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RESUMO

Tuta absoluta (Meyrick) € uma das principais pragas do cultivo de tomate em todo o mundo.
No Brasil, surtos populacionais desta praga em lavouras de tomateiro podem ocasionar até 100%
de perdas devido as injarias. O uso sistematico de inseticidas ainda é a principal tatica de controle
no combate a essa praga no Brasil, entretanto, o grande nimero de pulverizac6es associado ao uso
indiscriminado destes produtos levam populagdes brasileiras a evoluirem resisténcia, contribuindo
para falhas de controle repetidas desses produtos em campo. O objetivo deste trabalho foi averiguar
0 status atual da suscetibilidade da traca-do-tomateiro aos inseticidas: cloridrato de cartape e
clorfenapir; caracterizar geneticamente a resisténcia a clorfenapir; determinar o perfil de resisténcia
cruzada a clorfenapir e investigar se 0 mecanismo metabdlico poderia estar envolvido na resisténcia
a clorfenapir. As razdes de resisténcia encontradas variaram de 2,29 a 537,09 vezes para cloridrato
de cartape e 2,00 a 315,45 vezes para clorfenapir. A caracterizagdo genética indicou que a
resisténcia de T. absoluta a clorfenapir foi autossomal, completamente dominante e poligénica. Os
resultados dos ensaios de resisténcia cruzada com os inseticidas abamectina, cipermetrina,
clorantraniliprole, espinetoram, fenpiroximato, indoxacarbe, metoxifenozida sugeriram que o
provavel mecanismo envolvido na resisténcia da traca-do-tomateiro a clorfenapir é o metabolico.

Os ensaios enzimaticos indicam que as monoxigenases parecem desempenhar um papel



fundamental na evolugéo da resisténcia a clorfenapir. O uso desse conhecimento pode representar

um grande passo dentro do manejo integrado de pragas para esta espécie, contribuindo para uma

maior vida util dos produtos envolvidos.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia, heranga, monoxigenases.
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ABSTRACT

Tuta absoluta (Meyrick) is one of the main pests of tomato cultivation around the world. In
Brazil, population outbreaks of this pest in tomato crops can cause up to 100% of losses due to
injuries. The systematic use of insecticides is still the main control tactic to combat this pest in
Brazil, however, the large number of sprays associated with the indiscriminate use of these products
lead Brazilian populations to evolve resistance contributing to repeated control failures of these
products in the field. The objective of this study was to investigate the current status of tomato moth
susceptibility to insecticides: cartap hydrochloride and chlorfenapyr; genetically characterize
resistance to chlorfenapyr; to determine the cross-resistance profile of chlorfenapyr and to
investigate whether the metabolic mechanism could be involved in resistance to chlorfenapyr.
Resistance ratios ranged from 2.29 to 537.09 times for cartap hydrochloride and 2.00 to 315.45 fold
for chlorfenapyr. The genetic characterization suggested that the resistance of T. absoluta to
chlorfenapyr was autossomal, completely dominant and polygenic. The results of the cross-
resistance tests with the insecticides abamectin, cypermethrin, chlorantraniliprole, spinetoram,
fenpyroximate, indoxacarb, methoxyfenozide indicate that the probable mechanism involved in the
resistance of tomato moth to chlorfenapyr is metabolic. Enzyme assays indicate that

monooxygenases appear to play a key role in the development of resistance to chlorfenapyr. The



use of this knowledge can represent a great step in integrated pest management for this species,

contributing to a longer useful life of the products involved.

KEY WORDS: Resistance, inheritance, monooxygenases.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
Importancia origem e dispersdo da traga-do-tomateiro
Originaria da parte central do Chile, a traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae), encontra-se difundida em diversos paises e é considerada uma praga
devastadora da cultura do tomateiro devido a potencialidade dos seus danos (Urbaneja et al. 2009,
Desneux et al. 2010, Kili¢ 2010, Seplyarsky et al. 2010, Desneux et al. 2011, Guillemaud et al. 2015,
EPPO 2019). A primeira ocorréncia desta praga no Brasil ocorreu ao final da década de 70 no litoral
paranaense, ja a partir de 1980, sua ocorréncia foi relatada nos estados de S&o Paulo e Bahia, estando
no final da década de 80 presente em todas as areas produtoras de tomate do pais (Morais &
Normanha Filho 1982, Muszinski et al. 1982, Franca 1993). No entanto, apenas na década de 90, a
traca-do-tomateiro atingiu o status de praga importante em cultivos de tomate pelo Brasil (Picanco
et al. 1998).
Apesar da preferéncia pelo tomateiro, a T. absoluta pode atacar outras solandceas de
importancia econémica como a batata (Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum melogena L.),
pimentdo (S. muricatum L.) e tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Torres et al. 2001, Desneux et al.

2010) bem como em solanaceas ndo cultivadas e espécies selvagens (EPPO 2018).

Caracteristicas gerais e bioecoldgicas da traga-do-tomateiro
Na fase adulta, a mariposa de T. absoluta possui uma coloragéo cinza-prateada e em média 10
mm de envergadura podendo uma Unica fémea depositar cerca de 260 ovos que podem ser alocados

superficialmente em folhas, hastes, flores e frutos (Imenes et al. 1990, Pratissoli et al. 2003). Durante



a fase imatura, as larvas passam por quatro instares de desenvolvimento e chegam a medir 9 mm.
Devido ao seu habito alimentar e consumo do mesofilo foliar formam galerias, o que reduz a
capacidade fotossintética do tomateiro, prejudicando o desenvolvimento e comprometendo a
qualidade do produto final. A depender das condi¢gdes ambientais, o ciclo completo da T. absoluta
varia de 26 a 75 dias, sobretudo nas temperaturas extremas de 34,6° e 14°C, respectivamente.
Contudo, a temperatura étima de desenvolvimento é de 30°C o que permite a sua ocorréncia durante
todo o ciclo da cultura, podendo destruir completamente as folhas do tomateiro e causar perdas de
até 100% (Bogorni et al. 2003, Desneux et al. 2011, Martins et al. 2016). Além das folhas, também
pode danificar o caule e frutos tornando-os improprios para comercializacdo, além de facilitar a

contaminacgdo por patdgenos (Coelho & Franca 1987, Picanco et al. 1997).

Manejo e relatos de resisténcia da traga-do-tomateiro a inseticidas

O controle da traca-do-tomateiro é fortemente dependente da aplicacdo de inseticidas e isso
ocorre devido a ameaca imediata a producdo em consonancia com a caréncia de alternativas para o
manejo (Desneux et al. 2006, Campos et al. 2017). No Brasil, visando a reducdo de perdas, sdo
necessarias de trés a quatro pulveriza¢es semanais culminando em um uso intensivo e inadequado
dos inseticidas, tornando o monitoramento e 0 manejo da resisténcia extremamente importantes a
fim de evitar o desenvolvimento da resisténcia nessa espécie (Guedes & Picanco 2012, Teixeira &
Andaloro 2013). Resisténcia de T. absoluta a inseticidas, como o cartape, ja foi relatada em paises
como Chile, Argentina e Brasil, 0 que levou neste Gltimo ao registro e utilizagdo de novas moléculas
como o clorfenapir, entre outros (Salazar & Araya 1997, Siqueira et al. 2001a, 2003, Lietti et al.
2005, Guedes & Siqueira 2012, Guedes & Picanco 2012). Atualmente, 113 produtos sdo
recomendados para o controle de T. absoluta e se enquadram nos grupos das avermectinas,

benzoilureias, piretroides, tretranotriterpenoides, diamidas do é&cido fitalico, tiocarbamatos,



diacilhidrazinas, antranilamidas, oxadiazinas, milbemicinas, metilcarbamatos de oxima, analogos do
pirazol, éter difenilicos e espinosinas além dos biol6gicos a base de Bacillus thuringiensis (Berliner)

(Agrofit 2019).

Dentre os inseticidas indicados para o controle de T. absoluta esta o cartape que pertence ao
grupo quimico das nereistoxinas (IRAC 2019). As nereistoxinas possuem efeito inseticida e ocorre
naturalmente no verme marinho Lumbrineris heteropoda (Marenzeller, 1879) sendo este o principal
composto dos inseticidas cartape e bensultape (Uber 1934; Okaichi & Hashimoto 1962; Sakay 1969;
Richter, Otto & Mengs 1989). O cartape € um pré-insecticida que é convertido metabolicamente no
corpo do inseto para nereistoxina competindo com acetilcolina para bloquear o sinal mediado pelos
receptores nicotinicos da acetilcolina (Sakai 1967; Sakai & Sato 1972; Sattelle et al. 1985). O
cloridrato de cartape é classificado como antagonista da acetilcolina e compete com seus receptores,
inibindo 0 movimento dos ions K* e Na*, 0 que ocasiona a interrupgdo o impulso nervoso acarretando
a morte do inseto por paralisia.

Ja o clorfenapir € um pro-inseticida, ndo tendo acdo toxica na sua forma original. Em contato
com as células do inseto, € ativado por meio da acdo das monooxigenases microssomais dependentes
do citocromo P450. Apds a ativacdo, clorfenapir se deposita nas mitocondrias (interna e
externamente) expulsando o H+ das mesmas. Por ndo acumular prétons suficientes no espacgo
intermembranar da mitocéndria, ocorre a paralisacdo da fosforilizacdo oxidativa, e, dessa forma, o
difosfato de adenosina (ADP) ndo é convertido em trifosfato de adenosina (ATP). Sem ATP, as
células param de funcionar, o que leva insetos a morte. (Black et al.1994, Hunt & Treacy 1998,

Dekeyser 2005, IRAC 2019).



Resisténcia e mecanismos envolvidos na resisténcia da traga-do-tomateiro a inseticidas

A resisténcia a inseticidas caracteriza-se pela habilidade herdada de um organismo em tolerar
doses de um determinado xenobidtico que antes seriam letais para a maioria dos individuos da sua
espécie, levando a uma alteracdo na sua frequéncia genética (Who 1957, Croft & Van De Baan 1988).
Segundo o Comité de Agdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC), resisténcia pode ser definida como
sucessivas falhas de controle em campo quando utilizada a dose recomendada pelo fabricante. A
resisténcia é pré-adaptativa, evoluindo com a pressdo de selecao sobre as populagGes de insetos. Em
decorréncia da evolucdo da resisténcia de pragas a pesticidas, hd um aumento no ndmero de
pulverizagdes e nas doses utilizadas culminando com a substituicdo do produto que, geralmente,
possui maior toxidade e pre¢o, comprometendo assim, 0s aspectos ecoldgicos, econdmicos e sociais
preconizados pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Croft 1990, Denholm & Rowland 1992). Os
inseticidas sdo especificos quanto ao seu modo de ac¢do, contudo existem mecanismos que permitem
conferir altos niveis de resisténcia (Roush & McKenzie 1987, Hemingway 2000, Hemingway et al.
2004, Silva et al. 2015, Campos et al. 2015b).

Os mecanismos pelos quais 0s insetos sobrevivem aos inseticidas envolvem a reducdo da
penetracdo, diminuicdo da sensibilidade no sitio de acdo e destoxificacdo enzimatica, no entanto,
estes podem agir tanto de forma isolada como em conjunto e dessa forma conferir altos niveis de
resisténcia a varias classes de inseticidas (Hemingway 2000, Hemingway et al. 2004). No
mecanismo de resisténcia metabdlica em insetos, trés sistemas enzimaticos merecem destaque:
esterases, glutationa S-transferases e monoxigenases e, na maioria dos casos de resisténcia sao
capazes de reduzir a toxicidade a inseticidas e é possivel observar ou detectar alteracGes na
guantidade dessas enzimas quando esta é comparada a homologos mais sensiveis (Brown & Brogdon

1987, Hemingway 1989, 1995).



