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RESUMO

A Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), é atualmente uma das pragas mais
importantes para a cultura do tomateiro no Brasil, mas tem ganhado destaque no cenario mundial
principalmente depois da sua introducio em alguns paises europeus, no Norte da Africa, Oriente
Médio e em paises vizinhos a China, maior produtor mundial de tomate. As diamidas sdo 0s
inseticidas mais novos utilizados para o controle desta espécie. Na fase inicial de registro, esses
inseticidas apresentaram um controle bastante efetivo, com uma resposta homogénea em baixas
doses. No entanto, apds dois anos de uso, surgiram entdo os primeiros relatos de falhas de
controle. Diante disso, 0 objetivo do nosso estudo foi identificar populacOes resistentes a esses
inseticidas, e posteriormente caracterizar geneticamente essa resisténcia. As populagdes de T.
absoluta submetidas aos primeiros experimentos apresentaram variagcOes significativas em
resposta as diamidas, com niveis de resisténcia heterogénea ao clorantraniliprole, ciantraniliprole e
flubendiamida com razdes de resisténcia baseadas nos valores das CLsg chegando a 288.995 vezes
para clorantraniliprole, 18.423 para ciantraniliprole e 80.413 para flubendiamida. Apos ser
submetida a selecbes sucessivas com doses crescentes de clorantraniliprole a populacdo de
América Dourada (AMD) mostrou o mais alto nivel de resisténcia j& mencionado para

clorantraniliprole com uma razdo de resisténcia de 1.076.957 vezes, e a selecdo desta populacdo em



laboratério aumentou ainda mais o nivel de resisténcia a ciantraniliprole e flubendiamida,
constatando a resisténcia cruzada entre esses inseticidas. Entretanto, ndo foi observada resisténcia
cruzada com outras classes de inseticidas. A caracterizacdo da resisténcia de T. absoluta a
diamidas foi autossdmica, incompletamente recessiva e monogénica. Ndo houve uma associagédo
direta dos niveis de resisténcia observados com a atividade enzimatica, indicando que o

metabolismo ndo esta envolvido com a resisténcia de T. absoluta a diamidas.

PALAVRAS-CHAVE: Controle quimico, resisténcia cruzada, heranca genética,

metabolismo, clorantraniliprole.
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por
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ABSTRACT

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) is currently one of the most important
pests for tomato growing in Brazil, but it has gained prominence in the world scenario mainly
after its introduction in some European countries, North Africa, East and in neighboring
countries China, the world's largest tomato producer. Diamides are the newest insecticides used
to control this species. In the initial registration phase, these insecticides showed a very effective
control, with a homogeneous response at low doses. However, after two years of use, the first
reports of control failures emerged. Therefore, the objective of our study was to identify
populations resistant to these insecticides, and later to characterize this resistance genetically.
The populations of T. absoluta submitted to the first experiments presented significant variations
in response to diamides, with heterogeneous resistance levels to chlorantraniliprole,
cyantraniliprole and flubendiamide with resistance ratios based on LCso values reaching 288,995
times for chlorantraniliprole, 18,423 for cyantraniliprole and 80,413 to flubendiamide. After
being subjected to successive selections with increasing doses of chlorantraniliprole the
population of America Dourada (AMD) showed the highest level of resistance already mentioned

for chlorantraniliprole with a resistance ratio of 1,076,957 times, and the selection of this



population in laboratory has also increased plus the level of resistance to cyantraniliprole and
flubendiamide, noting the cross-resistance between these insecticides. However, no cross-
resistance was observed with other classes of insecticides. The characterization of the resistance
of T. absoluta to diamidas was autosomal, incompletely recessive and monophatorial. There was
no direct association of resistance levels observed with enzyme activity, indicating that

metabolism is not involved with T. absoluta resistance to diamides.

KEY WORDS: Chemical control, cross-resistance, genetic inheritance, metabolismo,

chlorantraniliprole.



MONITORAMENTO E CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA TRACA-DO-

TOMATEIRO Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A DIAMIDAS

por

JEFFERSON ELIAS DA SILVA

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Entomologia Agricola, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencdo do grau de Doutor em

Entomologia Agricola.

RECIFE - PE

Fevereiro — 2018



MONITORAMENTO E CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA TRACA-DO-

TOMATEIRO Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A DIAMIDAS

por

JEFFERSON ELIAS DA SILVA

Comité de Orientagéo:
Herbert Alvaro Abreu de Siqueira— UFRPE

Lilian Maria da Solidade Ribeiro - UFRPE

Vi



MONITORAMENTO E CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA TRACA-DO-

TOMATEIRO Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A DIAMIDAS

por

JEFFERSON ELIAS DA SILVA

Orientador:

Herbert Alvaro Abreu de Siqueira— UFRPE

Examinadores:

Lilian Maria da Solidade Ribeiro - UFRPE

Jorge Braz Torres - UFRPE

Wellington Marques da Silva — IBGM

Constancia Flavia Junqueira Ayres Lopes— FIOCRUZ/IAM

Vil



DEDICATORIA

Aos meus pais, Luiz Elias da Silva e Jane Marques Brito da Silva pela criacgéo,

educacdo e apoio constante.
Dedico
Aos meus irmdos Jeffter Elias da Silva e Liédja Marques da Silva, e ao meu amavel

sobrinho Liendel Vinicius Marques do Nascimento.

Ofereco

A Deus por iluminar meu caminho e me dar forgas para seguir sempre em frente.

viii



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal Rural de Pernambuco e ao programa de Pds-Graduacdo em
Entomologia Agricola, pela oportunidade de realizacdo deste curso.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela
concessdo de bolsa de estudo, contribuindo desta forma para o desempenho do trabalho
desenvolvido.

Ao Prof. Herbert Alvaro Abreu de Siqueira, pela orientacdo na minha formag&o desde o
fim da graduacao até os dias atuais.

Ao Prof. José Vargas de Oliveira, pela amizade e orienta¢es.

Aos Professores de Entomologia Agricola da Universidade Federal Rural de Pernambuco
pelo conhecimento adquirido durante a minha formacéo.

Ao meu pai Luiz Elias da Silva, pelo carinho e apoio durante a minha formacéo.

A minha irmé Liédja Marques da Silva, ao meu irmé&o Jeffter Elias da Silva e ao meu
amavel sobrinho Liendel Vinicius Marques do Nascimento pelo carinho e alegria que me
proporcionam.

Aos colegas de laboratério Natalia Bermudez, Paolo Augustus, Daniel, Lilian, Débora,
Liliane e Paulo.

Aos colegas egressos Natalia Vinasco e Jaconias Escocio.

A Carla Patricia pela efetiva ajuda no primeiro artigo.



