclass de 100 mL+ 1mL 1 1 3,01 3,01 3,01 3,01
Proveta Laborglas de 1000mL+10 mL 1 1 11,92 11,92 11,92 11,92
Custo Fixo Total 503,80 441,34

& Materiais usados para elaboracéo do bioensaio, assim como seu modelo e marca
® Quantidade de unidades do material usada para realizacéo do bioensaio

¢ Valor unitério de cada item ou por porgdo(pacote) do mesmo
4 Valor total em délar gasto com cada item total do bioensaio
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Tabela 6. Suscetibilidade de larvas da populacéo de Liriomyza sativae de Mossoré Lab a inseticidas em folha de meloeiro.

Inseticida Exposicao (h)

na

v? (GL)° Inclinagdo +EP°

CLso (1C95%)*

CLago (1C95%)*

CLagg (1C95%)

48
Ciantraniliprole
72
48
Espinetoram
72

576

576

576

576

2,12 (7)
3,00 (7)
4,72 (8)

2,61 (8)

1,11+ 0,19
1,19+ 0,25
3,52+0,29

4,37 +0,53

0,02 (0,005-0,041)
0,01 (0,002-0,035)
0,38 (0,339-0,434)

0,30 (0,271-0,348)

0,11 (0,061-0,169)
0,07 (0,029-0,120)
0,66 (0,578-0,788)

0,48 (0,424-0,570)

2,40 (1,23-8,53)
0,17 (0,10-0,27)
1,75 (1,38-2,44)

1,05 (0,83-1,53)

2 NUmero total de insetos.
® Grau de Liberdade.
¢ Erro padrdo da média.

9 Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.

¢ Qui-quadrado.
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1247  Figura 1. Larva de segundo instar de Liriomyza sativae, em folha de feijdo de porco (Canavalia

1248  ensiformis).
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Figura 2. A- discos de Canavalia ensiformis sendo preparados para bioensaio, B- Disco de 2 cm
ja destacado da folha, C- verificacdo de viabilidade da larva de Liriomyza sativae em lupa, D-
preparo das concentragcOes inseticidas, E- preparacdo da bandeja Bioassay Tray com papel de
filtro, F- finalizacdo do bioensaio com discos tratados em solugdo inseticida, ja inseridos na
badeja, G- preparacdo da placa de acrilico com papel de filtro, H- finalizagdo do bioensaio com

placa de acrilico, com disco de C.ensiformis tratado em solugdo inseticida.
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100 -~ ® Placa de acrilico

Bandeja bioassay tray

90 - a

Tempo médio para realizagéio de cada etapa do
bioensaio (min)

CF MM CD \'A' PC ID SD PPB FPB TL

Figura 3. Tempo médio para realizacdo das etapas dos bioensaios em placa de acrilico e em
bandeja “bioassay tray”. Eixo X corresponde a cada uma das etapas do bioensaio, onde: CF- Corte
da Folha, MM- Marcacdo das Minas, CD- Corte do Discos de folhas, VV- Verificacdo de
Viabilidade das larvas, PC- Preparo das Concentragdes, ID- Imersdo dos Discos de folhas em
solucdo inseticida, SD- Secagem dos Discos, PPB- Preparo das Placas e Bandejas, FPB-
Finalizacdo das Placas e Bandejas, TL- Tempo Livre. Barras que possuem mesma letra para
determinada etapa do bioensaio, ndo possuem diferenca estatistica entre si segundo o teste-t

(P<0,05) pelo método de Pooled.
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CAPITULO 3
SUSCETIBILIDADE DE LIRIOMYZA SATIVAE BLANCHARD (DIPTERA:

AGROMYZIDAE) A CIANTRANILIPROLE E ESPINETORAM *

ELISABETE ALBUQUERQUE DOS SANTOS?

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

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

Santos, E.A. Suscetibilidade de populacdes de Liriomyza sativae Blanchard (Diptera:
Agromyzidae) a ciantraniliprole e espinetoram. A ser submetido.
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RESUMO - O meloeiro (Cucumis melo L.) € uma cultura de enorme importancia para exportacéo
brasileira. A mosca minadora, Liriomyza sativae (Blanchard) (Diptera: Agromyzidae), é uma
praga chave dessa cultura e causa elevados prejuizos aos produtores desde 2000. Atualmente, o
ciantraniliprole e espinetoram sdo os inseticidas mais empregados para controle direcionado
principalmente para a fase larval dessa praga. No entanto, o uso indiscriminado de inseticidas
pode diminuir sua eficacia ao selecionar populacdes resistentes. Este trabalho objetivou avaliar o
status atual da suscetibilidade de L. sativae aos inseticidas mencionados acima. Populacgdes de L.
sativae foram coletadas em Rio Grande do Norte e Pernambuco, e submetidas a bioensaios
toxicoldgicos de dose diagndstica e curvas de concentracdo-mortalidade em laboratério com
ciantraniliprole e espinetoram, com tempo de avaliacdo de 48 e 72h apds a exposicdo. Para ambos
inseticidas a mortalidade foi acima de 90%. Os valores das CLsg para o ciantraniliprole variaram
de 0,05 Mossord5 (MSR5) a 0,32 Baraunal (BRN1) ap6s 48h, com raz@es de resisténcia variando
de 2,81 a 6,97 vezes. Para espinetoram variaram de 0,20 Camocim de Sao Félix1(CSF1) a 1,77
Mossor62 (MSR2) e RR variando de 3,30 a 8,83 vezes. Ap6s 72h de exposicdo, apenas MSR2,
Tibaul (TBU1) e BRN1 continuaram apresentando valores significativos de RR para
ciantraniliprole MSR2= 2,67; TBU1= 4,01 e BRN1= 4,18 vezes; e para espinetoram MSR2=
7,88; MSR3= 3,52; MSR4= 3,58 e TBU1= 5,38 vezes. Os resultados sugerem evidéncias de
resisténcia em algumas populacdes de L. sativae a ciantraniliprole e espinetoram, demandando

medidas proativas que retardem a evolucdo da resisténcia, garantindo sua eficacia no longo prazo.