Apesar de relatarem respostas homogéneas de populacOes brasileiras de T. absoluta frente a
diamidas, Campos et al. (2015a) ainda mencionaram uma fraca correlagéo das CLso apresentadas
com a atividade de monoxigenase dependente de citocromo P450, sugerindo a via metabdlica como
potencial para evoluir a resisténcia da traca-do-tomateiro aos inseticidas testados. Campos et al.
(2015b) sugerem que a resisténcia de populacOes brasileiras de tragca-do-tomateiro a espinosinas
esteja relacionada a0 mecanismo enzimatico, pois a atividade de B-esterase apresentou correlagdo
com as CLso dos inseticidas espinosade e espinetoram. Ja Silva et al. (2015) associaram a resisténcia
de T. absoluta a piretroides a uma mutagdo do canal de sddio. No entanto 0s mesmos autores
ressaltam uma forte contribuicdo da monoxigenase dependente do citocromo P450 e glutationa S-
tranferase na evolucdo da resisténcia de populaces brasileiras da traga-do-tomateiro, recomendando,
inclusive, a ndo utilizacdo de piretroides para 0 manejo desta praga. Campos et al. (2014a)
caracterizaram geneticamente a resisténcia de populacdes brasileiras ao inseticida espinosade e
concluiram que esta resisténcia ndo esta ligada ao sexo, ou seja, é autosomal, configurando-se
também como monogénica e recessiva. Além disso, 0s mesmos autores ainda chegaram a conclusao
que a resisténcia a espinosinas € instavel, indicando um provavel custo adaptativo associado. Custos
de fitness podem ocorrer em individuos resistentes, onde foram relatados em outros insetos da ordem
Lepidoptera e influenciando no estabelecimento dessa resisténcia em campo na auséncia da pressao
de selecdo com um determinado inseticida (Gassmann et al. 2008, Ribeiro et al. 2014). Nesse

contexto, estudos genéticos e de custo adaptativo associado a evolugdo da resisténcia, se fazem



necessarios para o conhecimento da influéncia desse fenébmeno nos pardmetros biol6gicos da traca-

do-tomateiro, além do estabelecimento de um manejo da resisténcia consistente e eficaz.

Falhas dos produtos utilizados no controle da traga-do-tomateiro no Brasil

Falhas de controle tém sido relatadas por produtores em campos comerciais de tomate. No
Brasil, Silva et al. (2011) relataram resisténcia de T. absoluta superior a 220 vezes a inseticidas
inibidores da sintese de quitina e 27,5 vezes ao inseticida indoxacarbe, enquanto que Siqueira et al.
(2001a), Siqueira et al. (2001b) e Siqueira et al. (2003) detectaram resisténcia em campo aos
inseticidas abamectina, cartape, metamidafdés e permetrina 0 que demonstra que a resisténcia aos
produtos recomendados para o seu controle é uma realidade.

Embora o desenvolvimento de resisténcia da T. absoluta, aos inseticidas utilizados para o seu
controle, seja uma realidade, sdo escassas as informagdes a respeito da caracterizacdo dessa
resisténcia aos inseticidas cartape e clorfenapir. Estudos recentes tém demonstrado a importancia do
mecanismo metabolico na evolucéo da resisténcia em T. absoluta a outros inseticidas, e, dessa forma,
levantou-se a hipotese que a resisténcia, se houver, aos inseticidas cartape e clorfenapir € metabolica
configurando essa resisténcia como autosomal, recessiva e monogénica. Dessa forma, essas
informacBes associadas ao monitoramento da resisténcia tornam-se indispensaveis e servem de
subsidio para montagem e implementacdo de um manejo da resisténcia. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho é: (i) Determinar o status atual da suscetibilidade da traga-do-tomateiro aos inseticidas
cartape e clorfenapir; (ii) Selecionar a(s) populacdo(s) que apresente(m) sobrevivéncia superior a
20% a dose de rotulo; (iii) Realizar estudos de heranga genética e definir se esté ligada ao sexo ou é
autosomal, poligénica ou monogénica e configura-se como dominante ou recessiva; (iv) Determinar

e quantificar as atividades das enzimas envolvidas, com a finalidade de investigar se 0 mecanismo



utilizado para destoxificacdo é bioquimico. A obtencéo destes dados pode colaborar para um controle

eficiente dessa praga em campo, mitigando a evolucdo da resisténcia de forma aplicada.
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RESUMO - A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick), € uma das pragas mais importantes no
cultivo de tomate em todo o mundo. O uso de inseticidas ainda € a principal tatica de controle contra
essa praga no Brasil, contudo, o nimero excessivo de pulverizacbes semanais € 0 USO
indiscriminado de inseticidas levam populages brasileiras a evoluirem a resisténcia e, como
consequéncia, ocorrem falhas de controle no campo. Nosso objetivo foi realizar um levantamento
da suscetibilidade aos inseticidas cloridrato de cartape e clorfenapir com a finalidade de determinar
0 status atual da resisténcia da traca-do-tomateiro frente a esses inseticidas. Bioensaios de
concentracdo resposta estimaram valores de CLso que variaram entre as populagbes de 3,01 a
1617,90 mg i.a./L para cloridrato de cartape 0,18 a 56,65 mg i.a./L para clorfenapir. As razdes de
resisténcia variaram entre as populagdes sendo 2,29 a 537,09 vezes para cloridrato de cartape e 2,00
a 315,45 vezes para clorfenapir. Os resultados obtidos nesse estudo, demonstram que a utilizacéo a
longo prazo de cartape e clorfenapir passa a ter sérias consequéncias para 0 manejo quimico de T.
absoluta em cultivos de tomateiro. Embora esses dois inseticidas estejam em uso had muitos anos
no controle da traca-do-tomateiro, a escassez de informacdes dificulta a extensdo da vida atil desses
produtos. Diante dos nossos resultados, medidas proativas precisam ser tomadas para que ndo haja
0 agravamento da resisténcia a esses dois inseticidas, o que pode tornar estes produtos totalmente

ineficazes no futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo integrado de pragas, controle quimico, traga-do-tomateiro
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MONITORING OF RESISTENCE OF BRASILIAN POPULATIONS OF Tuta absoluta

(MEYRICK) TO CARTAP HYDROCHLORIDE AND CHLORFENAPYR.

ABSTRACT — The tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick), is one of the most important pests
in tomato growing around the world. The use of insecticides is still the main control tactic against
this pest in Brazil, however, the excessive number of weekly sprays and the indiscriminate use of
insecticides lead Brazilian populations to evolve to resistance and, as a consequence, there are
control failures in the field. Our objective was to carry out a survey of the susceptibility to the
insecticides cartap hydrochloride and chlorfenapyr in order to determine the current status of the
resistance of the tomato moth exposure to these insecticides. Concentration response bioassas
estimated LCso values that ranged from 3.01 to 1617.90 mg i.a./L for cartape hydrochloride 0.18 to
56.65 mg i.a./L for chlorfenapyr. Resistance ratios ranged from 2.29 to 537.09 times for cartape
hydrochloride and 2.00 to 315.45 fold for chlorfenapyr. The results obtained in this study
demonstrated that the long-term use of cartap hydrochloride and chlorfenapyr starts to have serious
consequences for the management of T. absoluta in tomato crops. Although these two insecticides
have been in use for many years in the control of tomato moth, the scarcity of information makes it
difficult to extend the lifespan of these products. In light of our results, proactive measures need to
be taken so that there is no worsening of resistance to these two insecticides which may render these

products totally ineffective in the future.

KEY WORDS: Insect pest management, chemical control, tomato leafminer
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Introducgéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), originaria da
parte central do Chile € uma das principais pragas da cultura do tomate na América do Sul desde a
década de 50 devido as injarias que podem levar a perdas totais. Contudo, a partir de 2006, tornou-
se ameaca mundial apds a sua invasdo a Europa, se difundido, a posteriori, para os continentes da
Africa e Asia (Desneux et al. 2010, Kilig 2010, Seplyarsky et al. 2010, Desneux et al. 2011,
Guillemaud et al. 2015, Campos et al. 2017) No Brasil, a traga-do-tomateiro atingiu o status de praga
importante em cultivos de tomate somente na década de 90 e o seu controle é dependente da aplicacéo
de inseticidas sendo necessario para reducdo das perdas, de trés a quatro pulverizacbes semanais
(Picanco et al. 1998, Guedes & Picanco 2012, Teixeira & Andaloro 2013, Campos et al. 2017). O
uso de inseticidas traz consequéncias prejudiciais a artropodes benéficos e a difusdo da traca-do-
tomateiro para a regido Afro-euroasiatica levou ao aumento do uso desses produtos para o controle
desta praga (Desneux et al. 2006, Lu et al. 2012) o que pode agravar a problematica da resisténcia,
bem como dificultar o estabelecimento de programas de manejo integrado do tomateiro.

A resisténcia de insetos a pesticidas € uma das principais preocupagfes para a Entomologia
Aplicada, e o uso indiscriminado das moléculas inseticidas tem contribuido para 0 aumento de
populacdes resistentes da traca-do-tomateiro a varios grupos quimicos como: avermectinas
piretroides, organofosforados, nereistoxinas, reguladores de crescimento e mais recentemente
espinosinas e diamidas (Branco et al. 2001, Siqueira et al. 2001a, Siqueira et al. 2001b, Siqueira et
al. 2003, Silva et al. 2015, Campos et al. 2015b, Silva et al. 2016a). Atualmente, 113 produtos sdo
indicados para o controle de T. absoluta no Brasil e o cloridrato de cartape e clorfenapir ainda estdo
entre os inseticidas recomendados para a contencdo dos surtos da traga-do-tomateiro em campo
(Agrofit 2019). O cartape pertence ao grupo quimico das nereistoxinas (IRAC 2019). As

nereistoxinas possuem efeito inseticida e ocorre naturalmente no verme marinho Lumbrineris
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heteropoda sendo este o principal composto do inseticida cartape (Uber 1934; Okaichi & Hashimoto
1962; Sakay 1969; Richter, Otto & Mengs 1989). O cartape é um pré-insecticida que é convertido
metabolicamente no corpo do inseto para nereistoxina competindo com acetilcolina para bloquear o
sinal mediado pelos receptores nicotinicos da acetilcolina (Sakai 1967; Sakai & Sato 1972; Sattelle
et al. 1985). Em sintese, o cloridrato de cartape é classificado como antagonista da acetilcolina e
compete com seus receptores, inibindo 0 movimento dos ions K* e Na*, o que ocasiona a interrupcao
0 impulso nervoso acarretando a morte do inseto por paralisia.

O clorfenapir também é um pré-inseticida, ou seja, ndo tem acdo toxica na sua forma original.
Classificado como desacoplador do ion de H+ na fosforilagdo oxidativa, esta molécula é ativada por
meio da acdo das monoxigenases microssomais dependentes do citocromo P450 quando entra em
contato com as células do inseto. Apos a ativacao, o clorfenapir se deposita nas mitocondrias (interna
e externamente) expulsando o H+ das mesmas inibindo a transformacéo de ADP em ATP o que
impede as funcdes vitais do inseto causando sua morte (IRAC 2018). Relatos de falhas de controle
pelos produtores locais, associados a pesquisas anteriores que demonstram que a T. absoluta pode
desenvolver resisténcia aos mais variados grupos quimicos (Siqueira et al. 2001a, Siqueira et al.
2001b, Siqueira et al. 2003, Lietti et al. 2005, Gontijo et al. 2013, Silva et al. 2015, Campos et al.
2015b, Silva et al. 2016a) nos conduziu-se a hipdtese de que as populac6es brasileiras de traca-do-
tomateiro estariam resistentes aos inseticidas cartape e clorfenapir, utilizados para o controle desta
praga, uma vez que o cloridrato de cartape foi um dos primeiros inseticidas recomendados para o
controle de T. absoluta e o clorfenapir vem sendo utilizado desde os anos 2000 (Guedes & Picango
2012).

Embora o desenvolvimento da resisténcia de T. absoluta aos inseticidas utilizados para o seu
controle seja uma realidade, existem poucas informacdes de resisténcia de T. absoluta a clorfenapir

e cloridrato de cartape, sobretudo no Brasil. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi averiguar se
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as populages brasileiras de traca-do-tomateiro estariam resistentes aos principios ativos: cloridrato
de cartape e clorfenapir, utilizados ha muitos anos em cultivos de tomate. Neste cenério, essas
informagdes podem ser cruciais para elucidarmos o status atual da resisténcia de T. absoluta a esses
inseticidas e, dessa forma, contribuir, de forma proativa, para um manejo da resisténcia eficiente

evitando a perda precoce dessas moléculas.