SUMARIO

Pagina

AGRADECIMENTOS ... seesses s sess s s s sens s asssseanses ix
CAPITULOS

S | NV 0] 51010710 TN 1

LITERATURA CITADA . .......oieieeeeeeeeeeeioeeessesissees s sses s sssass s 13

2 RESISTENCIA EVOLUIDA EM CAMPO E RESISTENCIA CRUZADA DE

POPULACOES BRASILEIRAS DE Tuta absoluta (LEPIDOPTERA:

GELECHIIDAE) A DIAMIDAS .......oovoeveieeeoeeeeseesesssssssessisssesssssssssssssessneees 19
RESUMO ... es s ssssss s asssesssnssssnssas 20
ABSTRACT ..ot ns et 21
INTRODUGAOD .....ooveeeee et nee s 22
MATERIAL E METODOS ......ovuiiieeeeeeeeeseeeissessessessessess s ssesssssessesssssnenees 24
RESULTADOS .......oviveieieeeieeeieiesessesssesessess s ssessas s s s sssnss s esesnsesssnees 26
DISCUSSAOD. ...ttt ses sttt ensn s 29
AGRADECIMENTOS ....ccoooveeieeeseeeeeeeseesieseessessessessesss s sssssss oo 31
LITERATURA CITADA . ......ooiieeeeeeeteeeeseees s ss st sssssesnesanans 31

3 RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA:

GELECHIIDAE) A CLORANTRANILIPROLE: HERANCA,

METABOLISMO E RESISTENCIA CRUZADA ..o 40
RESUMO ...t 41
ABSTRACT ..ttt 42



LN T0] 16 107-Y 0 IR 43

MATERIAL E METODOS ....ooovieieeieneesseesesseeesesesesssessesssssnssssssssenssssssens 45
RESULTADOS ......ooovvievieeieeneeeseeseseessisssss s sessssessssss s asssassssssssssssssasssasssssssaes 52
DISCUSSAOQ ..ottt bbb 55
AGRADECIMENTOS......orvvivieeiesieseessessseisssssssssassesssssssssssessnssssssssssesssneees 59
LITERATURA CITADA .....ovieviereereieseessesseesseossisssssssssesssssssssssasssssssssssnssons 59
4 CONSIDERAGOES FINAIS .....oooovvereerveisseeseesieeesenessessssssssssssessesssessssssssesssnnees 71

Xi



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O tomateiro, Solanum lycopersicum L., é considerado uma das culturas agricolas mais
importantes do mundo, assim como também é uma das culturas agricolas mais estudadas. Talvez
isso se deva a sua grande importancia nutricional na alimentacdo humana, podendo ser consumido
na forma in natura ou processado. Entre 2014 e 2016 cerca de 39,79 milhdes de toneladas de
tomate foram submetidas ao processamento pelas industrias, segundo o Conselho Mundial de
Tomate para Processamento — World Processing Tomato Council. Grande parte desta producgéo é
geralmente destinada ao processamento industrial, sendo uma pequena parcela destinada ao
comércio de tomate fresco. Dentre os principais paises produtores mundiais em 2017 tem-se
destaque para: China, india, EUA, Turquia, Egito, Italia, Ir4, Espanha e Brasil (FAO 2018). No
Brasil, a cultura do tomate abrange uma area colhida de 58,5 mil hectares, com uma producéo
estimada em torno de 3,74 milhdes de toneladas e rendimento médio de 63,8 toneladas por hectare
(IBGE 2017). A regido Sudeste é a principal produtora, seguida da regido Centro-Oeste com
1.799.478 e 1.011.520 toneladas, respectivamente. O Sudeste atualmente produz o equivalente a
48% do total produzido no pais, com o estado de Sdo Paulo, sendo responsavel por
aproximadamente 42% desta producdo. Dentre todos os estados, Goids tem se destacado como
maior produtor, com uma producdo estimada em torno de 978.258 toneladas de tomate, o que
corresponde a 26% da producao nacional (IBGE 2017).

Dentre os problemas fitossanitarios enfrentados por produtores de tomate, um dos mais
importantes é atribuido ao ataque de insetos-praga (Souza & Reis 1992). Algumas das pragas que

estdo comumente associadas a cultura do tomateiro sdo: a Neoleucinodes elegantalis (Guenée), a



Helicoverpa zea (Boddie), a Bemisia tabaci bidtipo B (Gennadius) e a Tuta absoluta (Meyrick),
tendo esta ultima alcancado grande destaque como uma das mais importantes (Filho et al. 2000,

Leite et al. 2001).

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)

A T. absoluta é uma importante praga do tomateiro no Brasil (Filho et al. 2000, Leite et al.
2001). Seu primeiro registro no pais ocorreu em setembro de 1979, em Morretes no litoral do
Parana (Muszinski et al. 1982), e no final dos anos 80, sua presenca ja era relatada em muitos
campos de producdo de tomate do pais (Franca 1993). Provavelmente a intensa comercializacao
de tomate para mesa, através do continuo intercdmbio regional entre os centros produtores e
consumidores favoreceram a dispersdo da praga.

A T. absoluta é uma praga que tem o tomateiro como seu hospedeiro principal, mas pode
ser encontrada também em berinjela Solanum melongena L., batata Solanum tuberosum L.,
pimentdo Solanum muricatum Ait., tabaco Nicotiana tabacum L. (Vargas 1970, Campos 1976),
bem como Solanum nigrum L., Solanum eleagnifolium Cav., Solanum bonariense L., Solanum
sisymbriifolium Lam., Solanum saponaceum Dun., Lycopersicon puberulum Phil., Datura ferox
L., Datura stramonium L. e Nicotiana glauca L. (Garcia & Espul 1982, Larrain 1986).

A T. absoluta apresenta quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto e
depende muito das condi¢cdes ambientais, com um tempo de desenvolvimento médio em torno de
76,3 dias a 14 °C, 39,8 dias a 19,7 °C e 23,8 dias a 27,1 °C (Barrientos et al. 1998). Na América do
Sul, T. absoluta pode apresentar de 10 a 15 geracGes por ano. O tempo médio de vida dos adultos
varia entre 10 e 15 dias para fémeas e machos, respectivamente. Os adultos sdo microlepidopteros,
medindo em média 5 mm de comprimento e 9 mm de envergadura, de coloragéo cinza prateada e

abddémen marrom claro. Apds a emergéncia dos adultos ocorre o acasalamento nas primeiras horas



do dia (Nakano & Paulo 1983). As fémeas depositam seus ovos na face inferior das folhas e hastes,
e em menor grau nos frutos. Os ovos sdo pequenos (0,36 mm de comprimento por 0,22 mm de
largura), cilindricos e inicialmente apresentam uma coloracdo branco-brilhante ou amarelo-claro,
evoluindo posteriormente para uma coloracdo marrom ou avermelhada no periodo préximo a
eclosédo. O periodo de oviposicédo ap0ds os primeiros acasalamentos dura em torno de sete dias, onde
as fémeas chegam a ovipositar até 76% de seus ovos neste intervalo com uma fecundidade maxima
de 260 ovos (Uchda-Fernandes et al. 1995).

Larvas deste inseto quando recém-eclodidas possuem coloracdo amarela, a medida que vao
mudando de instar adquirem uma coloracdo verde-escuro ou rosado. A T. absoluta apresenta
quatro diferentes fases de desenvolvimento larval, sendo estas diferenciadas pelo comprimento do
corpo e largura da capsula cefalica, que variam de 0,4-0,6 mm e 0,16-0,18 mm durante o primeiro
instar, no segundo instar variam de 0,6-6,0 mm e 0,22-0,28 mm, para o terceiro instar variam de
6,0-7,0 mm e 0,34-0,40 mm e o quarto instar variam de 7,0-80 mm e 0,52-0,60 mm,
respectivamente. As pupas sdo formadas dentro das galerias presentes nos foliolos, envolvidas por
um casulo de seda, nos frutos, ou ainda no solo sem o casulo. Essas apresentam um comprimento
de 5-6 mm com um formato cilindrico. Quando recém-formadas, as pupas apresentam uma

coloragdo esverdeada e se tornam mais escuras quando os adultos estdo préximos a emergir.