PALAVRAS-CHAVE: Inseticida, controle quimico, toxicidade, suscetibilidade
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SUSCEPTIBILITY OF LIRIOMYZA SATIVAE BLANCHARD (DIPTERA: AGROMYZIDAE)
TO CIANTRANILIPROLE AND SPINETORAM
ABSTRACT — The melon tree (Cucumis melo L.) is an extremely important crop for Brazilian
exports. The mining fly, Liriomyza sativae (Blanchard) (Diptera: Agromyzidae), is a key pest of
this crop and has caused great losses to producers since 2000. Currently, cyantraniliprole and
espinetoram are the most used insecticides for control it and directed mainly to larval stage.
However, the indiscriminate use of insecticides can decrease their effectiveness while selecting
resistant populations. This study aimed to assess the current status of L. sativae's susceptibility to
the insecticides above. The L. sativae populations were collected in Rio Grande do Norte and
Pernambuco states, and submitted to diagnostic dose and concentration-mortality curves bioassays
in the laboratory with cyantraniliprole and spinetoram, with 48- and 72-hours exposure. The LCsy
values for cyantraniliprole ranged from 0.05 Mossor65 (MSR5) to 0.32 Baratnal (BRN1) after 48
hours of exposure with resistance ratios ranging from 2.81 to 6.97 times. These values ranged
from 0.20 Camocim de Sdo Felixl (CSF1) to 1.77 Mossoré2 (MSR2) for spinetoram with
resistance ratios ranging from 3.30 to 8.83 times. After 72 h of exposure, only MSR 2, TBU1 and
BRN1 continued to show significant RR values for cyantraniliprole MSR 2 = 2.67, TBU1= 4.01
and BRN1= 4.18 times; and for spinetoram MSR 2= 7.88; MSR3= 3.52 and MSR4= 3.58 and
TBU1=5.38 times. The results suggest evidence of resistance in some populations of L. sativae to
cyantraniliprole and spinetoram, demanding proactive measures that delay the evolution of

resistance, guaranteeing their long-term effectiveness.

KEY WORDS: Insecticide, chemical control, toxicity, susceptibility
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Introducéo

Entre as hortalicas mais exportadas pelo Brasil estd o meloeiro (Cucumis melo L.),
alcancando 233.653 mil toneladas/ano e um valor de US$ 163 milhdes (Agrianual 2019). A
mosca minadora, Liriomyza sativae (Blanchard) (Diptera: Agromyzidae), tem se apresentado
desde o inicio do ano 2000 como praga chave da cultura, causando elevados prejuizos aos
produtores (Costa-Lima et al. 2015). As perdas sdo resultantes do ressecamento e desfolha da
planta (Guimardes et al. 2005), reducdo da area fotossintética da planta (Souza & Reis 2001),
reducdo do teor de solidos soltveis (brix) dos frutos (Parrella 1987, Araujo et al. 2007, Fernandes
et al. 2000); abscisdo das folhas (Parrella et al. 1981) e abertura de portas para a entrada de
microrganismos patogénicos oportunistas (Palumbo & Kerns 1998, Azevedo et al. 2005).

O uso do controle quimico é o método mais empregado para controle desta praga,
direcionado principalmente para a fase larval. Dentre 0s inseticidas registrados no Brasil para a
mosca minadora pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) encontram-
se: abamectina, ciromazina, ciantraniliprole e espinetoram, sendo os dois ultimos as moléculas
mais novas inseridas no mercado (AGROFIT 2020). Ciantraniliprole € um inseticida pertencente a
nova classe das diamidas antranilicas, que atua por meio da ativagdo dos receptores de rianodina
dos canais de calcio nas fibras musculares, levando a cessacao de alimentacéo, letargia, paralisia e
por fim a morte (Omoto 2000, Teixeira et al. 2009). Este inseticida (com novo modo de acéao) foi
certificado no ano de 2017 e registrado no mesmo ano para uso comercial no Brasil (AGROFIT
2020). Ja o espinetoram possui modo de acdo que atua primariamente nos receptores nicotinicos
da acetilcolina e nos receptores do &cido y-aminobutirico (GABA) (Orr et al. 2009), através do
contato com o tegumento do inseto e por ingestdo do alimento, atuando em todos os estagios de

vida (Yee 2018). Este inseticida foi certificado em 2014 e registrado no Brasil em 2017
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(AGROFIT 2020). Mesmo sendo recentes no comércio o uso indiscriminado desses produtos
pode levar a ocorréncia de populacdes resistentes aos mesmaos.

A resisténcia a inseticidas caracteriza-se pela habilidade herdada de um organismo em
tolerar doses de um quimico que seriam letais para a maioria dos individuos da sua espécie (Croft
et al. 1988). Alguns fatores contribuem para evolucdo da resisténcia como: pressdo de selecao
ocasionada por aplicacdes repetitivas de inseticidas com modo de acdo similar; eliminacdo de
inimigos naturais e uso indiscriminado dos inseticidas (Guedes et al. 1994, Picanco et al. 1995,
Siqueira et al. 2000). Certos fatores contribuem para a selecdo de populagdes resistentes de
minadora aos principios ativos empregados em campo como por exemplo : O numero reduzido de
produtos autorizados para o controle da mosca minadora o que dificulta a rotacdo de principios
ativos e as caracteristicas biologicas de Liriomyza spp. como ciclo curto e alta fecundidade
(Parrella 1987, Parrella & Keil 1984, Whalon et al. 2008, Guimarées et al., 2009; Umeda et al.,
2011). A resisténcia de L. sativae a inseticidas ja foi relatada em alguns paises (Mason et al. 1987,
Johansen et al. 2003, Ferguson, 2004) e no Brasil foram encontradas populacGes desta espécie
com evidéncias de resisténcia a abamectina, isso devido a uma variagdo ampla observada nos
valores de CLgg (Silva, 2014).