Material e Métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de InteragBes Inseto-Toxicos do
Departamento de Agronomia da Area de Fitossanidade da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Foram utilizadas 12 populagdes de T. absoluta para este estudo. As
populagdes foram provenientes das regides do Sudeste (Mogi-mirim/SP), Sul (Pelotas/RS), Centro-
oeste (Brasilia/DF) e Nordeste (América Dourada/BA, Gameleira | e 11/BA, Jdao dourado | e I1I/BA,
Garaciaba/CE, Bezerros/PE, Lagoa Grande/PE, Pesqueira/PE). Os bioensaios foram acondicionados
em camaras de germinacao do tipo B.O.D., sob condic¢des constantes de temperatura de 25 £ 1°C e
umidade relativa de 75 + 5%, com fotofase de 12 horas.
Criacéo do Inseto em Laboratdrio. As populacdes foram coletadas através da retirada de folhas
infestadas, as quais foram armazenadas em sacos plasticos, acondicionadas em caixa de isopor e
transportadas para o laboratério. As folhas, contendo larvas de traga-do-tomateiro, foram alocadas
em gaiolas de madeira e tela de organza de 40 x 40 x 40 cm de dimensdo. As populagdes em fase
larval foram alimentadas com folhas de tomateiro da cultivar “Santa Clara” semeada e mantida em
casa de vegetacdo sem tratamento com inseticidas e os adultos foram alimentados com uma solucao
de mel a 10%.
Monitoramento da Resisténcia com a Dose Recomendada. As doses recomendadas pelo

fabricante, 1250mg/L e 120mg/L, foram utilizadas para a deteccdo da resisténcia das populagdes de
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T. absoluta aos inseticidas: cloridrato de cartape (Cartap BR 500%) Iharabras, Paulinia, SP, Brasil e
clorfenapir (Pirate 240 SC®) BASF SA, Sio Paulo, SP, Brasil, respectivamente.

Bioensaios de Concentracdo-Resposta. Para os bioensaios de concentragdo/resposta foram
utilizadas de sete a onze concentracdes seriadas, baseadas em testes preliminares para cada
populacdo. Os foliolos de tomate da cultivar “Santa Clara” foram imersos nas concentra¢des pré-
definidas de cada inseticida, e o controle foi composto por &gua. Em todos os tratamentos, inclusive
o controle, foi utilizado o adjuvante Triton X-100 na concentragdo de 0,01%. As folhas foram
colocadas para secar por 1 hora; em seguida foram acondicionadas em placas de Petri de 9 cm de
didmetro por 2 cm de altura. Em cada placa foram colocadas 10 a 12 larvas de 2° instar. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com duas repeticdes. As placas de Petri foram
colocadas em BOD (T: 25 £2°C, UR 75+ 5 %; 12 h C :12 h E). Apo6s 48 horas foi avaliada a
mortalidade. Os insetos que, ao serem tocados com um pincel de cerdas macias n°0, ndo apresentaram
mobilidade de, pelo menos, metade do comprimento do seu corpo, foram considerados mortos. Os
dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit utilizando o programa POLO PLUS
(LeOra Software 2005). As razbes de toxicidade e seus respectivos intervalos de confianca a 95%

foram calculados utilizando o software supracitado.

Resultados e Discusséo
Dosagem Recomendada. Para o inseticida cloridrato de cartape, as populagfes apresentaram
variagdo de 31,61+3,46 a 97,92+2,07% na mortalidade com excecdo da populacdo de Guaraciaba,
que apresentou 100% de mortalidade quando exposta a concentracdo de 1250mg de cartape/L
(Tabela 1). A dose recomendada de cloridrato de cartape apresentou baixa eficacia (mortalidade
<80%) para as populagdes de Gameleira 11 (31,61+3,46), Lagoa grande (47,92+5,44), Jodo Dourado

111 (49,54+5,54), Brasilia (50,22+8,21), Jodo durado I (51,55+4,30), América dourada (52,67+5,77),
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Gameleira | (54,81+7,93) e Bezerros (64,61+6,32). As demais populacdes: Guaraciaba, Pelotas e
Pesqueira foram controladas pela dose de rotulo de cloridrato de cartape (mortalidade <80%).

As populacgdes, expostas a dose recomendada de clorfenapir, apresentaram mortalidade
variando de 55,78+4,79 a 100% (Tabela 2). A dose recomendada de clorfenapir apresentou baixa
eficdcia para as populacBes de Gameleira Il (55,78+4,79) e Mogi-mirim (74,00+2,67). As
populagbes: América Dourada (81,80+6,02), Jodo Dourado Il (85,67+3,94), Gameleira |
(89,38+3,75) e Jodo Dourado | (90,01+3,53) mostraram-se sensiveis a dose de rétulo de clorfenapir,
bem como Bezerros, Guaraciaba, Pelotas, Lagoa grande, Pesqueira e Brasilia que apresentaram
mortalidade de 100%. Algumas das populagdes testadas apresentaram altos niveis de resisténcia para
cloridrato de cartape e clorfenapir, sobretudo quando expostas a dose recomendada. Falhas de
controle em populacbes do Brasil ja foram sugeridas por Silva et al. (2016b), para 0s mesmos
inseticidas, devido a incluséo da dose recomendada pelo fabricante no intervalo de confianca da CLgo
encontrada no estudo.

Bioensaios. Os resultados dos ensaios de concentracdo-mortalidade das populac6es de T. absoluta
ajustaram-se ao modelo de Probit para os inseticidas clorfenapir e cloridrato de cartape (x® ndo
significativo, P > 0,05). A populacédo de Pelotas foi a mais suscetivel tanto para cloridrato de cartape
quanto para clorfenapir com CLso de 3,01 e 0,18 mg i.a./L respectivamente (Tabela 3 e 4). Silva et
al. (2016b) encontraram valores de CLso de 93,1 e 0,62 mg i.a./L para os inseticidas cloridrato e
cartape e clorfenapir, respectivamente, utilizando a populacéo de Pelotas, também, como referéncia
em seu estudo. E provavel que a manutencdo dessa populacdo, em laboratorio, sem presséo de
selecdo, tenha contribuido para o aumento da suscetibilidade aos dois produtos, sobretudo cloridrato
de cartape com uma reducdo acentuada da sua toleréncia a esse composto. Siqueira et al. (2001a)

encontraram populagdes ainda mais sensiveis a cloridrato de cartape quando comparadas as
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populacdes utilizadas nesse estudo, porém nao foram encontrados valores tdo preocupantes de CLso
como ocorreu neste estudo.

As respostas das populagdes testadas foram heterogéneas para ambos os inseticidas. Os valores
de CLso, para cloridrato de cartape e clorfenapir, entre todas as populagdes de T. absoluta variaram
de 3,01 a 1617,90 e 0,18 a 56,65 mg i.a./L, respectivamente. Os valores de CLgs variaram de 25,32
a8733,40 e 1,89 a 1856,71 mg i.a./L para cloridrato de cartape e clorfenapir, respectivamente.

As inclinagbes das curvas de concentracdo-mortalidade variaram de 1,16 (Brasilia) a 2,82
(Guaraciaba) para cloridrato de cartape e 1,08 (Bezerros e Mogi-mirim) a 2,81 (Jodo Dourado I) para
o inseticida clorfenapir. As razdes de resisténcia para cloridrato de cartape variaram de 2,29 a 537,09
vezes entre as populacdes de Jodo Dourado | e Gameleira I, respectivamente, enquanto que para
clorfenapir variaram de 2,00 a 315,45 vezes entre as populacbes de Bezeros e Mogi-mirim,
respectivamente.

Para cloridrato de cartape, embora todas as populacGes tenham apresentado razdes de
resisténcia significantes (IC 95%), pode-se ressaltar as populacGes de América Dourada, Lagoa
Grande e Gameleira Il com raz@es de resisténcia de 112,36; 171,88 e 537,09 vezes respectivamente.
Siqueira et al. (2001a) e Silva et al. (2016b), testando suscetibilidade de populac6es brasileiras de
traca-do-tomateiro a cloridrato de cartape encontraram baixas razGes de resisténcia, contudo as
baixas razdes de resisténcia encontradas por Siqueira et al. (2001a), que foram mais elevadas do que
as encontradas por Silva et al. (2016b), podem ser atribuidas a alta suscetibilidade das populagcfes
do seu estudo, sobretudo a populagdo considerada padrdo de suscetibilidade. Em contrapartida,
maiores razdes de resisténcia teriam sido encontradas se, de fato, houvesse uma populacdo padréo
de suscetibilidade no estudo de Silva et al. 2016 e no presente estudo. Contudo, as informag0es

contidas aqui demonstram um cenario preocupante quanto a utilizacdo de cloridrato de cartape no
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controle de T. absoluta e que medidas proativas precisam ser adotadas para que ndo haja o
agravamento dessa problemaética.

Ja para clorfenapir, razdes de resisténcia significantes foram encontradas entre todas as
populagdes testadas, contudo as populacdes de Gameleira | e Mogi-mirim merecem maior destaque
com razdes de resisténcia de 263,90 e 315,45 vezes, respectivamente. Embora o clorfenpir venha
sendo utilizado no Brasil desde os anos 2000, Silva et al. (2016b) encontraram valores muito abaixo
dos que foram encontrados aqui, 0 que sugeria que as populacgdes utilizadas estariam sensiveis a este
inseticida. Contudo, devido a baixa eficacia dos outros inseticidas utilizados para o controle da traca-
do-tomateiro, houve um aumento na utilizacdo do clorfenapir o que pode ter contribuido para o
reducdo da suscetibilidade das populagdes utilizadas no presente estudo. Relatos de falhas de
controle no controle da traga-do-tomateiro tem sido cada vez mais recorrentes nos ultimos anos e
niveis resisténcia preocupantes tem sido detectadas aos mais variados grupos quimicos, tais como:
avermectinas piretroides, organofosforados, nereistoxinas, reguladores de crescimento e mais
recentemente espinosinas e diamidas (Branco et al. 2001, Siqueira et al. 2001a, Siqueira et al. 2001b,
Siqueira et al. 2003, Silva et al. 2015, Campos et al. 2015b, Silva et al. 20164, Silva et al. 2016b).
Contudo, pouca importancia tem sido dada a evolucdo da resisténcia de T. absoluta aos inseticidas
empregados para o seu controle, sobretudo cloridrato de cartape e clorfenapir.

Diante dos resultados obtidos, se alguma medida proativa ndo for tomada, a resisténcia a esses
dois inseticidas tende a agravar e os produtos podem tornar-se totalmente ineficazes no futuro. Além
disso, outros estudos do ponto de vista genético e metabdlico podem ser Gteis para o esclarecimento
de como essa resisténcia se comporta em campo, e, dessa forma, desenvolver um manejo da

resisténcia eficaz para que esse fendmeno seja retardado ou até mesmo revertido.
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Tabela 1. Mortalidade no segundo instar larval de Tuta absoluta a dose recomendada de

cloridrato de cartape

Regiéo Populacéo Mortalidade (%) +EP
Sudeste Mogi-mirim 100
Sul Pelotas 97,92+2,07
Centro-oeste Brasilia 50,22+8,21
Nordeste Jodo Dourado | 51,55+4,30
Joédo Dourado 111 49,54+5 54
Gameleira | 54,81+7,93
Gameleira Il 31,61+3,46
Pesqueira 88,08+3,68
Lagoa grande 47,92+5,44
América dourada 52,67+5,77
Guaraciaba 100
Bezerros 64,61+6,32
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Tabela 2. Mortalidade no segundo instar larval de Tuta absoluta a dose recomendada de

clorfenapir
Regiéo Populacéo Mortalidade (%) +EP

Sudeste Mogi-mirim 74,00+2,67

Sul Pelotas 100

Centro-oeste Brasilia 100
Nordeste Jodo Dourado | 90,01+3,53
Joédo Dourado 111 85,67+3,94
Gameleira | 89,38+3,75
Gameleira Il 55,78+4,79