Danos e impactos econémicos

Os impactos econdmicos de pragas estdo diretamente associados ao aumento no custo de
producdo agricola, assim como na reducdo de produtos a serem comercializados, e na perda de
negociacdes de produtos entre mercados principalmente para exportacdo para paises onde néo se

tem a presenca da praga. Como em muitos casos ja relatados, uma vez que a praga € introduzida e



se estabelece em um territdrio, ainda por ela ndo habitado, torna-se dificil limitar a sua dispersao e
a realizacdo de seu controle (Keller et al. 2011, Garnas et al. 2016).

A T. absoluta é uma espécie multivoltina; apresenta um alto potencial reprodutivo, e pode se
adaptar muito facilmente a diferentes ambientes o que a permite aumentar rapidamente a sua
populacdo em um curto espaco de tempo (Tropea Garzia et al. 2012). A diminuicdo na producéo de
tomate é, principalmente, decorrente do grau de infestacdo da T. absoluta. As injarias ocasionadas
pelas larvas sdo caracterizadas por minas presentes nas folhas da planta afetando a sua capacidade
fotossintética. Dependendo da fase de desenvolvimento da planta, larvas de T. absoluta podem,
ainda, ocasionar minas em suas hastes matando assim as plantas mais novas. Podem, ainda,
perfurar ocasionalmente os frutos, aumentando os custos com as sele¢cdes pos-colheita (Galdino et
al. 2015). As perfuracdes nos frutos podem servir como porta de entrada para agentes patogénicos

que poderdo infestar o tecido das plantas ocasionando infec¢cdes (Tropea Garzia et al. 2012).

Invasdo da Tuta absoluta pelo mundo

Uma avaliagdo recente sobre a traga-do-tomateiro na Europa mostrou que a T. absoluta
depois de ter sido registrada na area invadida aumentou seu raio de presenca em 600 Km por ano
durante um periodo de nove anos (Roques et al. 2016). A T. absoluta foi primeiramente registrada
fora da América Neotropical na Espanha em 2006. Alguns anos depois, esta praga se espalhou
rapidamente para muitos paises da Bacia do Mediterraneo, além da parte Norte e Central da Europa
(Desneux et al. 2011). Mais recentemente a T. absoluta invadiu varios paises do Oriente Medio,
como, o Afeganistdo e algumas regies subsaarianas, da Gambia a Africa do Sul, ameagando a
sustentabilidade das culturas de tomate nestas regides (Pfeiffer et al. 2013, Brévault et al. 2014,
Tonnang et al. 2015). Ap6s atingir a costa norte da Africa e a regifo subsaariana, 0 movimento da

praga passou a ser direcionado para o sul gracas ao cultivo continuo estabelecido nestas regides, e



aos mecanismos de vigilancia deficitarios, além da falta de conhecimentos fitossanitarios para
impedir a entrada e transporte de plantas contendo o inseto (Tonnang et al. 2015). Os altimos
registros de T. absoluta em paises Africanos foram feitos na Zambia, Mogcambique, Botswana e
Africa do Sul. A previsio era de que em 2017 todo o continente Africano estaria invadido por esta
especie (Guimapi et al. 2016). A invasdo da T. absoluta segue rapidamente em direcdo ao
continente asiatico, mais precisamente em dire¢do a China, maior produtor mundial de tomate. No
inicio de 2014, T. absoluta foi relatada no sul da india (Sridhar et al. 2014, Kalleshwaraswamy et
al. 2015). No inicio de 2016 esta espécie foi encontrada em fazendas de tomate no Vale de
Katmandu no Nepal (Bajracharya et al. 2016). Além disso, alguns registros confirmaram a
presenca da praga ao Norte de Bangladesh (Hossain et al. 2016), mostrando desta forma todo o

caminho percorrido pela T. absoluta até o presente momento.

Controle quimico da Tuta absoluta

O método mais comumente empregado para o controle de T. absoluta principalmente nos
paises da América do Sul, ainda, é o controle quimico por meio de aplicacBes de inseticidas,
geralmente com inseticidas que atuam a nivel de sistema nervoso. No Brasil, 0 impacto de T.
absoluta sobre os plantios de tomateiro levou ao uso excessivo de inseticidas pelos produtores,
principalmente nos primeiros anos apds a sua detec¢do, onde houve um aumento subito no
namero de aplicacfes passando de 10 a 12 pulverizagGes por cultivo para mais de 30 aplicagdes,
requerendo cerca de 4 a 6 pulverizagdes semanais (Guedes & Picango 2012, Tomé et al. 2012). O
mesmo ocorreu depois da T. absoluta ter sido detectada em paises da Europa e Norte da Africa
(Desneux et al. 2011).

Na Europa, tem-se relatos de até 15 aplicagdes de inseticidas para o controle da T. absoluta

em, apenas, um ciclo da cultura. No Brasil, atualmente sdo registrados para o controle deste inseto



107 inseticidas dos mais variados grupos quimicos. Apesar da longa lista de inseticidas
registrados para o controle da praga, muitos desses ndao apresentam controle satisfatorio em suas
dosagens recomendadas, com eficacia baixa a moderada. Geralmente as pulverizacbes sao
realizadas sem que anteriormente tenha sido realizado 0 monitoramento para definir o momento
certo em que as aplicaces devem ser realizadas nas lavouras.

Na América do Sul, os primeiros inseticidas utilizados para controle da traca-do-tomateiro
durante a década de 70 foram os organofosforados, sendo estes substituidos posteriormente na
mesma década por piretroides. Em 1980, o uso de piretrdides era alternado com moléculas como
cartape, sendo ambas altamente eficientes no controle da T. absoluta. Durante o inicio dos anos
90, novos inseticidas foram introduzidos, como a abamectina, os IGRs, espinosade e clorfenapir.
Entretanto, durante os ultimos anos observou-se uma queda gradativa da eficiéncia de algumas
classes de inseticidas no controle de populacdes deste inseto (Siqueira et al. 2000, Lietti et al.
2005, Silva et al. 2011). Diante disso, novas moléculas foram registradas para o controle desta

espécie incluindo as diamidas que foram adotadas como uma nova ferramenta no controle.