Relatos de falhas de controle comumente estdo relacionados a evolucdo de populagdes
para resisténcia, 0 que ocasiona o aumento do nimero de aplicacdes e/ou uso de doses acima da
recomendacdo levando a um desequilibrio ambiental como consequéncia. Desta forma, o objetivo
do trabalho foi avaliar a suscetibilidade de populagdes de L. sativae do Nordeste brasileiro aos
inseticidas ciantraniliprole e espinetoram. Esse estudo viabilizar4 o manejo da resisténcia em
campo, oferecendo informacgfes que possibilitem a acdo antecipada de taticas que retardem a
evolucdo da resisténcia da praga, evitando assim que inseticidas recentemente inseridos no

mercado tornem-se ineficientes no controle da mesma.
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Material e Métodos

Coleta e Criacdo das Populagdes de Liriomyza sativae. Oito populagdes foram utilizadas neste
estudo (Tabela 1). Uma populacgéo foi coletada em area de producédo de pepino (Cucumis sativus),
localizada no municipio de Camocim de S&o Feélix no Agreste de Pernambuco e sete foram
coletadas em areas de producdo de meldo do Rio Grande do Norte (Fig 1) sendo uma delas
mantida em laboratério a mais de 50 geracGes. Todas as populacdes foram mantidas no
Laboratorio de Interacbes Insetos — Toxicos (LIIT) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. A identificacdo taxondmica foi realizada ao nivel de espécie através de técnicas
morfoldgicas.

Utizando-se da metodologia de criacdo adaptada de Araujo (2007), os adultos de L. sativae
foram mantidos em gaiolas de 50 x 50 cm de base e 50 cm de altura, com face lateral de tela
antiafidica. Casais de insetos, em nimeros variaveis, foram liberados no interior das gaiolas de
criacdo para que as fémeas ovipositassem em plantas de feijdo de porco (Canavalia ensiformis)
por um periodo de 24 horas. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10%, fornecida
por capilaridade através de uma esponja acondicionada em recipientes de acrilico. O ambiente
contendo as gaiolas foi mantido sob condig¢des controladas com temperatura de 25 + 2 °C, UR de
60 + 10% e fotofase de 12 h. As plantas, contendo folhas com posturas, foram mantidas em vasos
de 50 cm de diametro e sob as mesmas condi¢cdes ambientais de temperatura e umidade. Sendo
acondicionados em grupos de 4 vasos por bandeja plastica, onde permaneceram durante o
desenvolvimento embrionario com o fornecimento diario de agua, a qual era disponibilizada a
planta por capilaridade.

Apos quatro dias, as folhas com larvas em desenvolvimento foram cortadas na regido do
peciolo e postas em frasco ambar de 100 mL contendo agua + hipoclorito de sodio a 2%

(assegurando a turgidez da folha). Os frascos foram mantidos em bandejas plasticas, revestidas
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com papel manteiga para facilitar a coleta das pupas que se formavam. As pupas foram coletadas
com pincel e posteriormente transferidas para placas de Petri de 7 cm de didmetro e 2,5 cm de
altura sendo posteriormente fechadas com filme plastico para evitar a fuga. Ao emergir o primeiro
adulto, as placas de Petri com pupas foram postas no interior das gaiolas, onde permaneceram por
toda a fase adulta.
Inseticidas. Os inseticidas utilizados para este estudo foram: ciantraniliprole (Benevia® — 100 g
i.a./L, suspensdo concentrada em oOleo, DuPont do Brasil) e espinetoram (Delegate® — 2509
i.a./Kg, granulado dispersivel, Dow Agrosciences Industrial Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Utilizou-se
para todos os ensaios 0 espalhante adesivo agr’6leo® (Gota Industrial Ltda) a 0,05% para
possibilitar a penetracdo dos inseticidas nas folhas. As folhas destinadas ao controle foram
tratadas apenas com agua destilada + agr’6leo®.
Concentracdo Diagnostica. Plantas de C. ensiformis em fase cotiledonar foram postas nas
gaiolas contendo adultos de L. sativae, permanecendo por apenas 2 h, o que permitiu a
individualizacdo das larvas para o bioensaio. Logo apds, as plantas foram depositadas em uma
bandeja plastica e ap6s 3 dias, quando o segundo instar larval estava visivel, discos de 2 cm de
didmetro contendo uma larva de L. sativae foram excisados com o auxilio de um tubo de ago
inoxidavel. A viabilidade das larvas foi verificada com o auxilio de uma lupa com aumento de
40x, tocando a larva com um pincel de cerdas macias e observando-se 0 movimento do aparelho
bucal da mesma. Caso houvesse mais de uma larva por disco, a excedente seria eliminada com um
alfinete entomologico, assegurando a permanéncia de apenas uma larva no disco de 2 cm.