Pesqueira 100

Lagoa grande 100
América dourada 81,80+6,02

Guaraciaba 100

Bezerros 100
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Tabela 3. Resisténcia no segundo instar larval de Tuta absoluta a cloridrato de cartape. Temperatura: 25 + 1°C; U.R. 65 + 5% e 12

h fotofase.
Populagéo N2 Slope + SEP CLso (LC95%)° CLos (LC95%)° v2(GL)¢ RRso (LC95%) ¢
Pelotas 344  1,78+0,27 3,01(1,85-4,16) 25,32(17,40-46,46) 2,23 (7) 1,0(0,58-1,73)
Jodo dourado | 339  1,57#0,15 6,90(5,31-8,82) 76,85 (51,07-135,00) 6,11 (7) 2,29(1,44-3,64)*
Brasilia 367  1,16%0,13 11,61(7,29-16,72) 302,82(179,72-648,86) 3,58(7) 3,85(2,19-6,77)*
Bezerros 353  1,4440,17 48,84(26,84-75,27) 675,87(396,71-1572,53) 7,21(7) 16,22(9,25-28,41)*
Pesqueira 348  1,71%0,17 49,77(35,69-67,19) 454,37(603,70-3113,25) 8,03(7) 16,52(10,47-26,08)*
Guaraciaba 248  2,82+0,42 86,98(64,36- 110,64) 581,62(384,13- 1181,23) 1,68 (6) 28,88(18,09-46,10)*
Gameleira | 367  2,06%0,23 127,05(85,02-176,79) 796,39(504,55-1706,24) 11,59 (8) 42,18(26,60-66,86)*
Jodo Dourado Il 355  1,46%0,16 196,14(140,45-264,56) 2624,43(1605,02-5412,20)  3,03(7) 65,11(39,54-107,22)*
Mogi mirim 252 1,47+0,17 271,41(204,6- 372,13) 3579,65(1984,40-8793,58) 3,87 (5) 90,10(55,32-146,74)*
América Dourada 369  1,68+0,15 338,46(267,77-425,32) 3217,74(2200-5364,71) 3,85(7) 112,36 (71,53-176,49)*
Lagoa Grande 361  1,774#0,31 517,76(276,58-753,37) 4404,22(2895,02-9260,01)  3,30(7) 171,88(93,89-314,67)*
Gameleira Il 269  2,25+0,23  1617,90(1317,21-1990,18)  8733,40(6232,50-14055) 4,67(5)  537,09(346,36-832,85)*

aN(mero de larvas.  erro padrdo. ¢ mg a.i/L e limites de confianca a 95%. “Qui-quadrado e grau de liberdade. RR é a razdo de toxicidade calculada

pelo método de Robertson et al. (2017). * Razéo de resisténcia significante quando o limite de confianga ndo inclui o nimero 1.
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Tabela 4. Resisténcia no segundo instar larval de Tuta absoluta a clorfenapir. Temperatura: 25 + 1°C; U.R. 65+ 5% e 12 h

fotofase.
Populago N2 Slope+SE®  CLs (LC95%)° CLos (LC95%)° y2(GL)" RRso (LC95%) ¢
Pelotas 402  1,61+0,13 0,18(0,14-0,22) 1,89(1,29-3,13) 5,96(7) 1,00(0,73- 1,38)
Bezerros 382  1,08+0,11 0,36(0,21- 0,59) 12,01(4,98-57,65) 12,25(7) 2,00(1,19-2,91)*
Pesqueira 360 1,68+0,27 0,44(0,24-0,63) 4,20(2,84-8,12) 0,66(7) 2,44 (1,47-4,06)*
Jodo dourado | 362  2,81+0,41 2,28(1,71 -2,86) 8,81(6,56-14,04) 2,34(7) 12,71(9,09-17,79)*
Brasilia 296  2,54+0,30 2,53(2,05-3,09) 11,24(8,19-18,05) 3,90(6) 14,09(10,40-19,10)*
América Dourada 369  1,75%0,18 2,94(2,04-4,02) 25,76(16,03-54,96) 8,36(7) 16,39(11,69-22,99)*
Lagoa Grande 290  2,14+0,23 3,55(2,82-4,40) 20,83(14,76-34,15) 1,54(8) 19,75 (14,41-27,09)*
Gameleira 11 304 1,50+0,15 7,38(5,34-9,87) 92,22(59,64-168,45) 6,51(7) 41,11(28,10-60,16)*
Jodo Dourado Il 361  2,18%0,29 8,25(5,62-11,07) 46,90(33,12-78,36) 1,87(7) 45,94(30,79-68,53)*
Gameleira | 296  1,51#0,15 47,39(36,30-63,59) 578,59(339,63-1250,95)  5,69(6) 263,90(184,28-377,92)*
Mogi Mirim 303  1,08+0,16 56,65(37,27- 91,68) 1856,71(718,05- 10102,55)  5,42(6) 315,45 (192,90- 515,84)*

aN(mero de larvas. ® erro padrdo. ¢ mg a.i/L e limite de confianca a 95%. %Qui-quadrado e grau de liberdade. RR ¢ a razio de toxicidade calculada

pelo método de Robertson et al. (2017). * Razéo de resisténcia significante quando o limite de confianca néo inclui o nimero 1.
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CAPITULO 3
RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A
CLORFENAPIR: CARACTERIZACAO GENETICA, PERFIL DE RESISTENCIA CRUZADA

E METABOLISMO!?

PaoLo A. F. SiLvA

2Departamento de Agronomia — Programa de Pds-graduagio em Entomologia Agricola,

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois irmaos,

52171-900, Recife, PE, Brasil.

ISilva, P.A.F. Resisténcia de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) a clorfenapir:
caracterizacdo genetica, perfil de resisténcia cruzada e metabolismo. Artigo a ser submetido.
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RESUMO - Tuta absoluta (Meyrick) é uma praga importante do tomateiro no Brasil € no mundo.
Sua ocorréncia pode estar associada a sua adaptabilidade e ao seu alto potencial reprodutivo. Por
outro lado, fatores genéticos, bem como o metabolismo também podem contribuir para a evolugédo
da resisténcia e ineficiéncia de inseticidas no controle desta praga. O objetivo deste trabalho foi: (i)
caracterizar a heranca da resisténcia a clorfenapir; (ii) determinar o perfil de resiténcia cruzada; (iii)
averiguar a possibilidade de envolvimento enzimético pelo uso de sinergistas; (iv) determinar a
atividade enzimaética especifica da populacao resistente e suscetivel. Para isso: (i) apds 21 ciclos de
selecdo, foram obtidas curvas de concentracdo-mortalidade para as populacgdes parentais (BZR-Sus
e MGM-Sel), progénies (F1 e F1") obtidas dos cruzamentos reciprocos e retrocruzamento (F2); (ii)
Curvas concentracdo-resposta foram obtidas para os inseticidas atualmente recomendados para o
controle da traca-do-tomateiro; (iii) Os sinergistas TPP, DEM e PBO foram utilizados para
investigar o envolvimento enzimatico na resisténcia a clorfenapir; (iv) Substratos especificos foram
utilizados para determinar a atividade especificas de monoxigenases, glutationa S-transferases e
esterases. Os resultados indicam que a resisténcia de T. absoluta a clorfenapir é autossémica,
completamente dominante e polifatorial. Além disso, nossos resultados de dominancia efetiva
mostram que essa resisténcia é funcionalmente dominante a partir de 10 mg/L de clorfenapir. Os
estudos de resisténcia cruzada apontam que o possivel mecanismo envolvido na resisténcia é o
metabolico com provavel envolvimento de monoxigenases dependentes de citocromos p450,

podendo desempenhar um papel importante na evolugdo dessa resisténcia.

PALAVRAS-CHAVE: Dominéncia, controle quimico, traga-do-tomateiro, pirroles.
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RESISTANCE OF Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO
CHLORPHENAPYR: GENETIC CHARACTERIZATION AND PROFILE OF CROSS
RESISTANCE AND METABOLISM.

ABSTRACT - Tuta absoluta (Meyrick) is an economically important pest in tomato plantations in
Brazil and worldwide. It's occurrence may be associated with its adaptability and its high
reproductive potential. On the other hand, genetic factors as well as metabolism may also contribute
to the evolution of resistance and inefficiency of insecticides recommended for the control of this
pest. The objective of this study was: (i) to characterize the inheritance of resistance to chlorfenapyr;
(if) determine the cross-resistance profile; (iii) to investigate the possibility of enzymatic
involvement by the use of synergists; (iv) determine the specific enzymatic activity of the resistant
and susceptible population. To this: (i) after 21 selection cycles, Concentration-response curves
were obtained from reciprocal crosses (F1 and F1 ') and backcrossing (F2); (ii) Concentration-
response curves were obtained for the insecticides currently recommended for the control of the
tomato moth; (iii) TPP, DEM and PBO synergists were used to investigate the enzymatic
involvement in resistance to chlorfenapyr; (iv) Specific substrates were used to determine the
specific activity of monoxigenases, glutathione and esterases. The results indicate that the resistance
of T. absoluta to chlorfenapyr is autosomal, completely dominant and monogenic. In addition, our
results of effective dominance show that this resistance varies from functionally dominant and tends
to be functionally recessive. Cross-resistance studies indicate that the possible mechanism involved
in resistance is the metabolic so much that enzymatic assays indicate that monoxigenases seem to

play an important role in the evolution of this resistance.

KEY WORDS: Dominance, chemical control, tomato moth, pyrroles
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Introducéo

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), é considerada uma
das pragas de maior importancia econdmica em todo o mundo e tem ocasionado prejuizos
consideraveis em cultivos de tomate no Brasil. Um dos principais problemas para o seu controle é a
adaptabilidade e o seu alto potencial reprodutivo, o que permite surtos populacionais muitas vezes
incontrolaveis (Tropea Garzia et al. 2012). Dentre as medidas utilizadas no controle desta praga, 0
método quimico ainda é o mais utilizado (Guedes & Picanco 2012). Embora aplicagdes sistematicas
de inseticidas sejam realizadas, muitas vezes o controle de T. absoluta torna-se ineficiente em campo.
Um dos fatores que provavelmente estd associadoa a essa ineficiéncia é a evolugdo da resisténcia.
Até o presente momento foi detectada resisténcia da traga-do-tomateiro a 15 compostos diferentes
(APRD 2019). Em trabalhos desenvolvidos no Brasil, observou-se que algumas populacdes de T.
absoluta eram resistentes a Vvarios grupos quimicos como: organofosforados, piretroides,
avermectinas, cartap, diamidas antranilicas e do acido fitalico e espinosinas (Siqueira et al. 2001a,
Silva et al. 2015, Campos et al. 2015b, Silva et al. 2016a). Mais recentemente, niveis consideraveis
de resisténcia ao inseticida clorfenapir também foram detectados em populages brasileiras de traca-
do-tomateiro (Silva 2019 capitulo 2).

A molécula clorfenapir é um pré-inseticida e ndo possui acdo toxica em sua forma inicial.
Contudo, apds entrar nas células dos artropodes, é convertido na sua forma ativa por agdo de enzimas
monoxigenases dependentes de citocromo P450 (Hunt & Treacy 1998). O clorfenapir ativado
deposita-se entre as membranas da mitocondria, expulsando os ions de H+ da mesma (Black et al.
1994). Por ndo acumular prétons suficientes na regido intermembranar da mitocdndria, ocorre a
paralisacdo da fosforilacdo oxidativa e, dessa forma, o difosfato de adenosina (ADP) ndo é
convertido em trifosfato de adenosina (ATP). Sem ATP, as células param de funcionar, o que leva

0s insetos a morte. A absorcao de clorfenapir pode ocorrer por ingestao, contudo ha também absor¢éo
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por contato. Em plantas, ndo hé acéo sistémica, porém ha uma excelente acao translaminar (Dekeyser
2005).

O conhecimento da genética e dos mecanismos envolvidos na resisténcia a pesticidas, pode ser
fundamental para um manejo bem sucedido (Balasubramani et al. 2008). Além disso, pode fornecer
subsidios para estudos ecoldgicos da dindmica de resisténcia (Rizzieri et al. 1988) e contribuir de
forma proativa para elaboragdo de um manejo de resisténcia mais preciso. Conhecer o perfil de
resisténcia cruzada também é crucial para o sucesso de manejo da resisténcia a um determinado
inseticida (Stumpf & Nauen 2001). Além disso, esse conhecimento pode servir de indicativo do
mecanismo envolvido na resisténcia. Neste contexto, a rotacdo de inseticidas é de suma importancia
em um programa de manejo da resisténcia (Georghiou & Taylor 1977) e o conhecimento do perfil
da resisténcia cruzada pode contribuir amplamente para a recomendacao de produtos alternativos ao
clorfenapir.