Inseticidas da classe das diamidas

As diamidas antranilicas e de acido ftalico compreendem um grupo de inseticidas muito
recente comercializado no mercado. Este grupo de inseticidas é derivado de alcaloides isolados da
planta Ryania speciosa Vahl (Flacourtiaceae), encontrada na América do Sul e Caribe (Satelle et
al. 2008). As diamidas modulam a abertura dos receptores de rianodina desregulando a liberacao
de calcio no reticulo sarcoplasmatico de células musculares (Lahm et al. 2009). Desta forma,
larvas tratadas passam a regurgitar o alimento, posteriormente sofrem letargia generalizada, de
forma que o inseto passa a se alimentar menos e finalmente chega a paralisia muscular e a morte

(Cordova et al. 2006a, Lahm et al. 2009). Tanto o clorantraniliprole quanto a flubendiamida séo



altamente toxicos principalmente para insetos da Ordem Lepidoptera, incluindo Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) (Silva et al. 2012), Spodoptera exigua (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Lai & Su 2011), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:Noctuidae),
Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (Tohnishi et al. 2005) e Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidoptera:Noctuidae) (Lahm et al. 2007). Ciantraniliprole ¢ o mais
recente inseticida dos representantes das diamidas a ser registrado para o controle de T. absoluta.
Embora mamiferos e insetos tenham receptores de rianodina, diferencas significativas na
codificacdo de proteinas entre estes sdo observadas, 0 que torna as diamidas seletivas. Com isso,
0s receptores de rianodina sdo bastante importantes para tentar se encontrar moléculas de
inseticidas que apresentem baixa toxicidade a inimigos naturais, polinizadores e mamiferos
(Satelle et al. 2008). Alguns trabalhos tém mostrado a baixa toxicidade de diamidas a mamiferos,
aves e peixes ndo apresentando risco a organismos ndo alvo (Lahm et al. 2007, Gradish et al.

2010).

Resisténcia de Tuta absoluta a inseticidas

O uso indiscriminado de inseticidas tem contribuido para a selecdo de populacfes
resistentes da traca-do-tomateiro. No Brasil, inicialmente foram relatados casos de resisténcia de
T. absoluta a metamidofos, permetrina, abamectina e cartape (Siqueira et al. 2000, Siqueira et al.
2001). Posteriormente, Silva et al. (2011) observaram falhas de controle com os inseticidas
reguladores de crescimento teflubenzurom, diflubenzurom e triflumurom nas dosagens
recomendadas pelo fabricante para o controle de T. absoluta, em campo. Castelo Branco et al.
(2001) documentaram a resisténcia de populacdes de T. absoluta a organofosforados e piretrdides
utilizando doses recomendadas para o controle da praga em campo, obtendo mortalidades de 67 e

0%, respectivamente. Mais recentemente a traga-do-tomateiro tornou-se resistente a inseticidas



mais novos como espinosade e espinetoram (Campos et al. 2015). Roditakis et al. (2015), fez o

primeiro registro de resisténcia a diamidas em populacdes em casa de vegetacdo na Italia.

Mecanismos de resisténcia em insetos

Os mecanismos fisiologicos conhecidos e envolvidos na resisténcia de insetos a inseticidas
se dividem em trés: a destoxificacdo metabolica, alteracdo do sitio alvo e penetracdo reduzida. A
resisténcia comportamental tem sido identificada para diversas espécies de artrépodes
(Chareanviriyaphap et al. 1997, Kongmee et al. 2004, Jallow & Hoy 2005). A destoxificacdo
metabolica do inseticida pode estar ligada aos varios processos metabolicos nos quais o produto é
transformado em uma forma menos tdxica ou ndo tdxica, podendo até mesmo ser eliminado
rapidamente do corpo do inseto. As enzimas monoxigenases e glutationas S- transferases estdo
comumente envolvidas na destoxificacdo de inUmeros principios ativos. As esterases, também,
sdo muito importantes, principalmente na destoxificacdo a organofosforados, carbamatos e
piretroides (Conyers et al. 1998). Inibidores enzimaticos, como sinergistas, podem fornecer
subsidios para determinar 0s possiveis mecanismos metabolicos envolvidos na resisténcia
(Bernard & Philogéne 1993). A alteracdo de sitio alvo constitui outro mecanismo de resisténcia,
decorrente de mutacGes em genes que codificam para o sitio de acdo do inseticida, impedindo ou
dificultando a ligacdo da molécula com seu sitio alvo. Estas alteracdes podem comprometer de
forma parcial ou total a atividade do inseticida em questdo. Como exemplo deste tipo de
resisténcia tem-se alteracbes em genes que codificam a enzima acetilcolinesterase, o receptor
neuronal do acido y-aminobutirico (GABA), e os canais de sodio dependentes de voltagem
(Hemingway et al. 1999, Lee et al. 2001, Hemingway et al. 2004). Os efeitos de piretroides e
DDT séo conhecidos por causar a ativacdo constante dos canais de sodio. Efeito conhecido como

nocaute ou “Knock down”. O uso intensivo destes produtos acabou levando varias populagdes de



diferentes espécies de insetos a desenvolverem resisténcia do tipo Kdr ou Knockdown resistance
(Soderlund & Knipple 2003). Inseticidas como organofosforados e carbamatos agem inibindo a
enzima acetilcolinesterase (AChE) (Hemingway 2000). A AChE possui um importante papel no
sistema nervoso central, finalizando o impulso nervoso pela catalizacdo da hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina.

A resisténcia decorrente da reducdo na penetracdo de inseticidas no corpo de insetos é um
fendmeno, ainda, pouco estudado. Pode estar diretamente relacionada com a quantidade de
lipideos presente no corpo dos insetos capaz de reter o inseticida na cuticula, ou até mesmo
devido a sua impermeabilidade. Ahmad et al. (2006) relataram uma demora na penetracdo de
inseticidas na cuticula de Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em
populacdes do Paquistdo. A populacdo mais suscetivel absorveu deltametrina em uma hora,
enguanto que a populacdo mais resistente absorveu 0 mesmo produto em seis horas.

Com relacdo as respostas por comportamento, os insetos podem evitar alimentar-se de
plantas, por meio da deteccdo de mudancas no ambiente através de 6rgdos mecanorreceptores e
quimiorreceptores localizados nas antenas e nas pernas, além de evitarem ovipositar em plantas
tratadas com inseticidas. A resisténcia comportamental poderia estar ligada a efeitos irritantes ou
repelentes dos inseticidas sobre 0s insetos, que passam a evitar desta forma as areas tratadas com

inseticidas (Yu & Nguyen 1992).

AlteracOes nos receptores de rianodina

As diamidas sdo inseticidas que se ligam aos receptores de rianodina modulando a abertura
dos canais de Ca*? liberando o estoque de Ca*? interno a partir das células, prejudicando o
funcionamento normal dos musculos (Cordova et al. 2006b, Lahm et al. 2009). Mutacdes nédo

sindbnimas (G4946E) foram observadas em P. xylostella, e estas foram comprovadas como



responsaveis pela resisténcia da praga a clorantraniliprole. Posteriormente verificou-se por meio
de monitoramento que esta mutacdo ja havia se espalhado, e ja se encontrava presente em
populacdes resistentes de P. xylostella de 9 paises situados em 3 diferentes continentes (Steinbach
et al. 2015, Troczka et al. 2015). Esta informacédo levou a hipdtese de que a mesma mutacao
poderia estar envolvida na resisténcia de T. absoluta a diamidas. Diante disso, Roditakis et al.
(2017) observaram em seus estudos mudancgas em regides especificas no gene do receptor de
rianodina em populacdes de T. absoluta, e associaram estas alteracdes a resisténcia da espécie a
clorantraniliprole. Foram detectadas as presencas de quatro mutacdes em populagdes resistentes

a0 inseticida (G4903E, 14746M, G4903V e 14746T).