Os discos foram imersos por um periodo de 2 s em solugdo contendo inseticida na
concentragdo de 10 mg i.a./L, determinada com base nos valores admitidos para manejar as
mudangas iniciais na suscetibilidade de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepdoptera: Gelechiidae) as

diamida antranilicas e fitalica (Campos et al. 2015). Os discos foram mantidos a temperatura
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ambiente para secagem, sendo posteriormente acondicionados em bandejas bioassay tray, modelo
Clear Rearing Tray, contendo 32 células cada e preenchidas previamente por discos de papel filtro
umedecidos com 200uL de agua destilada. Um disco de folha contendo uma larva de segundo
instar da mosca minadora foi adicionado em cada célula da bandeja, em seguida foram mantidas
em camara de crescimento onde permaneceram por um periodo de 48 h e 72 h, assegurando a
acao inseticida de moléculas de acdo mais lenta; a 25 + 2 °C, UR 65 + 10% e um fotoperiodo de
12:12 h. As avaliacbes foram realizadas com o auxilio de uma lupa (Opton 5x, Alemanha). O
critério utilizado nas avaliacdes foi o seguinte: larvas que conseguiram mover o aparelho bucal
apos serem tocadas cuidadosamente com um pincel de cerdas macias foram consideradas vivas.
Para cada bioensaio foram realizadas 2 repeticdbes com 32 larvas de segundo instar
correspondendo a uma repeticdo, totalizando 160 larvas por bioensaio.
Bioensaios de Suscetibilidade a Inseticidas. Os discos de feijdo de porco, obtidos conforme
descrito no topico concentracdo diagnostica, foram imersos por 2 s em concentracdes seriadas do
inseticida avaliado, um a um com o uso de pinca inoxidavel. Para as dilui¢bes do inseticida
ciantraniliprole a concentracdo inicial foi de 20mg/L, que em seguida foi diluido em ordem
decrescente, resultando nas concentracfes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 e 0,078125
mg/L. Ja para espinetoram a concentracdo inicial foi de 160 mg/L, que em seguida foi diluida em
ordem decrescente, obtendo as concentragdes de 160, 80, 40, 20, 10, 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/L.
Posteriormente, os discos foram dispostos em superficie plana revestida por folhas de
jornal até sua completa secagem, entdo foram usadas 10 bandejas Bioassay tray, modelo Clear
Rearing Tray, contendo 32 células cada que foram preenchidas previamente por discos de papel
filtro umedecido com 200 pL de agua potavel com o auxilio de uma pipeta de 1000 uL. Cada
bandeja correspondeu a uma concentragdo do inseticida avaliado, utilizou-se portanto 9

concentragdes, sendo uma bandeja para o controle do ensaio. Por fim, as bandejas foram vedadas
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por paletas de plastico, possibilitando assim um microclima que mantinha a turgidez das folhas
até a avaliacdo, sendo identificadas e acondicionadas em BOD com temperatura de 25 + 1 °C, UR
de 60 £ 5% e fotofase de 12 h. Ap6s um periodo de 48 h cada disco foi observado em lupa para
verificacdo da mortalidade e registro dos resultados, sendo novamente avaliado no periodo de 72
h apds a realizacdo do ensaio, isso garantiu a atuacdo de inseticidas que apresentavam acao mais
lenta. Para a realizacdo dos bioensaios com o inseticida ciantraniliprole a populacdo de MSR 5 foi
a utilizada como padrédo de suscetibilidade e para espinetoram utilizou-se a populacdo de CSF 1.
Para cada inseticida foram realizadas 2 repeti¢cdes, 32 larvas de segundo instar em cada bandeja,
totalizando 576 larvas por ensaio.
Analise estatistica. Os dados de mortalidade obtidos no monitoramento foram usados para calcular
a percentagem de mortalidade, que posteriormente foi corrigida pela percentagem de mortalidade
do controle usando a formula de Abbott (1925). Para estimar curvas de concentracao-resposta, 0s
dados de mortalidade foram corrigidos pela mortalidade observada no controle (Abbott 1925) e
submetidos a andlise de Probit (Finney 1971), usando o programa POLO-Plus (LeOra Software
Co., Petaluma, CA, USA). As razdes de resisténcia (RRsp) foram calculadas com base no valor de
CLso da populagdo mais suscetivel a cada inseticida e, portanto, usadas como referéncia. Os
intervalos de confianga da razdo de resisténcia foram calculados pelo método de Robertson et al.
(2007) e RRsq considerados significativos quando o intervalo de confiangca em 95% nao incluiu o
valor um, conforme proposto por Robertson & Preisler (1992).

Resultados
Concentracéo Diagnostica. Com relacdo a dose diagndstica para ciantraniliprole apos 48 e 72 h
de exposicao, todas as populacdes apresentaram mortalidade acima de 90% (Figura 2). Apos as 72
h de exposicdo ao espinetoram, os resultados foram semelhantes ao inseticida ciantraniliprole,

possuindo todas as populacdes valores de mortalidade maiores que 90% (Figura 3).
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Bioensaios de Suscetibilidade a Inseticidas. Os dados de mortalidade das populacdes de L.
sativae se ajustaram ao modelo de Probit para todos os inseticidas (x2 nao foi significativo, P >
0,05). A populacdo de MSR 5 foi a mais suscetivel para ciantraniliprole, com uma CLs de 0,05 mg
i.a./L as 48 h de exposicdo (Tabela 2), e uma CLsp de 0,04 mg i.a./L (Tabela 3) as 72 h. Para
espinetoram a populacdo de CSF 1 foi a mais suscetivel, com uma CLso de 0,20 mg i.a./L apds 48 h
de exposicdo ao inseticida (Tabela 4) e uma CLso de 0,20 mg i.a./L as 72 h (Tabela 5). Embora
estes valores tenham sido iguais, houve um aumento na inclinacdo da curva, alterando os valores
de CL em torno da CLs,. As respostas das CLsy das populaces utilizadas no estudo para a diamida
foram homogéneas de acordo com o tempo de avaliagdo, apenas mudando significativamente
segundo os intervalos de confianca a 95% para as populacées de MSR 2, TBU 1 e BRN 1. Os
valores obtidos por meio das CLsy para ciantraniliprole entre todas as populacGes de L. sativae
variaram de 0,05 — 0,32 mg i.a./L as 48 h e de 0,04 — 0,23 mg i.a./L as 72 h. Os coeficientes
angulares das curvas apresentaram em geral um aumento nas avaliacbes com 72 horas de exposicao
ao espinetoram [variando de 1,60 (CSF1) a 3,53 (TBU1)] comparado com 48 horas [variando de
1,42 (CSF1) a 3,67 (TBUL)]. Para o ciantraniliprole, os coeficientes angulares das curvas
apresentaram também em geral um aumento nas avaliagdes com 72 horas de exposic¢ao [variando
de 1,09 (CSF1) a 2,26 (MSR2)] comparado com 48 horas [variando de 0,47 (MSR5) a 2,14
(MSR3)]. Observa-se portanto uma homogeneizacdo das respostas no tempo maior de exposi¢do
para ambos inseticidas.