Os mecanismos pelos quais 0s insetos sobrevivem aos inseticidas envolvem a reducdo da
penetracdo, diminuicdo da sensibilidade no sitio de acdo e destoxificacdo enzimatica, no entanto,
estes mecanismos podem agir tanto de forma isolada como em conjunto e, dessa forma, conferir altos
niveis de resisténcia a varias classes de inseticidas (Hemingway 2000, Hemingway et al. 2004).
Contudo, o metabolismo por acdo de esterases, glutationa S-transferases (GST) e monoxigenases
dependentes do citocromo P450 é o mecanismo mais comum associado a resisténcia (Li et al. 2006,
Bass & Field 2011) e, na maioria dos casos de resisténcia a inseticidas, é possivel observar alteracdes
na quantificacdo dessas enzimas quando esta é comparada a popula¢des mais sensiveis (Brown &
Brogdon 1987, Hemingway 1989, Hemingway 1995).

InformacgBes a respeito desse mecanismo associado a resisténcia da traga-do-tomateiro a
clorfenapir ainda sdo desconhecidos e merecem maior atencdo, sobretudo quando o objetivo é

prolongar a vida util de um composto ainda considerado eficiente no controle desta praga. Além
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disso, processos metabdlicos podem contribuir para tornar um composto menos toxico ou reduzir
por completo a sua toxicidade sendo eliminado do corpo do inseto por excrecdo (Conyers et al.
1998). Os sinergistas, por serem inibidores enziméticos, podem servir como indicativos dos possiveis
mecanismos metabolicos envolvidos em uma determinada resisténcia (Philogene 1993). Entretanto,
0 uso de um substrato especifico pode esclarecer melhor o envolvimento de uma enzima
destoxificativa na resisténcia por envolver uma atividade especifica (Khambay & Jewess 2005).
Neste contexto, a associacdo dessas informac6es pode contribuir de forma majoritaria para o
aumento do tempo de vida de um inseticida. Contudo, informacdes a respeito de como se comporta
a resisténcia a clorfenapir genética e metabolicamente ainda séo inexistentes para traga-do-tomateiro.
Aqui, investigou-se 0 modo de heranga em uma populacdo de T. absoluta resistente a clorfenapir.
Neste contexto, buscou-se entender se a resisténcia era autossomal ou ligada ao sexo; dominante ou
recessiva; monogénica ou poligénica, assim como determinar uma concentracdo discriminatoria
capaz de distinguir os fenotipos suscetiveis dos resistentes para utilizacdo pratica e proativa da
resisténcia. InvestigacGes sobre os padrdes de resisténcia cruzada dos inseticidas recomendados para
o controle da T. absoluta também foram realizados e buscou-se esclarecer qual o sistema enzimatico
envolvido na resisténcia a clorfenapir entre os fenétipos suscetivel (BZR-Sus) e resistente (MGM-
Sel) da traca-do-tomateiro. Para isso, foram conduzidos ensaios com sinergistas, € ensaios
enzimaticos utilizando sustratos especificos das enzimas esterases, glutationa S-tranferase e
monoxigenases. O nivel de resisténcia para este estudo foi de aproximadamente 100 vezes apés 21

ciclos de pressao de selecéo artificial com clorfenapir.

Material e Métodos
Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Interacfes Inseto-Toxicos do Departamento

de Agronomia da Area de Fitossanidade da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
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Foram utilizadas duas populagdes de T. absoluta para este estudo. As populagdes foram provenientes
das regides do Sudeste (Mogi Mirim-SP) e Nordeste brasileiro (Bezerros-PE). Os bioensaios foram
conduzidos em camaras de germinacao do tipo B.O.D., sob condigdes constantes de temperatura de
25 = 1°C e umidade relativa de 75 = 5%, com fotofase de 12 horas.

Obtencdo, Selecdo e Manutencéo das Populacbes. A populacéo sucetivel BZR-Sus vinha sendo
mantida em laborat6rio na auséncia de pressao de selecdo h& mais de cinquenta geracdes e foi tomada
como populacdo referéncia de suscetibilidade a clorfenapir (Silva 2019 capitulo 2). A populagdo
resistente MGM-Sel foi obtida através da selecdo artificial com o inseticida clorfenapir sob condi¢des
laboratoriais, a partir de uma populacédo coletada na cultura do tomate na cidade de Mogi Mirim, S&o
Paulo no ano de 2016. A selecdo foi iniciada utilizando o limite superior da CL3o (40 mg/L) obtida
no bioensaio de concentracdo-resposta na geracdo F1 da populacdo de Mogi Mirim (Silva 2019
capitulo 2). A partir dai, concentracdes crescentes de clorfenapir foram utilizadas em 21 ciclos de
selecdo, a partir da terceira geracdo, a concentracdo de 80 mg/L foi mantida, sobretudo devido a
reducao na oviposicdo observada ap0s a exposicdo ao inseticida. Os individuos sobreviventes a cada
ciclo de selecdo foram alimentados com folhas de tomate da cultivar Santa Clara para a obtencdo de
individuos resistentes. As folhas contendo larvas de traca-do-tomateiro foram colocadas em gaiolas
de madeira e tela anti-afidio de 40 x 40 x 40 cm de dimensdo. As folhas de tomateiro utilizadas nesse
estudo foram cultivadas em casa de vegetagédo, sem tratamento com inseticidas, e os adultos foram
alimentados com uma solucéo de mel a 10%.

Bioensaios de Concentragdo-Resposta. Para os bioensaios de concentracdo-resposta foi utilizada
de sete a quatorze concentracgdes seriadas, baseadas em testes preliminares para cada populagdo. Os
foliolos de tomate da cultivar Santa Clara foram imersos nas concentragdes pré-definidas em ensaios
preliminares de clorfenapir e o controle foi composto por 4gua + adjuvante. Em todos os tratamentos,

inclusive o controle, foi utilizado o adjuvante Triton X-100 na concentracdo de 0,01%. Apos o
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tratamento, as folhas foram colocadas para secar e posteriormente foram acondicionadas em placas
de Petri de 9 cm de didmetro por 2 cm de altura. Em cada placa foram colocadas 10 a 12 larvas de
2° instar. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com duas repeti¢des. As placas
de Petri foram colocadas em camaras BOD (T 25 + 2°C, UR 65 + 5%; 12h C :12h E). A mortalidade
foi avaliada ap6s 48 horas e os insetos foram considerados mortos quando ndo apresentaram
mobilidade de pelo menos metade do comprimento do seu corpo ao ser tocados com um pincel de
cerdas macias. Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit utilizando o programa
POLO PLUS (LeOra Software 2005). As razdes de toxicidade e seus respectivos limites de confianca
a 95% foram calculados utilizando o mesmo software supracitado.

Heranca da Resisténcia a Clorfenapir. Inicialmente, a resisténcia de T. absoluta a clorfenapir foi
caracterizada através de bioensaios de concentragdo-resposta utilizando de sete a dez concentraces
de clorfenapir para as populagfes BZR-Sus e MGM-Sel. Os dados de mortalidade para as duas
linhagens foram submetidos a analise de Probit através do programa POLO-PLUS.

Para o estudo da heranca da resisténcia, larvas de 4° instar das linhagens suscetivel e resistente
foram sexadas e mantidas separadamente em gaiolas de acrilico e alimentadas com folhas de tomate
da variedade Santa Clara até a fase de pupa. Apds a emergéncia, cruzamentos reciprocos entre 50
casais (MGM-Sel @ x BZR-Sus & e MGM-Sel & x BZR-Sus Q) foram realizados em gaiolas
separadas para o acasalamento, definidas como progénies F1 e F1', respectivamente. Larvas destes
cruzamentos foram submetidas a bioensaios de concentragdo-resposta a clorfenapir para estimativa
dos valores de CLso. A possibilidade da resisténcia a clorfenapir ser autossomal foi verificada em
teste de igualdade por comparacao dos resultados obtidos nos cruzamentos reciprocos. O grau médio
de dominéncia da resisténcia foi calculado utilizando os valores obtidos de CLso das progénies F1 e

F1' e as CLso das linhagens parentais, utilizando a formula adaptada de Stone (1968):
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D - 2 * Log(CL50F1) — Log(CL50RR) — Log(CL50SS)
B Log (CL50RR) — Log(CL50SS)

A variancia da dominancia foi calculada pela férmula adaptada de Lehmann (1966):

4 1 (Log CL50F1 — LogCL50ss)? 1
(LogCL50ss — LogCL50RR)? * [ (slope da F1)2 ~ (Log CL50RR — LogCL50ss)? " (slope da RR)?

Var(D) =

(Log CL50F1 — LogCL50RR)? 1
(Log CL50RR — LogCL50s5)? " (slope da ss)?

O numero de genes envolvidos na resisténcia foi estimado por retrocruzamentos da progénie
Flagrupado (30 machos e 30 fémeas virgens) com o parental suscetivel (30 machos e 30 fémeas
virgens), aquele mais distinto da propria Flagrupado (TSukamoto 1983, Roush & Daly 1990). Para
avaliar se a heranca da resisténcia de T. absoluta a clorfenapir era monogénica ou poligénica,
bioensaio de concentracdo-resposta foi realizado utilizando a progénie F2 obtida do retrocruzamento.
Os resultados foram comparados por teste direto entre os dados de mortalidade observados e
esperados do retrocruzamento. A mortalidade esperada do retrocruzamento para cada concentracao

foi calculada pela formula adaptada de Tabashnik (1991):

Mortalidade esperada = 0,5 * {(%)mortalidade ri ng gose x + (%) mortalidade pgrental distinto na dose x

Sendo a mortalidade da F1 e do parental calculados na mesma concentragéo (Preisler et al.
1990, Tabashnik 1991, Tabashnik et al. 1992).
O ndmero minimo de genes que influenciam a resisténcia foi obtido através da formula

adaptada de Lande (1981):

) (LogCL50RR — LogCL50ss)?
Numero de genes = 1 1 1 1

8.[2 (Slope do retrocruzamento)? 2. (Slope do Flpooled)? — 2. (Slope do ss)? 2. (Slope do RR)Z]
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Dominancia em Funcdo da Concentracdo e Determinacdo da Concentragdo Discriminatoria
Aplicada. Neste estudo, dez a doze larvas de segundo instar, por repeticdo e por concentracdo de
clorfenapir, foram utilizadas das populagfes de BZR-Sus, MGM-Sel e do Flagrupado. Cinco
concentracdes foram determinadas 0,1; 0,3; 0,6; 1,25; 2,5 e 5 mg de clorfenapir de acordo com 0s
bioensaios prévios. Os bioensaios foram conduzidos utilizando os mesmos procedimentos usados
nos ensaios concentracdo-mortalidade descritos anteriormente. O controle foi apenas agua +
adjuvante e a mortalidade foi avaliada 48 h apds a exposic¢do das larvas ao inseticida.

Perfil de Resisténcia Cruzada. Para este experimento foram utilizados os mesmos métodos de
bioensaio descritos anteriormente. Os inseticidas utilizados para estabelecer o perfil de resisténcia
cruzada com clorfenapir foram abamectina, clorantraniliprole, espinetoram, indoxacarbe,
metoxifenozida e cipermetrina. Estes inseticidas foram utilizados por serem recomendados para o
controle de T. absoluta pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA (Agrofit
2019). O acaricida fenpiroximato, embora ndo seja recomendado para traca-do-tomateiro, também
foi utilizado por pertencer ao grupo dos inibidores de transporte de elétrons do complexo
mitocondrial 1 com o objetivo de investigar uma possivel resisténcia cruzada por possuirem modos
de acdo proximos.