Manejo da resisténcia de Tuta absoluta a inseticidas

A evolucdo da resisténcia de pragas a inseticidas tem se tornado um dos grandes entraves
em programas de controle de pragas que envolvem o uso de controle quimico. Algumas
estratégias sdo necessarias para a deteccdo antecipada da resisténcia. Um dos primeiros pontos em
programas de monitoramento da resisténcia é o estabelecimento de linha base de suscetibilidade
de populacGes de insetos pragas, para desta forma, determinar a variabilidade de resposta natural a
um determinado produto antes de sua liberacdo. Além disso, é importante fazer o uso de técnicas
como doses diagndsticas ou discriminatdrias para distinguir individuos suscetiveis de individuos
resistentes, para monitorar possiveis evolugdes para a resisténcia (Wang et al. 2010).

O manejo é definido como sistema de decisao para uso de taticas de controle, que podem ser
adotadas de forma isolada, ou associadas harmoniosamente, numa estratégia baseada em analises
de custo beneficio que levam em conta o interesse ou impacto nos produtores, sociedade e

ambiente.
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Em programas de manejo da resisténcia, o ataque multiplo tem sido uma das principais
taticas recomendadas para o controle de pragas em campo, por envolver o uso de dois ou mais

inseticidas ndo relacionados em rotacdo ou mistura (Georghiou 1983).

Manejo da Tuta absoluta

O primeiro passo para a implementacdo de um programa de manejo integrado de pragas
(MIP) em uma cultura estd na identificacdo do problema, ou seja, no reconhecimento do agente
causal de um determinado problema ocasionado a planta. Programas de manejo sdo mais efetivos
guando conduzidos no inicio, ou até mesmo antes da evolucdo da resisténcia. Entretanto, na
maioria dos casos a implementacdo do manejo s6 € iniciada apds a constatacdo de falhas de
controle (Tabashnik 1989). Para reduzir o tamanho das populacdes da traca-do-tomateiro em
plantios de tomate deve-se, primeiramente, reduzir a oferta de alimentos para os insetos (Villas
Bbas et al. 2009). Isso pode ser conseguido através de plantios em épocas em que ocorre baixa
incidéncia da praga. O fato das &reas de plantio coexistirem durante todo o ano de forma
escalonada, além da ndo eliminacdo de restos de cultura, acaba contribuindo para a dificuldade no
controle da traca-do-tomateiro, pela disponibilidade de plantas de diferentes idades,
proporcionando a esta uma quantidade abundante e continua de alimento. Torna-se importante
evitar plantios sucessivos da cultura, principalmente na mesma area. A destruicdo de restos
culturais constitui uma atividade de extrema importancia apés a colheita. Observacoes realizadas
em campo evidenciam que grande parte dos produtores ndo destroem imediatamente 0s restos
culturais apds o cultivo (Villas Boas et al. 2009), o que acaba permitindo que as pupas presentes no
solo ou nas folhas das plantas se desenvolvam e formem novos adultos. Estes adultos
eventualmente dispersam para areas vizinhas cultivadas com tomate e aumentam o potencial de

dano nestas. A destruicdo de plantas hospedeiras alternativas também é muito importante, como
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solanéceas silvestres e outras espécies de plantas (Franca & Castelo Branco 1992). A irrigacdo por
aspersdo pode contribuir para reducdo de populacdes de traca-do-tomateiro, através da lavagem de
até 30% dos ovos presentes nas plantas, e contribui para a mortalidade de pupas presentes no solo,
interferindo desta forma na capacidade de multiplicacdo das populagdes do inseto (Castelo Branco
1992, Costa et al. 1998). O controle bioldgico através de liberacBes massais de parasitoides de
ovos, como Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), associado a
aplicacdes do inseticida bioldgico Bacillus thuringiensis pode ser uma alternativa no manejo
integrado de pragas associado a rotacdo de cultura, escolha de inseticidas seletivos e cultivares
tolerantes. Armadilhas de feromdnio colocadas ao redor da cultura poderdo indicar 0 momento em
que os primeiros adultos chegam as lavouras, auxiliando para o tempo exato em que o controle
quimico deve ser efetivamente iniciado. Este método pode contribuir para a reducdo no custo de
producdo, assim como a realizacdo de amostragens semanais da parte superior das plantas (Castelo

Branco et al. 1996).

Objetivo

O objetivo desta pesquisa foi fazer inicialmente o monitoramento da resisténcia em
populacdes de T. absoluta a trés diamidas (clorantraniliprole, flubendiamida e ciantraniliprole),
resisténcia esta que foi comprovada no segundo capitulo. Diante dos altos niveis de resisténcia
encontrados, a populagéo resistente passou a ser selecionada para posteriormente ser submetida a
caracterizacdo genética da resisténcia, para averiguarmos se a resisténcia de T. absoluta a
diamidas esta ligada ao sexo ou é autossomal, bem como estimar os valores dos graus médios de
domindncia e o0 numero de genes envolvidos na resisténcia. Ainda no terceiro capitulo €
apresentado o levantamento das atividades de esterase, glutationa S-transferase e monooxigenases

dependente de citocromo P450 das populagdes suscetivel e resistente. Dessa forma, ainda no
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terceiro capitulo foi verificado se a resisténcia as diamidas pode estar associada ao mecanismo

metabdlico.
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CAPITULO 2
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RESUMO - Tuta absoluta (Meyrick) é uma das mais importantes pragas do tomateiro no mundo
com o uso intensivo de aplicacBes de inseticidas no seu controle. As diamidas representam uma
nova classe de inseticidas recentemente registrados para o controle de T. absoluta. Apds seis anos
de uso, falhas de controle em populactes desta praga foram notificadas, sugerindo a hipdtese de
desenvolvimento de resisténcia. Portanto, foi realizado um levantamento da resisténcia utilizando
nove populacbes de T. absoluta coletadas em areas de plantios abertos, inclusive de areas com
relatos de reducdo da eficacia de diamidas nas regibes Nordeste e Centro-Oeste do Brasil.
Levantamentos iniciais utilizando doses diagnosticas e de bula provaram a perda de eficacia das
diamidas contra a maioria das populac@es. Os valores das CLso para clorantraniliprole variaram de
0,0044 (Brasilia) a 1.263 (América Dourada) mg de ingrediente ativo por litro (as razdes de
resisténcia (RRsp) variaram de 1,0 — 288.995 vezes), ao passo que os valores das CLsg para
ciantraniliprole e flubendiamida, variaram de 0,015 (Brasilia) a 281 (América Dourada) mg i.a./L
e de 0,038 (Guaraciaba do Norte) para 3.018 (Gameleira 1) mg i.a./L, respectivamente. As razbes
de resisténcia (RRso) variaram de 1,0 a 18.423 vezes para ciantraniliprole e de 1,0 a 80.413 vezes
para flubendiamida. Os valores de log da CLso foram fortemente correlacionados, o que representa
uma provavel resisténcia cruzada entre os inseticidas. Altos niveis de resisténcia a diamidas em T.
absoluta foi observado neste estudo, sugerindo que estratégias para mitigar a resisténcia e, assim,
controlar a praga ndo devem incluir apenas inseticidas. Outras taticas de controle devem ser
cuidadosamente implementadas ao longo do tempo para aumentar a vida Util destes produtos,

incluindo préaticas rotacionais com outras moléculas.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia cruzada, clorantraniliprole, ciantraniliprole, flubendiamide,

traca-do-tomateiro
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FIELD-EVOLVED RESISTANCE AND CROSS-RESISTANCE OF BRAZILIAN Tuta absoluta
(MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) POPULATIONS TO DIAMIDE