As razdes de resisténcia (RRsp) para ciantraniliprole, variaram de 2,81 — 6,97 vezes ap0s
exposicdo de 48 h e de 1,15 — 4,18 vezes apds 72 h. Baseado no limite de confian¢a a 95% de
probabilidade, as razGes de resisténcia de todas as populagcdes foram significativas na avaliacéo
apos 48 h de exposicdo (Tabela 2), porém apos 72 h apenas as populagdes de CSF 1 (RR= 1,73

vezes), MSR 2 (RR = 2,67 vezes), TBU 1 (RR = 4,01 vezes) BRN 1 (RR = 4,18 vezes) exibiram
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razbes de resisténcia significantes para clorantraniliprole (Tabela 3). Para espinetoram as
populacdes avaliadas apresentaram valores das CLs, variando de 0,20 — 1,77 mg i.a./L as 48 h e de
0,20 - 1,57 mg i.a./L as 72 h. Os valores de RRs, para espinetoram variaram de 3,30 — 8,83 vezes
as 48 h; e de 1,63 — 7,88 vezes as 72 h. Baseado no limite de confianca a 95% de probabilidade, as
razbes de resisténcia de todas as populacGes foram significativas na avaliacdo apos 48 h de
exposicao (Tabela 4), mas as 72 h apenas as populacfes de MSR 3 (RR = 3,52 vezes), MSR 4 (RR
= 3,58 vezes), TBU 1 (RR = 5,38 vezes) e MSR 2 (RR = 7,88 vezes) , exibiram razdes de

resisténcia altas e significantes para espinetoram (Tabela 5).

Discusséo

A ocorréncia de resisténcia tem sido um dos principais entraves para a eficiéncia dos
inseticidas em campo, assim como para sua comercializacdo. O pequeno portifolio de produtos
registrados para o controle de L. sativae dificulta ainda mais o0 manejo da resisténcia, por diminuir
a possibilidade de rotacdo de produtos com diferentes modos de acdo, pratica que retardaria a
evolugdo das populagOes para resisténcia aos inseticidas atualmente empregados em campo.
Associado a isto, o estabelecimento da suscetibilidade a novos modos de ac¢do € importante como
ponto de partida no monitoramento da evolugdo da resisténcia. Neste estudo, realizou o
levantamento da suscetibilidade de L. sativae a novos modos de agdo, utilizando metodologia
aprimorada de bioensaio (Santos 2020, cap 1) mostrou que populagdes desta praga se apresentam
ainda suscetiveis a ambos, ciantraniliprole e espinetoram. Ainda, alteracdes na metodologia de
bioensaio usualmente praticada para este género promoveram uma maior reprodutibilidade dos
resultados, em contraste com os resultados obtidos por Cox et al. 1995, Ferguson 2004 e Silva

2014.
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As menores doses recomendadas em rétulo de ciantraniliprole e espinetoram para controle
de L. sativae em meldo sdo 31,25 e 30 mg/L respectivamente (MAPA, 2020). A dose diagnostica
de 10 mg/L ndo matou 100% das populacdes, sugerindo que pequena frequéncia de resisténcia ja
esteja presente em algumas populacdes como MSR2 para ambos inseticidas, além de MSR3 e
TBUL para espinetoram. O espinetoram vem sendo utilizado ha mais tempo que a diamida na
regido de Mossoro, além do uso prévio de espinosade na regido, produto com modo de acgdo
similar, evidenciando um inicio de evolucdo de resisténcia nestas populacfes. A pressdao com
espinetoram na regido parece ser um fato mais comum do que com ciantraniliprole, e
aparentemente ndo ha pelo menos um manejo rotativo direcionado com estas ou outras moléculas.
Outros trabalhos feitos com a espécie sugerem que a diamida, recentemente registrada no pais, ja
apresenta risco de evolucdo a resisténcia (Silva 2014, Damasceno 2017). Por outro lado, casos de
resisténcia de Liriomyza ao espinosade foram relatados ha alguns anos nos Estados Unidos
(Ferguson, 2004). A resisténcia a espinosinas encontra-se em niveis incipientes nas areas
avaliadas neste estudo, sendo necessarias medidas para conter sua evolucdo rapida. Além disso, os
resultados sugerem um levantamento urgente da suscetibilidade de populagdes brasileiras de
Liriomyza em outras areas do pais, no sentido de promover programas de manejo da resisténcia,
uma vez que o comércio de inseticidas entre os estados pode agravar o status da resisténcia nas
populacdes em geral.

As populagbes de L. sativae responderam homogeneamente aos novos inseticidas
registrados, mas se apresentaram mais sensiveis a ciantraniliprole do que a espinetoram, no
entanto com valores de CLggs com amplas variagbes nos 1C95% 0 que sugere um aumento na
frequéncia de individuos tolerantes ao inseticida. Por isso, praticas que reduzam essa evolucao
devem ser imediatamente adotadas nas areas de producéo, para retardar e/ou evitar a resisténcia