Ensaios de Sinergismo. Nesse experimento foram utilizados os inibidores enzimaticos dietil
maleato (DEM), but6xido de piperonila (PBO) e trifenil fosfato (TPP). Larvas de segundo instar das
populagdes BZR-Sus e MGM-Sel foram previamente tratadas topicamente (0,2 pL/larva) com
concentracgdes de 0,05; 0,05 e 0,1 mg/mL de DEM, PBO e TPP, respectivamente, antes de expor as
larvas ao clorfenapir. Os tratamentos foram: apenas clorfenapir, clorfenapir + DEM, clorfenapir +

PBO e clorfenapir + TPP. Os métodos de bioensaios utilizados foram os mesmos descritos
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anteriormente. Todos os sinergistas utilizados foram dissolvidos em acetona e o controle foi
composto por 4gua+ adjuvante + sinergista.

Extracdo de Amostras para Analise Enzimatica. Para o ensaio enzimatico de esterases e glutationa
S-tranferases, 20 larvas de 3° instar foram coletadas e tranferidas para tubos de microcentrifuga em
triplicata para cada populagdo. As amostras foram homogeinizadas em 500 pL tampdo fosfato (0,02
M, pH 7,2) para esterases e tampédo fosfato (0,1 M, pH 6,5) para glutationa S-transferases usando o
homogeinizador Potter-Elvehjem. Os homogenados foram centrifugados (Eppendorf 5810R,
Eppendorf®, Hamburg, Germany) a 15.000 g e 4°C por 15 min. Os sobrenadantes foram retirados e
armazenados a -20 °C. Para os ensaios de monoxigenases dependentes do citocromo P450, as
amostras foram homogeinizadas em 500 uL de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,5) + glicerol a 20%. Em
seguida os homogenados foram centrifugados a 15.000g e 4 C° por 20 min. A quantificacdo de
proteina foi determinada pelo método do acido binciconinico usando albumina de soro bovino (BSA)
como padréo (Smith et al. 1985).

Ensaio de Esterase. A atividade de esterases foi medida pelo método adaptado de Van Asperen
(1962). Solucdes estoques (250 mM) dos substratos o-naftil acetato e [B-naftil acetato foram
preparados em acetona. Para cada reacdo, 2 pL do estoque de a-naftil acetato, 10 L de amostra
diluida em 1:100 e 188 pL de tampéo fosfato de sodio (0,02 M, pH 7,2) foram utilizados por poco
da microplaca. O mesmo procedimento foi utilizado para analise de esterase utilizando B-naftill
acetato como substrato. As amostras foram incubadas a 30°C por 15 min e foi parada utilizando 33,2
pL de FAST Blue B 0,3% em 3,5% de SDS. A Absorbéancia foi lida a 600 e 555nm em leitora de
microplaca (Synergy H1, Multi-Moder, BioTek®, USA) para o-naftil e B-naftill, respectivamente.

Cada amostra foi analisada em triplicata totalizando nove repeticdes. A curva padréo foi preparada
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para a-naphtol e B-naphtol. A atividade de esterase foi expressa em mMol naftol x min™t x mg de
proteina ™.

Ensaio de Glutationa S-transferase. A atividade de conjugacdo de glutationa reduzida foi
determinada usando o substrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) que, na presenca de glutationa
S-tranferase forma 2,4-dinitrofenil-S-glutationa (Habig et al. 1974). A solucdo de CDNB (150 mM)
foi preparada em etanol e a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em tampéo fosfato de sddio
(0,AM, pH 6,5). Para cada reacdo, 138 uL de tampéo fosfato de sodio (0,1M, pH 6,5), 10 pL de
amostra 1:1, e 150 pL de glutationa reduzida (10 mM) foram misturados e incubados em banho
Maria a 30°C por 5 min. Em seguida 2 pL de CDNB (150 mM) foi adicionado a reacdo. A formacéo
de 2,4-dinitrofenil-S-glutationa foi imediatamente lida a 340 nm usando a leitora de placa (Synergy
H1, Multi-Moder, BioTek®, USA). A reacdo foi analisada por cinco minutos com intervalos de
leitura de 15 segundos. Cada amostra foi analisada em triplicata totalizando nove repeticdes. Os
dados de absorbancia foram analisados em func¢édo do tempo de reacdo apds a adicdo de CDNB. A
inclinacdo da reta (absorbancia/min) foi transformada usando o coeficiente de extincdo do CDNB
(9.6 MM .cm™), sendo expressa em concentragdo (umoles de GS-DNB/min/mg de proteina).
Ensaios de Monooxigenases Dependentes do Citocromo P450 (O-desmetilase). A atividade de
citocromo P450 foi determinada pela utlizacéo o substrato p-nitroanisol (O2N-C6H4—-O—-CH3) que
produz nitrofenol. A reacdo foi iniciada misturando 178,8 uL de tampé&o fosfato (0,1M, pH 7,5) +
glicerol a 20%, 56,2 pL de amostra diluida 1:20, 2,5 uL de p-nitroanisole (150 mM em etanol) e 12,5
puL de NADPH reduzida (9,6 mM) em cada pogo da microplaca e nessa ordem. A mistura foi
incubada por 15 min a 37°C com 10 pL de HCI (1M) adicionados ao final da incubagéo para parar a
reacdo. Cada amostra foi analisada em triplicata. A atividade de citocromo P450 por amostra foi
determinada com base na curva padrdo para p-nitrofenol e expressa em pMol p-nitrofenol x min= x

mg de proteinat.
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Anélise Estatistica. Os dados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a anélise de Probit
utilizando o programa POLO Plus (LeOra-Software 2005) obtendo-se a partir dai suas respectivas
CLso, CLose limites de confianca a 95% de probabilidade, bem como o coeficiente angular das curvas
e erros padrdes. O teste de igualdade para comparar as progénies F1 e F1' foi realizado com o auxilio
do mesmo software. As mortalidades observadas nos tratamentos inseticidas foram corrigidas pela
mortalidade do controle pelo método de Abbott (1925). As razBes de resisténcia também foram
calculadas utilizando o software POLO Plus e considerados significativas quando o limite de
confianga a 95% ndo incluiu o valor 1,0 (Robertson et al. 2017). A dominancia estimada ou
dominancia relativa do fitness (h) foi calculada pela formula adaptada de Bourguet (2000):

Desempenho relativogpene.q — Desempenho relativoggz_sys

Desempenho relativoypci—sgr. — Desempenho relativogg;_sys

onde:

100 — mortalidade em uma determianda concentragdoggz_sus
100

Desempenho relativoggy_sys =

100 — mortalidade em uma determianda concentragioripoiiea
100

Desempenho relativop poiiea =

100 — mortalidade em uma determianda concentracioyoci—seL
100

Desempenho relativoypgi—sgL =

Os valores de h podem variar de 0 a 1, onde 1 indica domindncia completa, 0,5 indica
codominancia e 0 indica recessividade completa. Para estimar se a heranca da resisténcia de T.
absoluta a clorfenapir era monofatorial ou polifatorial, as respostas esperadas e observadas da
progénie F2 foram comparados através do teste do 2.

Diferencas entre as medias de atividade de esterases, glutationa S-transferases e

monooxigenases dependentes de citocromo P450 entre as populacbes suscetivel (BZR-Sus) e
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resistente (MGM-Sel) foram submetidas a anélise de variancia utilizando software estatistico (SAS
Institute 2001)
Resultados

Heranca da Resisténcia a Clorfenapir. As CLso estimadas para as popula¢des BZR-Sus e MGM-
Sel foram de 0,098 e 9,46 mg/L de clorfenapir, respectivamente (Tabela 1). A razéo de resisténcia,
baseada na CLso, foi de 96,60 vezes. A hipotese de igualdade das respostas a clorfenapir para as
progénies F1 e F1’ obtidas a partir dos cruzamentos reciprocos entre as linhagens BZR-Sus e MGM-
Sel ndo foi rejeitada (y>= 5,04; GL= 2; P > 0,05) (Tabela 1). Os limites de confianga das CLso
sobrepuseram. Contudo, a igualdade dos coeficientes angulares estimados para as progénies F1 e
F1 foi rejeitada (y°= 3,86; GL=1; P = 0,049). Estes resultados, sobretudo a sobreposicao dos limites
de confianga das CLso das progénies hibridas permitem concluir que a resisténcia de T. absoluta a
clorfenapir é autossomal, ou seja, ndo existe efeito maternal (Uyenoyama 1986, Roush & Daly 1990).

A resposta a clorfenapir das progénies reciprocas foi mais préxima da populacdo MGM-Sel, o
que indica que a resisténcia de T. absoluta a clorfenapir ¢ dominante. Os graus médios de dominancia
(D) obtidos foram de 0,51 para F1 (MGM-Sel @ x BZR-Sus &) e de 0,64 para F1° (MGM-Sel & x
BZR-Sus ?). O F1 agrupado apresentou grau medio de dominéncia de 0,57 = 0,56; portanto, com
intervalo de confianca a 95% variando de (0,01 — 1,13), o que permite concluir que a resisténcia de
T. absoluta a clorfenapir varia de incompleta a completamente dominante (Tabela 1 e Fig. 1).

O modo de heranca poligénico para a resisténcia de T. absoluta a clorfenapir foi confirmado
mediante a analise pelo teste de y? das mortalidades esperadas e observadas do retrocruzamentos da
progénie F1agrupado COM 0 parental suscetivel. As mortalidades observadas nos retrocruzamentos nao
foram significativamente diferentes das mortalidades esperadas (x < 3,84; GL=1; P>0,05), exceto
para as concentragdes de 0,049; 0,391 mg/L de clorfenapir (Tabela 2 e Fig. 1). O numero efetivo de

genes (nE) foi de 0,34 = 0,15, sugerindo um modelo monofatorial.
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Dominancia em Funcdo da Concentragdo e Determinacdo da Concentragdo Discriminatoria
Aplicada. A dominancia efetiva calculada (h) mostrou ser dependente da dose utilizada (Tabela 3).
Na menor dose, correspondente a 0,1 mg/L de clorfenapir, a resisténcia foi considerada
funcionalmente dominante (h = 1). Entretanto, na maior dose utilizada deste inseticida,
correspondente a 5 mg/L, a resisténcia tendeu ser funcionalmente recessiva com o aumento das doses
(h=0,72). A dose de 2,5 mg/L de clorfenapir pode ser utilizada como discriminatéria uma vez que
ela foi capaz de separar o fendtipo suscetivel dos heterozigotos e resistentes a clorfenapir.

Perfil de Resisténcia Cruzada. A possibilidade de resisténcia cruzada foi observada quando se
comparou as populagdes BZR-Sus e MGM-Sel (Tabela 4). Abamectina apresentou uma razéo de
toxicidade de 18,33 vezes, constatando resisténcia cruzada de clorfenapir com este inseticida. Ja a
cipermetrina apresentou baixa razéo de toxicidade, mas altos valores de CLso para ambas populactes
(45,5 e 78,39mg/L para BZR-Sus e MGM-Sel, respectivamente). Este resultado pode ter ocorrido
devido a estabilidade da resisténcia de T. absoluta a este inseticida. Clorantraniliprole, espinetoram,
indoxacarbe e metoxifenozida apresentaram baixas razbes de toxicidade (2,48; 4,05; 3,55; 1,54
vezes, respectivamente) e baixos valores de CLso para ambas populagdes. O inseticida clorfenapir
apresentou uma razao de toxicidade de 72,03 vezes quando se comparou a populacdo BZR-Sus e
MGM-Sel. Ja o fenpiroximato apresentou um sensivel aumento da CLso da populacio MGM-Sel
(20,01mg/L) em relacdo a populagdo BZR-Sel (12,99 mg/L).