INSECTICIDES

ABSTRACT - Tuta absoluta (Meyrick), is one of the most important tomato pests worldwide,
and it is heavily controlled by the application of insecticides. Anthranilic and phthalic diamide
insecticides represent a new class of insecticides that has been recently registered to control T.
absoluta. After six years of use, control failures have been reported in populations of this pest,
suggesting a hypothetical resistance development. Therefore, a resistance survey was performed
using nine populations of T. absoluta that were collected in open fields, including areas with
reports of a reduced efficacy of diamides in the Northeast and Central regions of Brazil. Initial
surveys with diagnostic and label doses proved the reduced efficacy of diamides against most
populations. The LCso values of chlorantraniliprole varied from 0.0044 (Brasilia) to 1,263
(América Dourada) mg Al L* the resistance ratios (RRso) ranged from 1.0- to 288,995-fold,
whereas the LCso values for cyantraniliprole and flubendiamide, respectively, varied from 0.015
(Brasilia) to 281 (América Dourada) mg Al L™ and from 0.038 (Guaraciaba do Norte) to 3,018
(Gameleira 1) mg Al L. The resistance ratios (RRso) ranged from 1.0- to 18,423-fold for
cyantraniliprole and from 1.0- to 80,413-fold for flubendiamide. A strong and significant
correlation was observed between the log LCso values of pairwise diamides, which denoted cross-
resistance among them. Very high resistance to diamides in T. absoluta was observed in this
study, suggesting that strategies to mitigate resistance and thereby control the pest must not
include only insecticides. Other control tactics must be carefully implemented over time to
increase the lifespan of diamides, including rotational practices with other molecules.

KEY WORDS: Cross-resistance, chlorantraniliprole, cyantraniliprole, flubendiamide, leafminer
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Introducéo

As diamidas compdem a mais nova classe de inseticidas e tem um espectro de atividade
limitado a insetos pertencentes as ordens Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera e Diptera.
Flubendiamida (diamida de &cido ftalico) e clorantraniliprole (diamida antranilica) foram as
primeiras moléculas comerciais disponiveis. As diamidas sdo muito toxicas a insetos alvos e
inofensivas a inimigos naturais quando comparadas aos inseticidas neurotdxicos, o que faz delas
uma ferramenta adequada dentro de programas de manejo integrado de pragas (Mills et al. 2016).
Esses inseticidas atuam ativando os receptores de rianodina de insetos esgotando os estoques de
calcio do reticulo sarcoplasmatico, levando a contracdo muscular continuada, seguida de paralisia e
finalmente a sua morte (Lahm et al. 2005, Lahm et al. 2009). Como nova ferramenta para o
controle de insetos, o desenvolvimento da resisténcia em pragas a esses produtos pode prejudicar a
sua eficacia em campo. Até 0 momento a resisténcia a diamidas foi relatada apenas para Plutella
xylostella (L.) (Wang & Wu 2012, Ribeiro et al. 2014), e mais recentemente em populagdes de
casa de vegetacdo de T. absoluta (Roditakis et al. 2015).

A Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma das mais destrutivas pragas do
tomateiro, Solanum lycopersicum (L.). Desde o seu primeiro relato na Espanha, essa tem causado
perdas consideraveis em muitas areas de cultivo de tomateiro pela Europa, Norte da Africa, Oriente
Médio e mais recentemente na india. A relevante importancia da T. absoluta como praga nos
ultimos anos é devida as grandes perdas ocasionadas, podendo chegar a 100% em muitas areas.
Essas perdas sdo ocasionadas pela formagdo de minas em foliolos do tomateiro assim como a
perfuracdo de frutos ainda verdes por larvas do inseto. As larvas geralmente preferem o terco
médio da planta, onde se observa um maior numero de minas (Picango et al. 1995). No Brasil 0s
produtores de forma geral preferem utilizar o controle com inseticidas quimicos visto que

aparentemente os resultados para este tipo de controle sdo mais rapidos com relacdo a outras
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praticas adotadas (Picanco et al. 2007). No entanto, o uso de inseticidas nem sempre proporciona a
eficacia esperada de controle (Guedes et al. 1994). Isso tem levado a pulverizacdes excessivas com
inseticidas em uma determinada época do ano (Picango & Guedes 1999).

Os primeiros casos de resisténcia a inseticidas em T. absoluta foram relatados para
organofosforados e piretrdides no Chile (Salazar & Araya 1997, Salazar & Araya 2001) e a
avermectinas e derivados de nereistoxina no Brasil (Siqueira et al. 2000) e Argentina (Lietti et al.
2005). Outros casos de resisténcia em T. absoluta tém sido relatados para classes de inseticidas tais
como as oxadiazinas, reguladores de crescimento de insetos e Bacillus thuringiensis (Silva et al.
2011a). Mais recentemente, a T. absoluta tornou-se resistente aos inseticidas pertencentes as novas
classes, tais como espinosade e espinetoram (Campos et al. 2015a). Em 2015, Roditakis et al.
(2015) relataram o primeiro caso de resisténcia a diamidas em populacdes italianas que foram
obtidas de casa de vegetacéo.

Flubendiamida e clorantraniliprole sdo dois dos mais importantes inseticidas utilizados no
controle de T. absoluta, em culturas de tomate nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil. Estes inseticidas foram registrados em 2008 e 2009, respectivamente para o controle de T.
absoluta e outras pragas da ordem Lepidoptera, inicialmente proporcionando um alto nivel de
eficacia no controle de pragas em baixas doses (Campos et al. 2015b). No entanto, falhas de
controle em T. absoluta tém sido relatadas nos Gltimos trés anos por produtores em suas areas. Esta
possivel falha de controle nos leva a hipdtese de que estas populacdes de T. absoluta tém
desenvolvido resisténcia a diamidas. Neste estudo, n0s constatamos altos niveis de resisténcia de
populacdes de campo de T. absoluta a diamidas atualmente registradas para o seu controle, assim

como resisténcia cruzada a ciantraniliprole, um possivel substituto ao clorantraniliprole.
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Material e Métodos

Insetos. As populacGes de T. absoluta foram coletadas de campo comercial e experimental de
tomate em duas regides do Brasil durante 2014 e 2015 (Tabela 1). As larvas de T. absoluta foram
coletadas de folhas, hastes e frutos infestados. O material vivo coletado foi embalado em sacos
plasticos e enviado para o Laboratorio de InteracGes Inseto-Toxico (LIIT, Recife, Brasil) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Ao chegar, cada populacdo foi colocada
imediatamente em gaiola de criacdo (45 x 45 x 45 cm) com malha anti-afideo. Os adultos foram
mantidos em gaiolas com dimensdes de 30 x 30 x 30 cm, onde folhas de tomate da cultivar “Santa
Clara” foram fornecidas diariamente como substrato para oviposi¢do. Os adultos de T. absoluta
foram diariamente alimentados com solucdo de glicose a 10% (Yoki alimentos Ltda, Sdo
Bernardo do Campo, SP, Brasil) e as larvas foram alimentadas com folhas de tomate da cultivar
“Santa Clara” (IC 5500), folhas estas produzidas em casa de vegetagdo isentas de aplicacdes de
inseticida. As populacdes foram mantidas em laboratorio a 25 = 1 °C, com umidade relativa de 65
+ 5% e um fotoperiodo de 12:12 h. As larvas foram submetidas aos bioensaios entre a terceira e a
quinta geracao.