ao ciantraniliprole. A evidéncia de declinio da suscetibilidade dessas populacGes da mosca
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minadora ao ciantraniliprole pode ser explicado pela prévia exposi¢cdo das populaces a outra
diamida, o clorantraniliprole. Mesmo ndo possuindo registro para uso no controle da mosca
minadora, os produtores tém usado com frequéncia em meloeiro e outras hortalicas devido a
relativa eficacia a esta praga. Além disso, o clorantraniliprole possui registro e é utilizado para
broca-das-cucurbitaceas (Diaphania hyalinata), praga que ocorre em cultivos adjacentes e na
prépria cultura do meldo. Desta forma, a pressao com diamidas nestas areas pode estar
selecionando para a resisténcia populacGes de L. sativae, devido ao modo de acdo similar (Lahm
et al. 2007).Contrario ao panorama das diamidas, as espinosinas apresentaram uma diminuic¢éo na
toxicidade frente as populacdes, com quase todas apresentando um aumento na tolerancia a estas
moléculas. O uso de espinetoram foi antecipado em funcgéo de registro anterior (no ano de 2014)
ao ciantraniliprole (registrado em 2017), o que levou produtores a usa-lo com mais frequéncia,
aumentando o risco de falhas de controle no curto prazo se medidas proativas para manejar a
resisténcia ndo sejam implementadas. O uso irracional de inseticidas e a ndo adoc¢do de rotacédo
com produtos de diferentes modos de acdo pode ter contribuido para essa queda na eficiéncia do
espinetoram. No estudo de Silva (2014), ao se avaliar popula¢des de minadora da mesma regido
expostas ao espinetoram, a maxima RRsy encontrada foi de 3,1 vezes, enquanto neste trabalho
apresentou RRsp = 7,88 vezes. Um aumento de 2,5 vezes na tolerancia, demandando particular
atencdo ao uso de espinetoram nestas areas e as boas praticas agricolas para retardar o processo de
evolugéo de resisténcia.

Para um controle quimico eficiente da minadora, inseticidas com diferentes modos de acédo
devem ser rotacionados nos cultivos. Enquanto a efetividade de espinosinas e diamidas pode
ainda conter os surtos de L. sativae, outros produtos podem ser beneficiados com o retorno da
suscetibilidade a estes e inseridos racionalmente no controle da praga. Pelo menos quatro grupos

quimicos (com diferentes modos de acdo) podem ser utilizados no seu controle: espinosinas,
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diamidas, ciromazinas e avermectinas, produtos ainda em uso frente a praga. Além deste, 0s
derivados de nereistoxinas possam ainda ser inseridos em programa de rotacdo. Ainda com
relacdo ao manejo, aspectos como a acdo desses inseticidas aos principais inimigos naturais da
praga, por exemplo: Opius scabriventris e Neochrysocharis sp. devem ser observados. Como
algumas populacdes de L. sativae, ainda, se mostram suscetiveis a diamidas e ao espinetoram
deve-se estabelecer um plano de manejo com estratégias que busquem retardar a evolucdo da
resisténcia nessas populacdes com baixo impacto aos inimigos naturais, contribuindo com a
mitigacdo da resisténcia e o aumento no tempo de vida destas moléculas. Desta forma, a avaliacéo
da suscetibilidade destes inimigos naturais a estes grupos traria informacdes cruciais no manejo
correto destes. Adicionalmente, o uso de praticas como a destruicdo de restos culturais; uso de
niveis de controle contribuem para retardar a resisténcia a inseticidas. Por fim, estudos adicionais
devem ser realizados para se obter mais informacdes que venham a contribuir para o programa de
manejo da resisténcia da L. sativae no Brasil, iniciando por um levantamento em larga escala no

pais.
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Tabela 1. Locais de coleta das populacGes de Liriomyza sativae (Blanchard).

Populacao Sigla Cultura Coordenadas Data de coleta Histdrico de aplicacdes
, 4°55°4.87 S Abamectina_, deltamet_rina, es_p_inetorarr_l, cIoriQrato de
Baraina- RN BRN 1 Meldo 370 30,1(; 9 0 Dezembro/2018 cartape, espinosade, ciantraniliprole, ciromazina,
’ clorantraniliprole
. 0 A A3 Abamectina, espinetoram, espinosade,
Cglmom_m de CSF1 Pepino 80 24,37,, 5 Julho/2017 clorantraniliprole, deltametrina, Bacillus thurigiensis
Séo Felix - PE 36° 52°45” W . . L . .
var. kurstaki, Bacillus thuringiensis var. aizawai
Mossor6 -RN  MSR 1 Meldo 3750 1192’35f76”SW + de 10 anos Auséncia de pressao de selecdo a mais de 10 anos
4° 50°41.6” S _ Aba_mectina, piriproxifen_, deltamet_rina, es_p_inetoram,
Mossor6 - RN MSR 2 Meldo 370 16’7’” 0 Janeiro/2019 cloridrato de cartape, espinosade, ciantraniliprole,
acetamiprido, ciromazina, clorantraniliprole
Mossoré - RN MSR 3 Melio 5° 12,’5,3””8 Dezembro/2018 Abamectina, deltametrina, espinetoram, cloridrato de
37°19°31,9” O cartape
4° 53°56” § Abamectina_, deltamet_rina, es_p_inetoran), cIori(_jrato de
Mossor6o - RN MSR 4 Meldo o Ans - Dezembro/2018 cartape, espinosade, ciantraniliprole, ciromazina,
37°24°25,6” O N
clorantraniliprole
505°178” S Abamectina_, deltamet_rina, es_p_inetoran), clori(_jrato de
Mossor6 - RN MSR 5 Melao 370 36’li 60 Dezembro/2018 cartape, espinosade, ciantraniliprole, ciromazina,
’ clorantraniliprole
_ 4° 54°20” S _ Abamectina_, deltamet_rina, es_p_inetoran), cIori(_jrato de
Tibau — RN TBU 1 Meldo 37992°17 0 Janeiro/2019 cartape, espinosade, ciantraniliprole, ciromazina,

clorantraniliprole
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Tabela 2. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae apds 48 h de exposi¢do ao inseticida ciantraniliprole.