Ensaios de Sinergismo. Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios com os sinergistas DEM,
PBO e TPP para as popula¢des BZR-Sus e MGM-Sel de T. absoluta, assumiram o modelo de Probit
(P>0,05). A CLso da populagéo suscetivel (BZR-Sus) foi de 0,08 mg, enquanto para a populacéo
resistente (MGM-Sel) foi de 7,01 mg de clorfenapir/L. As CLso obtidas para a populacdo BZR-Sel
utilizando os sinergistas PBO, TPP e DEM + clorfenapir foram de 0,35; 0,31 e 0, 21 mg de

clorfenapir/L, respectivamente. Logo, as raz6es de sinergismo foram 0,24; 0,27 e 0,39 vezes para o
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PBO, TPP e DEM, respectivamente (Tabela 5). Embora tenha sido observado antagonismo na
presenca dos sinergistas PBO, TPP e DEM com o aumento da CLso em 4,37; 3,87 e 2,62 vezes em
relagdo a BZR-Sus este ndo foi significativo com base nos seus limites de confianga. Para a
populagdo MGM-Sel, as CLsg estimadas foram de 6,88; 5,18; e 7,56 mg de clorfenapir/L parao PBO,
TPP e DEM, respectivamente. As razdes de sinergismo foram de 1,02 vezes para PBO, 1,35 vezes
para TPP e 0,93 vezes para 0 DEM. Por outro lado, ndo foi observado sinergismo significativo para
PBO e TPP. Para 0 DEM houve antagonismo, embora este também néo tenha sido significativo com
base nos limites de confianga obtidos (Tabela 5).

Anélise Enzimética. A atividade de a-esterase para as populacdes de BZR-Sus e MGM-Sel foi de
0,087 + 0,010 e 0,082 + 0,005 pumol/min/mg de proteina, respectivamente. J& para p-esterase, a
atividade foi de 0,47 + 0,16 pmol/min/mg de proteina para a populacdo BZR-Sus e 0,34 + 0,02
pumol/min/mg de proteina para a populagdo MGM-Sel (Figura 2). Embora diferencas nimericas
tenham sido encontradas, ndo houve diferenca significativa na atividade tanto de o quanto de p-
esterases entre as populagdes suscetivel e resistente de T. absoluta. (Anova, GL =1, P > 0,477) e
(Anova, GL=1, P < 0,144). A atividade de glutationa S-tranferases foi de 0,019 + 0,0008 e 0,019 £
0,0007 mMol/min/mg de proteina para as populacdes de BZR-Sus e MGM-Sel, respectivamente
(Figura 2). Contudo, diferencas significativas nao foram encontradas (Anova, GL=1, P > 0,952).
Para monooxigenases diferencas significativas foram encontradas quando se comparou as
populacOes sensivel e resistente de tragca-do-tomateiro (Anova, GL=1, P < 0.0001). Os valores para
BZR-Sus foi de 0,06+ 0,01umol/min/mg de proteina. J& para a populacdo MGM-Sel a atividade de

monoxigenases foi de 0,01+ 0,001 pmol/min/mg de proteina (Fig. 2).
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Discusséo

Clorfenapir € um inseticida/acaricida muito utilizado no controle de pragas agricolas, incluindo
a T. absoluta (Agrofit 2019). No entanto, seu uso recente em excesso levou populacdes de traga-do-
tomateiro a niveis preocupantes de resisténcia aqui relatados (Silva 2019 capitulo 2). Outros casos
de resisténcia a clorfenapir foram relatados nas espécies Spodoptera litura (Fabricius) (Ahmad &
Mehmood 2015), Helicoverpa armigera (Hubner) (Gunning & Moores 2002, Ahmad et al. 2003),
Plutella xylostella (Linnaeus) (Zhi 2004), Tetranychus urticae (Koch) (Uesugi 2002, Van Leeuwen
et al. 2005) e Oxycarenus hyalinipennis (Costa) (Ullah et al. 2016). Contudo, a genética da
resisténcia a clorfenapir foi estudada apenas para as trés Ultimas espécies supracitadas (Uesugi 2002,
Van Leeuwen et al. 2004, Zhi 2004, Ullah et al. 2016, Lima Neto & Siqueira 2017). No entanto,
estas sdo as primeiras informacdes a respeito do modo de heranga, metabolismo e perfil de resisténcia
cruzada a clorfenapir em T. absoluta.

A resisténcia de T. absoluta variou de incompletamente a totalmente dominante. Isto esta
baseado nos valores proximos de CLs, dos heterozigotos e do parental resistente (MGM-Sel) bem
como nos limites de confianca da dominancia [0,01-1,13] que incluiu o valor 1,0 (Robertson et al
2007). Contudo, a hipotese de igualdade foi rejeitada quando comparadas as curvas do F1agrupado COM
MGM-Sel. Esta plasticidade da dominancia da resistencia a clorfenapir tem sido observada em outros
casos como em populagdo de T. urticae (completamente dominante), dominancia incompleta em O.
hyalinipennis (Uesugi 2002, Ullah et al. 2016). Nao obstante, a resisténcia ao clorfenapir em outra
populagéo de T. urticae foi incompletamente recessiva (Van Leeuwen et al 2004). Adicionalmente,
este é o primeiro de caso de resisténcia dominante em T. absoluta, diferindo do padréo de dominancia
encontrado em populagOes brasileiras de T. absoluta frente a outros inseticidas como espinosinas e

diamidas (Campos et al. 2014, Silva et al. 2016). Ullah et al. (2016) afirmaram que diferentes
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padrbes genéticos da resisténcia a um inseticida especifico podem ocorrer por discrepancias nas
historias de selecdo, origem geografica das espécies, mecanismos de desintoxicacao e as espécies
examinadas. Além disso, o nivel de dominéancia ndo pode ser considerado um parametro fixo para
uma especie especifica. Sobretudo, devido a influéncia das condi¢cdes ambientais e a genética sobre
0s niveis de dominancia (Bourguet et al. 2000). Com base na dominancia efetiva, se sugere pelo
menos 5mg clorfenapir/L como dose diagndstica para diagnostico da resisténcia em populacfes de
campo.

A resisténcia de T. absoluta a clorfenapir foi autosémica, sugerindo que o fator associado a
esta esteja em outro cromossomo que ndo 0s sexuais, isto €, machos e fémeas contribuem para a
evolucdo da resisténcia de T. absoluta a clorfenapir. Esta hip6tese foi confirmada pela igualdade das
curvas entre as progénies F1 e F1” e consequentemente a sobreposicéo dos limites de confianca das
CL50 de ambas. Resisténcia em populacdes de traga-do-tomateiro a espinosinas e diamidas foram
igualmente autossémicas (Campos et al. 2014, Silva et al. 2016), bem como em outras espécies
resistentes a clorfenapir (Uesugi 2002, Ullah et al. 2016). A menor inclinacdo da linha do
retrocuzamento (F.) com relacdo aos parentais BZR-Sus e F,, bem como 0 nimero minimo de genes
(nE>0,34). Lande (1981) sugeriram que a resisténcia de T. absoluta a clorfenapir é influenciada por
um ou poucos genes. No entanto, este padréo nao ficou claro no teste direto (Tabashnik 1991), onde
observamos que as mortalidades esperadas sugeriram um modelo polifatorial que ndo diferiu das
mortalidades observadas na maioria das concentragfes. Estas inconsisténcias estdo usualmente
associadas a sele¢bes em laboratdrio, gerando resisténcias poligénicas (Oppenoorth 1984). No
entanto, divergéncias na heranca da resisténcia a clorfenapir foram relatadas em T. urticae, na qual
ambas herangas monogénicas e poligénicas foram encontradas em diferentes populacbes de T.
urticae (Uesugi 2002, Van Leeuwen et al. 2004) e poligenica em O. hyalinipennis mais recentemente

(Ullah et al. 2016).
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Perfis de resisténcias cruzadas (prote¢do a mais de um inseticida através de um mecanismo
unico) sdo ferramentas valiosas ndo somente na identificacdo de mecanismos de resisténcia
conhecidos, mas também na determinacdo do espectro de resisténcia cruzada quando um novo
mecanismo de resisténcia € identificado (Scott, 1990). Desta forma, é possivel identificar outros
inseticidas que possam ser utilizados em manejo de resisténcia a um grupo quimico ou molécula.
Embora tenham sido significantes, as resisténcias cruzadas (RR50) para cipermetrina,
clorantraniliprole, espinetoram e indoxacarbe ndo sugerem uma associagdo com um mecanismo de
resisténcia em comum (RR50 menores que 5x). Portanto, os demais e metoxifenozida podem ser
usados em rotacdo com clorfenapir. Populagdes brasileiras e de outros paises apresentam graus
elevados de resisténcia a piretroides (Silva et al 2012, Haddi et al 2012), assim n&o se recomenda a
inclusdo da cipermetrina neste caso, uma vez que as CLso de ambas populagdes foram altas. A
resisténcia cruzada de clorfenapir com abamectina ficou em evidéncia neste estudo, sugerindo a
presenca de mecanismos em comum aos dois grupos quimicos. Nicastro et al. (2013) também
indicaram possivel resisténcia cruzada entre o clorfenapir e abamectina no controle de T. urticae
corroborando com os resultados obtidos neste estudo. Desta forma, ndo é recomendado o uso de
abamectina apds o uso de clorfenapir para o controle de T. absoluta.

O sinergismo de clorfenapir em T. absoluta (MGM-Sel) revelou pouca evidéncia de
metabolismo, o esperado aumento de toxicidade pelos sinergistas ndo diferiu do tratamento sem
sinergista, nem mesmo evidéncia de antagonismo. Contrariamente, antagonismo da toxicidade de
clorfenapir na populacdo suscetivel (BZR-Sus) ocorreu com todos os sinergistas avaliados. Isto
ocasionou a reducdo das razdes de resisténcia em 4,5x; 5,2x e 2,4x para PBO, TPP e DEM,
respectivamente. Isto sugere que monooxigenases de fun¢do mista (MFO) ndo estdo sendo inibidas
em MGM-Sel por que possivelmente ndo sdo expressas ou ha uma reducdo drastica desta. Van

Leeuwen et al. (2004) e Ullah et al. (2016), sugeriram o envolvimento de esterases na resisténcia de
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T. urticae e O. hyalinipennis a clorfenapir, mas neste Gltimo foi observado um antagonismo por PBO
na populagdo resistente, sugerindo diminuicdo na ativagdo (MFOs) (Van Leeuwen et al. 2004,
Raghavendra et al. 2011) e aumento na destoxificacao (Esterase) magnificando a resisténcia, padréo
diferente dos resultados aqui encontrado. Para que a haja toxicidade de clorfenapir é preciso a sua
ativacdo por monoxigenases de funcdes mistas (Black et al. 1994). A diminuicdo da ativacdo do
clorfenapir na populacdo BZR-Sus e inalteracdo de sua toxicidade em MGM-Sel esta em acordo com
as respostas de MFOs e, portanto, reforca a hipdtese de que MGM-Sel reduz a expressao destas,
diminuindo a ativacdo do clorfenapir e consequentemente sua toxicidade. No entanto, nao fica
descartada um provavel envolvimento de esterases na resisténcia a clorfenapir, pois a resisténcia
cruzada com abamectina pode sugerir a presenca de carboxilesterases agindo como sequestrantes
(Clark et al. 1992). Houve respectivamente um leve sinergismo e antagonismo em MGM-Sel e BZR-
Sus, evidenciando possivel efeito sequestrante. Nesse contexto, T. absoluta, como alternativa para
sua sobrevivéncia, provavelmente evitou a producdo de monoxigenases impedindo a ativacdo do
produto, sequestrando-o e posteriormente, excretando-o ainda inativado do seu organismo.

Em face dos problemas de resisténcia, estratégias preventivas sdo necessarias para prolongar a
eficacia dos inseticidas utilizados no controle da T. absoluta. A caracterizacdo da resisténcia de T.
absoluta a clorfenapir podem fornecer subsidios para um manejo de resisténcia mais eficiente. Neste
ensejo, praticas como 0 monitoramento da resisténcia que podem auxiliar na manutencdo da
suscetibilidade a clorfenapir, bem como a rotacdo com produtos que ndo apresentem resisténcia
cruzada, contribuirdo para o0 manejo mais consciente da traga-do-tomateiro. No entanto, 0 mecanismo
de resisténcia a clorfenapir em T. absoluta ainda é uma incdgnita, necessitando de investigacdo para

elucidar o processo fisioldgico que ocasiona a resisténcia a clorfenapir nesta praga.
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Tabela 1. Toxicidade de clorfenapir para as populacdes suscetivel (S), Resistente (R), cruzamento reciproco F1 (3 S x @ R),

cruzamento reciproco F1° (8 R x @ S) e retrocruzamento (F1 agrupado X S) de Tuta absoluta.