Inseticidas. Neste estudo foram utilizadas as seguintes diamidas em todos 0s experimentos:
clorantraniliprole (Prémio®, 200 g i.a/L SC, suspensdo concentrada, DuPont, Paulinia, SP,
Brasil), flubendiamida (Belt®, 480 g i.a./L SC, suspensdo concentrada, Bayer S.A., Socorro, SP,
Brasil) e ciantraniliprole (Benevia®, 100 g i.a./L, suspensdo concentrada em 6leo, DuPont, SP,
Brasil).

Dose Diagnostica e de Campo Utilizadas nos Bioensaios. Inicialmente as populacdes foram
submetidas as doses diagnosticas sugeridas por Campos et al. (2015b): 1 mg i.a/L de
clorantraniliprole, 1 mg i.a./L de ciantraniliprole e 3 mg i.a./L de flubendiamida. Para avaliar a

possibilidade de falhas de controle foi, também, utilizada a dose de bula para cada um dos
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inseticidas conforme registrado no Ministério da Agricultura para o controle de T. absoluta
(concentracdo expressa em mg de ingrediente ativo por litro de solucdo para pulverizagdo em
campo). Para isto foram utilizadas as dosagens de 3 mg i.a./L de clorantraniliprole e 300 mg i.a./L
de flubendiamida. Os experimentos foram realizados submergindo foliolos de tomate por um
periodo de 30 s em solugdo contendo inseticida, e tanto nos tratamentos quanto no controle
utilizou-se Agr’6leo® (Gota Ltda, Contenda, PR, Brasil) a 0,025% (concentracdo final) como
espalhante. Em seguida os foliolos foram mantidos a temperatura ambiente para sua secagem.
Posteriormente, esses foram colocados em placas de Petri (8 cm de diametro por 1,5 cm de altura)
contendo papel filtro humedecido com 400 uL de &gua destilada. Dez larvas de segundo instar
foram transferidas para cada placa de Petri e, ap6s a transferéncia, estas foram mantidas em
camara de crescimento por onde permaneceram por um periodo de 96 h a 25 £ 1 °C, UR 65 £ 5%
e um fotoperiodo de 12:12 h. As avaliacGes foram realizadas com o auxilio de uma lupa (Opton
5%, Alemanha). O critério utilizado nas avaliagbes foi o seguinte: larvas que conseguiram
caminhar o equivalente ao comprimento do seu corpo ap6s serem tocadas cuidadosamente com
um pincel de cerdas macias foram consideradas vivas, as que ndo conseguiram foram
consideradas mortas.

Bioensaios. Os ensaios toxicoldgicos foram conduzidos utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado com duas repeti¢des, todo experimento foi repetido pelo menos uma
segunda vez seguindo os métodos utilizados por Campos et al. (2015b). Inicialmente ensaios
preliminares foram realizados para determinar uma resposta “tudo ou nada”, para a partir de entao
ser estabelecida a gama de concentragdes utilizadas nos bioensaios de “concentragdo-resposta”.
Os intervalos de concentracOes utilizados para clorantraniliprole variaram de 0,000625 a 16.000

mg i.a./L; para ciantraniliprole variou de 0,003125 a 4.000 mg i.a./L e para flubendiamida a
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variacao foi de 0,00390625 a 76.800 mg i.a./L. Os bioensaios de suscetibilidade foram realizados
de forma semelhante aos experimentos realizados para dose diagndstica e dose de bula.

Anélise Estatistica. O teste Z unilateral com nivel de confian¢a 100 (1 — a)% com corregdo para
continuidade (Snedecor & Cochran 1989) foi usado para determinar se a fracdo observada de
sobreviventes na dose diagnostica foi significativamente maior que o 1% esperado de frequéncia.
Sendo assim, 0 nimero de sobreviventes necessarios para apresentar significancia foi determinado
a 1% de frequéncia fenotipica o = 0,05 (Roush & Miller 1986) para cada inseticida e populacéo.
A probabilidade de falha de controle foi estimada comparando-se a mortalidade observada e a
mortalidade corrigida com a eficacia minima esperada necessaria para registro de inseticidas pelo
Ministério da Agricultura, que é de 80% de mortalidade (Gontijo et al. 2013) utilizando o teste-t
pareado de Student a P < 0,05. Os dados de mortalidade dos ensaios de susceptibilidade foram
submetidos & analise de Probit (Finney 1971) com o = 0,05 (teste de ?) apds a correcdo pela
mortalidade do controle seguindo a férmula de Abbott (Abbott 1925), utilizando o programa
POLO-Plus (Software 2005) para estimar os valores de limite de confianca. As razdes de
resisténcia foram calculadas utilizando o “teste de razdo letal” e foram considerados significativos
quando o limite de confianga (LC) a 95% ndo inclui o valor 1 (Robertson et al. 2007). O
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi usado para testar a relacdo entre os log-transformados
emparelhados dos valores de CLso das populagdes entre os inseticidas utilizando o PROC CORR
(SAS Institute 2001) ao nivel de 0,05 de significAncia para avaliar a resisténcia cruzada entre o0s

inseticidas.

Resultados
Dose Diagnéstica e Dosagem de Bula. Todas as populagdes, exceto Brasilia (BSL) e Guaraciaba

do Norte (GBN) apresentaram niveis de mortalidade variando de 1,11 + 1,11 a 78,9 = 4,80%
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sugerindo potencial resisténcia das populaces as trés diamidas (Tabela 2). O numero de
individuos sobreviventes para obter o nivel de significancia a pelo menos 1% da frequéncia
fenotipica (com a = 0,05) foi de trés sobreviventes. No entanto, todas as populacdes, exceto
Brasilia e Guaraciaba, apresentaram resultados muito superiores a este valor (dados ndo
apresentados), sugerindo a presenca de fendtipos resistentes. As populacfes que apresentaram 0s
mais baixos nimeros de sobreviventes foram: Bezerros e Lagoa Grande para clorantraniliprole e
ciantraniliprole, respectivamente. Clorantraniliprole apresentou baixa eficacia nas populacbes de
T. absoluta de América Dourada, Gameleira 1, Jodo Dourado 1, Lagoa Grande e Pesqueira nas
doses de bula recomendada (Tabela 2). As demais populacdes: Bezerros, Jodo Dourado 2,
Gameleira 2 e Brasilia continuaram sendo economicamente controladas por este inseticida.
Flubendiamida ndo foi eficiente no controle das populacdes: América Dourada, Gameleira 1,
Gameleira 2, Jodo dourado 1, Jodo Dourado 2, Lagoa Grande e Pesqueira na dose de bula
recomendada, sugerindo com isso que falha de controle pode estar ocorrendo em campo, no
entanto, outras populagcdes como Bezerros e Brasilia ainda se mostraram suscetiveis a dose de
bula.
Bioensaios. Os dados de mortalidade das populacdes de T. absoluta se ajustaram ao modelo de
Probit para todos os inseticidas (x? ndo foi significativo, P > 0,05). A populagio de Brasilia foi a
mais suscetivel para clorantraniliprole, com uma CLso de 0,0044 mg i.a./L (Tabela 3), e para
ciantraniliprole, com uma CLso de 0,015 mg i.a./L (Tabela 4). Para flubendiamida a populagéo de
Guaraciaba foi a mais suscetivel, com uma CLso de 0,038 mg i.a./L (Tabela 5).