Populagio n® y**GL" Inclinacdo + EP®  CLso (IC95%)°  ClLgo (IC95%)° ClLgg (1C95%)" RRs (1C95%) '
MSR 5 576 1,03(7)  047+048  0,05(0,03-0,07) 0,11(0,08-0,12) 0,28 (0,20 - 0,62) -

CSF 1 576 8,68(7)  1,15+011  0,13(0,07-0,19) 0,70(0,49-1,08) 13,62 (6,25-48,72) 2,81 (1,51 -5,21)*
MSR 1 576 337(7) 177+016  017(0,14-0,21) 053(0,43-0,67) 3,62(2,36-6,57) 3,79 (2,19 - 6,55)*
MSR 2 576 348(7)  131+011  0,19(0,14-0,24) 0,83(0,65-1,11) 11,28(6,63-2357) 4,08 (2,30 - 7,26)*
MSR 4 576 436(7)  179+015  0,21(0,17-0,26) 0,63(0,51-0,80) 4,26 (2,81-7,56) 4,56 (2,65 - 7,84)*
MSR 3 576 501(7)  214+017  0,28(0,23-0,33) 0,70(0,58-0,87)  345(2,41-560) 6,02 (3,54 -10,22)*
TBU 1 576 4,40(7)  1,14+009  0,30(0,22-0,39) 1,65(1,25-2,28) 3253 (17,77 -74,30) 6,48 (3,64 - 11,51)*
BRN 1 576 2,04(7)  094+008  0,32(023-044) 252(1,83-3,75) 92,51 (43,04-70,80) 6,97 (3,82 - 12,69)*

% NUmero total de insetos.
® Grau de liberdade.

° Erro padrdo da média.

9 Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua.
® Qui-quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLsy e Clgo estimada entre as populacdes tolerantes e populacdo mais suscetivel,
determinado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo de confianca a 95%. * A razdo de resisténcia
significativa porque o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 3. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativae apds 72 h de exposi¢do ao inseticida ciantraniliprole.

Populagio n* %*GL® Inclinagdio + EP°  CLs (IC95%)° CLgo (1C95%)" ClLgg (1C95%)" RRsp (1C95%) '
MSR 5 576 2,74(7)  164+025  0,04(0,02-0,07) 0,10(0,11-0,20)  1,22(0,20 - 0,62) -

MSR 4 576 4,81(7)  1,35+0,17 0,06 (0,03-0,09) 0,26 (0,19-0,35) 3,28 (1,87 - 8,01) 1,15 (0,65 - 2,05)
MSR 3 576 114(7)  1,70+022 0,07 (0,04-0,09) 0,21(0,17-0,28) 1,62 (1,01 - 3,52) 1,27 (0,77 - 2,09)
MSR 1 576 6,75(7)  1,16+0,12  0,08(0,05-0,14) 0,44 (0,33-1,60) 845 (4,56-21,34) 1,53 (0,88 - 2,65)
CSF 1 576 8,08(7)  1,09+011 0,09 (0,04-0,15) 0,55(0,38-0,89) 1247 (562-47,27) 1,73 (1,00 - 2,98)
MSR 2 576 315(7)  226+023  0,114(0,12-0,17) 0,34(0,28-0,43) 156 (1,08-2,67) 2,67 (1,81 - 3,94)*
TBU 1 576 4,76 (7)  1,28+0,11  0,22(0,16-0,28) 0,99 (0,77 -1,33) 14,11 (8,22-29,72) 4,01 (2,59 - 6,19)*
BRN 1 576 4,91(7)  1,15+0,10  0,23(0,16-0,30) 1,22 (0,93-1,67) 23,37 (12,85-53,49) 4,18 (2,66 - 6,57)*

% NUmero total de insetos.
® Grau de liberdade.

° Erro padrdo da média.

9 Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua.
® Qui-quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLsy e Clgo estimada entre as populacdes tolerantes e populacdo mais suscetivel,
determinado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia
significativa porque o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 4. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativa apds 48 h de exposi¢do ao inseticida espinetoram.

Populagio n* 4 GL" Inclinagio + EP®  ClLsp (IC95%)°  ClLgo (1C95%)" ClLgg (1C95%)" RRs (1C95%) '

CSF1 576 326(7) 142+028  0,20(0,05-0,37) 0,77(0,44-1,10) 8,52 (4,79 - 28,30) _

MSR5 576 153(7)  1,62+019  0,66(0,44-0,88) 218(1,73-2,82) 18,01 (11,05-38,60) 3,30 (1,33 - 8,16)*
MSR3 576 311(7) 185+022  0,71(050-091) 202 (1,64-257) 12,82(8,19-26,02) 3,54 (1,45 - 8,62)*
MSR1 576 030(7) 287+030  110(092-1,28) 217 (1,85-2,64) 7,13(521-11,32) 5,50 (2,34 - 12,95)*
BRN1 576 514(7) 185+017  136(1,08-1,66) 3,89 (3,17-4,96) 24,68 (16,22 -44,67) 6,80 (2,86 - 16,18)*
TBU1 576 080(7) 3,67+036  154(1,36-1,74) 261(2,27-312) 6,61(510-9,62) 7,68 (3,28 - 17,96)*
MSR4 576 235(7) 232+021 169 (1,43-1,98) 3,90(3,26-4,86) 16,97 (11,95-27,60) 8,45 (3,59 - 19,90)*
MSR2 576 378(7) 210+018 177 (1,47-2,10) 4,46 (3,69-561) 22,71 (1562-38,07) 8,83 (3,74 -20,86)*

% NUmero total de insetos.
® Grau de liberdade.

¢ Erro padrdo da média.

9 Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua.
® Qui-quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLsy e Clgo estimada entre as populacdes tolerantes e populacdo mais suscetivel,
determinado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia
significativa porque o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.
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Tabela 5. Suscetibilidade de larvas de Liriomyza sativa apds 72 h de exposi¢do ao inseticida espinetoram.