Populagao/ N  2(GL)  Slope+EP  Clso (LC ss)? RRso (LCos%)? DDso + SE*
progénie

BZR-Sus 139 7,02(5) 133+025 0,098 (0,02-0,21) 1,00 (0,43~ 2,32) i

MGM-Sel 143 1,05(5) 230+044 946 (559-13,52) 96,60 (48,05~ 194,21)* -

OR x JS (F1) 114 1080(12) 1,18+019 3,05 (1,68-6.26) 31,13 (13,33-72,69)*  0,51+0,38
0S X 4R (Fr) 160 226(12) 1854030 4,13 (2,63-6,47) 4220 (20,68-86,11)* 0,64+ 0,34
F1 Agrupado 215 309(10) 157+0,18 3,57 (2,53-5,13) 36,43 (18,72 70,89y 0,57 +0,28
Fiagupado X BZR-SUs 140  439(12) 0954014 0,57 (0,28-1,07) 5,79 (2,43 — 13,80)* i

'As progénies resultaram do cruzamento reciproco e retrocruzamento; 2CL — Concentracdo letal (mg de clorfenapir/L); *Razdo de
resisténcia: razdo entre CLsp estimada entre a populacao resistente e suscetivel, e os limites de confianga de 95% da CLso foram estimados
utilizando Robertson et al. (2017). * Raz&o de resisténcia significante quando o limite de confiangagse ndo inclui o valor 1.0; *Grau de
dominancia (D = -1 quando completamente recessiva e D = 1 quando completamente dominante). n, nimero de insetos testados, GL —
Graus de liberdade, EP — Erro padréo, e y2, teste de Qui-quadrado.
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Tabela 2. Teste direto de heranga monofatorial da resisténcia a clorfenapir para Tuta absoluta,

comparando as mortalidades observada e esperada do retrocruzamento (F1agrupado X BZR-Sus).

Concentracdo (mg/L) Mortalidade observada (%) Mortalidade esperada(%) P
0,024 10 8,45 0,28
0,049 10 18,42 3,85*
0,098 20 28,93 2,77"
0,195 40 29,94 3,38™
0,391 50 35,61 5,82*

0,78 50 54,87 0,43
1,56 70 62,50 0,90
3,125 70 72,50 0,09
6,25 80 77,50 0,08
12,5 90 90,00 -
25 90 96,67 0,46"
50 100 100,00 -ns
100 100 100,00 -
200 100 100,00 -
Total - - 18.05"

" ndo siguinificativo *significativo a 5% de probabilidade baseado no teste de Qui-quadrado.
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Tabela 3. Dominancia efetiva para as populacdes suscetivel (BZR-Sus), resistente (MGM-Sel)

e progénie Fiagrupado de Tuta absoluta submetidas a diferentes concentragcdes de clorfenapir.

Concentragéo Populacédo/ n  Mortalidade (%)  Desempenho? h?
(mg/L) Progénie!

BZR-Sus 32 16,04 0,84 1,00
0,1 F1 Agrupado 30 0,00 1,00

MGM-Sel 32 0,00 1,00

BZR-Sus 33 40,05 0,60 0,75
0,3 F1 Agrupado 33 9,09 0,90

MGM-Sel 36 0,00 1,00

BZR-Sus 38 53,77 0,46 0,57
0,6 F1 Agrupado 31 22,58 0,77

MGM-Sel 31 0,00 1,00

BZR-Sus 33 90,61 0,09 0,75
1,2 F1 Agrupado 30 26,66 0,73

MGM-Sel 32 6,25 0,94

BZR-Sus 31 96,67 0,03 0,73
2,5 F1 Agrupado 30 43,33 0,57

MGM-Sel 31 22,58 0,77

BZR-Sus 30 100 0,00 0,72
5 F1 Agrupado 31 51,61 0,48

MGM-Sel 33 33,33 0,67

'BZR-Sus e MGM-Sel sdo as populagdes suscetiveis e resistentes, respectivamente; F1 agrupado COrresponde a soma dos

heterozigotos F1+F1’ obtidos do cruzamento reciproco entre os parentais. 2Desempenho em relacdo a taxa de
sobrevivéncia entre suscetivel (BZR-Sus), progénie Flagupado, € populacdo resistente (MGM-Sel). °Os valores de h
variam entre O (completamente recessivo) e 1 (completamente dominante). A resisténcia é codominante ou aditiva se 0

valor de h é 0.5, incompletamente recessiva se € entre 0 <h < 0.5, e incompletamente dominante se é 0.5 <h < 1.
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Figura 1.

Curva de concentracdo-mortalidade ao inseticida clorfenapir para as populacbes de Tuta absoluta

suscetivel (BZR-Sus), resistente (MGM-Sel), progénies F1 e F1(2R x 4SS e 2S x JR) e

mortalidades esperadas e observadas no retrocruzamento (F1agrupado X BZR-Sus).
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Tabela 4. Perfil de resisténcia cruzada a clorfenapir entre populacao suscetivel (BZR-Sus), resistente (MGM-Sel) de Tuta absoluta.

RRso
i 5o N° Slope+SE®  CLso (LC95%)° CLas (LC95%)° 2(gl)"
Inseticidas Populagio P 50 ( ) % ( ) x(al) (LCI5%) ¢
BZR-Sus 180  2,88x051 0,009 (0,007- 0,012) 0,04 (0,03-0,07) 1,75(4) 18,33
Abamectina MGM-Sel 271  347+049 0,18 (0,15 0,22) 0,53 (0,40- 0,83) 0,44(7) 55133;1%;

BZR-Sus 306 2,29+0,26 45,05 (35,73-56,50) 234,13 (164,72-390,45) 5,81(8) 1,74 (1,26-

Clpermetrina MGM-Sel 307  2,19+023 78,39 (62,16-98,44) 440,36 (309,58-725,38) 1,98(8)  2,40)*

Cloramranitioroe BZR-SUs 168 2232035 0,03 (0,02 -0,04) 0,10 (0,12-0,38) 3,64(5) 2,48 (1,50-
P MGM-Sel 165  166+0,24  0,08(0,04-0,15) 0,83 (0,38-4,76) 9,99 (6)  4,09)*
BZR-Sus 144  1,68+0,31  0,15(0,08-0,23) 1,46 (0,82-4,25) 353(5) 72,03
Clorfenapir MGM-Sel 234 2564033  11,01(8,53-13,89) 48,40 (34,56-80,91)  1,95(6) 1(522’72%'*
T BZR.Sus 167  1,93+0,32 0,03 (0,01 to 0,05) 0,20 (0,09-1,56) 757(5) 4,05 (1,70-
P MGM-Sel 160  2,04+0,70 0,12 (0,02-0,20) 0,74 (0,40-7,49) 3.88(6)  9,63)*

BZR-Sus 140 1,23+0,27 12,99 (4,14-25,16) 279,34 (122,35- 1632,97) 3,07(5) 1,54 (0,59-

Fenpiroximato \ysnicel 140 1,074016 20,01 (11,62- 35,03) 685.21(269,09- 3339,08) 4.41(5)  4,04)

Indoxacarbe BZR-Sus 295  2,18+0,37 0,06 (0,04-0,08) 0,33 (0,22-0,64) 2,35(8) 3,55 (2,00-
MGM-Sel 241  1,95:028 0,20 (0,14- 0,28) 1,44 (0,95-2,77) 2,78(6)  6,02)*
Metoxifenozida  BZR-SUS 320 1,01%011 3,73 (2,50-5,36) 156,65 (81,10-409,09)  6,82(8) 1,54 (0,81-
MGM-Sel 249  191+041 2,42 (1,09-3,63) 17,51 (11,45-4151)  235(5)  2,96)

2 NUmero total de insetos usados,  InclinagBes das curvas e erro padrdo, ¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua, ¢ i 2 teste de qui-quadrado e grau de
liberdade. ¢ Razdo de resisténcia: razo das estimativas da CLso entre a populacdo resistente e suscetivel, calculada atraves do método de Robertson et al. (2017) e
limite de confianca a 95% das estimativas da CLso. * RRsp significante se o limite de confianca ndo incluir o valor 1,0.
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Tabela 5. Sinergismo de clorfenapir em populagdes suscetivel (BZR-Sus) e resistente

(MGM-Sel) de Tuta absoluta.

Populacao Slope +
Tratamento N2 £pb LCso (LC95%)° %% GLY SRso (LC95%) ©
BZR-Sus ) 143  1,41+0,24 0,08(0,03-0,16) 8,28
Clorfenapir 1,0 (0,55-1,82)
()
125 1,43+0,23 0,35(0,19-0,79) 6,43 0,24 (0,13~
+PBO
() 0,43)
125 1,72+0,26 0,31(0,21-0,45) 1,05 0,27 (0,15
+ TPP
() 0,47)
127  1,54+0,25 0,21(0,12 - 5,32 0,39 (0,22-
+ DEM
0,36) (5) 0,70)

MGM-Sel  Clorfenapir 120 2,29+0,36 7,01(5,26- 9,62) 2,11(6) 1,0 (0,66—1,51)
95  2,11+0,37 6,88(4,90-10,14) 2,13(4) 1,02 (0,65—

+PBO
1,60)
105  1,90+0,31 5,18(3,46-7,50) 3,00(5) 1,35 (0,84

+ TPP
2,18)
92  2,38+0,43 7,56(4,38- 4,92(4) 0,93 (0,60

+ DEM
14,57) 1,43)

2 Namero total de insetos usados. ° InclinagGes das curvas e erro padrio. ¢ Miligramas de ingrediente ativo por litro de
agua. 9y 2 teste de qui-quadrado e grau de liberdade. ¢ Razo de resisténcia: razdo das estimativas da CLsp entre a
populacao resistente e suscetivel, calculada através do método de Robertson et al. (2017) e limite de confianca a 95%

das estimativas da CLso. * RRs significante se o limite de confianga ndo incluir o valor 1,0.
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Figura 2. Atividade enzimética em populacGes de Tuta absoluta.

!Escala referente a atividade dos produtos de esterases (a- naftil e B-naftil) e monoxigenases (P-nitrofenol); ? Escala referente a atividade dos produtos

de glutationas (GS-DNB)
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CAPITULO 4
COSIDERACOES FINAIS

A resisténcia a inseticida pode ser considerada um beneficio para pragas agricolas. Contudo,
em muitas espécies, este fendbmeno pode ser custoso em relacdo a outras caracteristicas da histdria
de vida. Neste contexto, é possivel que a resisténcia ndo evolua de forma exacerbada devido a esses
custos associados. Até o presente momento, a traca-do-tomateiro, Tuta absoluta, desenvolveu
resisténcia a 15 compostos diferentes.

Embora o clorfenapir seja utilizado no controle da traga-do-tomateiro desde os anos 2000,
poucos estudos tém sido direcionados para impedir a perda precoce deste composto. O modo de
heranca autossomal, dominante e monogénico encontrado nesse estudo, pode contribuir de forma
proativa no manejo dessa resisténcia, sobretudo se for utilizada a dose discriminatdria aqui sugerida.

A utilizacdo da dose discriminatéria pode contribuir, de forma eficaz, para a detec¢do da
resisténcia, especialmente por necessitar de menos insetos e menor dispéndio de tempo do que uma
curva concentracdo-resposta. Os resultados obtidos permitem de certa forma, um manejo da
resisténcia mais preciso nas areas afetadas. Por outro lado, a compreensdo do mecanismo metabdlico
envolvido na resisténcia a inseticidas ndo pode ser ignorado, uma vez que este pode contribuir
amplamente na resisténcia a outros compostos em campo.

Estudos envolvendo o proteoma devem ser realizados no futuro. O proteoma trata-se um
conjunto de proteinas de um organismo sintetizadas em um determinado momento ou em uma dada
situacdo, e, a exposicao a inseticidas, por exemplo, pode desencadear ajustes de expressdo génica,
que, de maneira inevitavel, culminam com altera¢es no proteoma do organismo envolvido podendo

contribuir na resisténcia. A utilizacdo da técnica de protebmica pode obter informagdes completas
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sobre 0 que acontece na resisténcia a um determinado inseticida, sobretudo se o estudo envolver
populacdes de fenotipos distintos (RR x SS) podendo, assim, contribuir na identificacdo de possiveis

mecanismos envolvidos na resisténcia de T. absoluta a clorfenapir.
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