Populagio n* 4 GL" Inclinagio + EP®  ClLsp (IC95%)°  ClLgo (1C95%)" ClLogs (1C95%) RRs (1C95%) '
CSF1 576 292(7) 160+035  0,20(0,04-0,36) 0,66(0,35-0,94) 5,60 (3,28 - 19,35) _
MSR5 576 168(7)  1,62+027  032(0,14-0,550) 1,07(0,76-1,42) 884 (523-23,81)  1,63(0,57-4,61)
BRN1 576 1,17(7) 247+047  042(0,23-0,57) 093(0,73-1,16) 3,72 (2,50 - 8,42) 2,13 (0,82 - 5,54)
MSR1 576 020(7) 293+053  048(0,31-0,61) 0,94(0,77-1,14) 3,02 (2,14 - 5,98) 2,43 (0,96 - 6,10)
MSR3 576 508(7) 245+033  0,70(0,53-0,86) 1,55(1,29-1,92) 6,24 (4,28-11,60) 3,52 (1,43 - 8,66)*
MSR4 576 276(7)  207+026  0,71(052-0,89) 1,82(1,49-229) 946(6,23-1854) 3,58 (1,44 - 8,88)*
TBU1 576 393(7)  353+040  107(0,93-1,22) 1,86(1,61-2,24) 4,89(3,70-70,48) 5,38 (2,23 - 12,95)*
MSR2 576 464(7) 214+019  157(1,30-1,86) 3,89(3,23-4,90) 19,19 (13,19-32,47) 7,88 (3,25 - 19,13)*

% NUmero total de insetos.
® Grau de liberdade.

° Erro padrdo da média.

9 Miligramas de ingrediente ativo por litro de &gua.
® Qui-quadrado. " Razdo de resisténcia: razdo da CLsy e Clgo estimada entre as populacdes tolerantes e populacdo mais suscetivel,
determinado pelo método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do intervalo confianca de a 95%. * A razdo de resisténcia
significativa porque o intervalo de confianga ndo compreende o valor 1,0.
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos pontos de coleta das populagdes de Liriomyza sativae.
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

A Liriomyza sativae ¢ uma das pincipais pragas para a cultura do meloeiro no Brasil. Seu
controle é praticamente feito com o uso de inseticidas como abamectina, ciromazina, espinetoram
e ciantraniliprole, que possuem registro junto ao Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA). O uso indiscriminado desses inseticidas possibilita o surgimento de
populacdes de Liriomyza resistentes as moléculas de inseticidas comercializadas para seu
controle. Esse problema pode estar ocorrendo por diversos fatores, entre eles a aplicacdo
sucessiva de doses maiores que as recomendadas para os produtos, além da nao rotacdo de
inseticidas com diferentes sitios de acéo. .

A elaboracdo de bioensaios toxicologicos € necessario para realizacdo de estudos
toxicoldgicos que permitam a descoberta do status da suscetibilidade de populacGes da mosca
minadora. No entanto, esse € um dos principais entraves para as pesquisas, a caréncia de
metodologias viadveis e padronizadas para realizacdo de bioensaio. A metodologia aprimorada
nesse trabalho solucionou diversas inapropriagdes nas metodologias anteriores, foram essas: a
padronizacdo do numero de individuos avaliados em cada repeticdo, permitindo a sua
individualizacdo em discos de areas conhecidas (2 c¢cm), evitando assim a morte da larva por
competicdo ou canibalismo (fenémeno comum em insetos); praticidade de elaboragdo, o tempo
total para finalizacdo do bioensaio empregando bandejas foi reduzido quando comparado ao uso
de placas de acrilico, sendo um ensaio de facil elaboragdo; menor custo de execugéo, pois foi
usado menor quantidade de materiais ja que as bandejas j& comportam 32 discos que continham
as larvas, usando assim somente uma bandeja por concentracdo testada, enquanto ao usar placa de
acrilico seriam necessarias 32 placas para cada concentracdo; e por fim, a metodologia com uso

de bandejas foi validada pelos resultados das populagdes de L. sativae submetidas a acdo dos
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inseticidas acima citados, apresentando essas homogeinidade de slope, baixos valores de qui
quadrado, alto nimero de individuos testados e valores consistentes das CLsy e CLgg fidelizando a
seguranca e confiabilidade do método.A aplicabilidade da metodologia com o uso de bandejas
quando comparada a metodologia de utilizacdo de trechos da folha, apresentou a interferéncia de
demandar mais tempo e mao de obra para a individualizacéo das larvas, precisando ser realizada a
confeccdo dos discos de folhas um a um, tornando o bioensaio um pouco mais cansativo de ser
realizado. E ainda apresentou alguns episddios de condensacdo da agua na parte superior da
bandeja que foi sobreposta, sendo necessario sua secagem as 24h apos a realiza¢do do bioensaio
para se evitar o encharcamento do disco de folha e consequentemente da mina.

Ao serem avaliadas populacbes de L. sativae expostas aos inseticidas ciantraniliprole e ao
espinetoram que sdo os produtos registrados mais recentemente para o controle da minadora,
observamos maior toxicidade do ciantraniliprole. J& a espinosina espinetoram apresentou valores
mais altos de CLsg e de RR, o que relata uma menor suscetibilidade das populacdes testadas a este
inseticida. Sendo necesséario a adocgdo imediata de praticas que reduzam ou retardem a evolucao
da resisténcia dessas populacdes, garantindo assim a eficacia por mais tempo dos inseticidas
testados. Diante disto, recomenda-se adocdo racional do controle quimico, fazendo uso de
estratégias como rotacdo de produtos com diferentes modos de acdo, praticas culturais como
destruicdo de restos culturais, ndo usar doses maiores que as recomendadas e monitorar a

suscetibilidade das populagdes por meio de bioensaios toxicoldgicos.
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