As respostas das populagdes utilizadas no estudo as trés diamidas foram heterogéneas. Os
valores obtidos por meio das CLso para clorantraniliprole, ciantraniliprole e flubendiamida entre
todas as populacdes de T. absoluta variaram de 0,0049 — 1.262,7; de 0,016 — 281,3 e de 0,30 —

3.018 mg i.a./L, respectivamente. As razfes de resisténcia (RRso) para clorantraniliprole,

27



ciantraniliprole e flubendiamida variaram de 1,12 — 288.995; 1,03 a 18.423 e 7,95 a 80.413 vezes,
respectivamente comparadas com as populacdes de Brasilia ou Guaraciaba. Baseado no limite de
confianca a 95% de probabilidade para as razdes de resisténcia, as populactes de Bezerros (RR =
44,55 vezes), Lagoa Grande (RR = 355,76 vezes), Jodo Dourado 1 (RR = 658,37 vezes), Jodo
Dourado 2 (RR = 524,85 vezes), Gameleira 1 (RR = 21.155 vezes), Gameleira 2 (RR = 1.064
vezes), Pesqueira (RR = 147.928 vezes) e América Dourada (RR = 288.995 vezes) exibiram
razbes de resisténcia muito altas e significantes para clorantraniliprole (Tabela 3). Oito
populacdes exibiram razdes de resisténcia significativa ao ciantraniliprole: Bezerros (RR = 78,34
vezes), Jodo Dourado 1 (RR = 109,07 vezes), Gameleira 2 (RR = 147,03 vezes), Jodo Dourado 2
(RR = 555,80 vezes), Lagoa Grande (RR = 1.895 vezes), Gameleira 1 (RR = 5.932 vezes),
Pesqueira (RR = 10.010 vezes) e América Dourada (RR = 18.423 vezes) (Tabela 4). Para
flubendiamida, nove populacGes exibiram resisténcia significativa: Brasilia (RR = 7,95 vezes),
Bezerros (RR = 11,03 vezes), Jodo Dourado 1 (RR = 5.405 vezes), Jodo Dourado 2 (RR =5.901
vezes), Lagoa grande (RR = 17.943 vezes), Gameleira 2 (RR = 27.854 vezes), Pesqueira (RR =
37.254 vezes), América Dourada (RR = 58.044 vezes) e Gameleira 1 (RR = 80.413 vezes) (Tabela
5).

Uma forte correlacdo foi observada entre os valores de CLsp de clorantraniliprole e
ciantraniliprole (r = 0,950; P < 0,0001; n = 10), de clorantraniliprole e flubendiamida (r = 0,887;
P < 0,0006; n = 10), e de flubendiamida e ciantraniliprole (r = 0,886; P < 0,0006; n = 10). Estes
resultados sugerem resisténcia cruzada entre diamidas antranilicas e destas com diamidas de acido

ftalico.
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Discussao

As diamidas entraram no mercado brasileiro de inseticidas como grande promessa para 0
controle de pragas, mais especificamente lepiddpteros incluindo a T. absoluta. Os ingredientes
ativos flubendiamida e clorantraniliprole foram registrados em 2008 e 2009, respectivamente, no
Brasil. Campos et al. (2015b) avaliaram a suscetibilidade de populacdes de T. absoluta coletadas
em 2010/2011, e elas foram altamente suscetiveis a estes produtos. No entanto, registros recentes
de falhas de controle para esta espécie nos levaram a avaliar a suscetibilidade de populacdes de T.
absoluta coletadas em algumas areas do Brasil a diamidas. As doses diagnosticas utilizadas neste
estudo foram previamente estabelecidas por Campos et al. (2015b), em estudo de linha base.

Nossos resultados mostraram que a maioria das populacGes apresentou frequéncia de
resisténcia acima de 10%, sugerindo que o0 uso destas doses poderia ter ajudado a monitorar a
resisténcia de populacGes de T. absoluta. Todas as populacBes com excecdo de Bezerros e Brasilia
sobreviveram a pelo menos uma dose de campo utilizada nos experimentos. Em estudos anteriores,
falhas de controle por inseticidas tradicionais e novos foram observadas nesta espécie (Silva et al.
2011b), sendo essas geralmente associadas ao desenvolvimento de resisténcia. Embora algumas
populacbes se mostraram resistentes a estes inseticidas, outras se mantiveram suscetiveis as doses
recomendadas de clorantraniliprole e flubendiamida. Isto sugere que a resisténcia, ainda, ndo esta
amplamente difundida e, ainda, pode ser manejada em &reas onde as populagdes ainda estejam
suscetiveis, para 0s quais € aconselhavel utilizar doses diagndsticas para monitora-las. O
levantamento de suscetibilidade confirmou o desenvolvimento para alta resisténcia em populacoes
de T. absoluta as diamidas.

O desenvolvimento de resisténcia a clorantraniliprole e flubendiamida também conferiu
resisténcia cruzada a ciantraniliprole, um inseticida similar que até entdo ndo se encontrava

registrado para o controle da T. absoluta, no Brasil. Recentemente, Roditakis et al. (2015)
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relataram o0s primeiros casos de resisténcia a ambos clorantraniliprole e flubendiamida em
populacdes de T. absoluta italianas coletadas diretamente de casa de vegetacdo. No entanto, este é
0 primeiro registro com niveis impactantes de resisténcia (até 289.000 vezes) a diamidas em
populacdes de T. absoluta obtidas diretamente de campo. A resisténcia parece nao estar restrita a
apenas uma determinada regido de coleta; esta resisténcia parece ser selecionada localmente devido
os diferentes graus de suscetibilidade observados neste estudo entre locais proximos sugerindo uma
variacdo no padrdo de uso de diamidas e uma baixa dispersédo (fluxo génico) da praga para outras
areas. Estes altos niveis de resisténcia em populacbes de T. absoluta foram relatados apos trés a
quatro anos depois da fase de registro do produto, indicando um rapido desenvolvimento nestas
areas.

O uso inadequado das diamidas por produtores de tomate na maioria das areas avaliadas nos
ultimos anos levou ao desenvolvimento de altos niveis de resisténcia e eficacia reduzida no
controle de T. absoluta. A falta de praticas alternativas de manejo como: a preservacdo de inimigos
naturais; a destruicdo de restos culturais; uso de niveis econdmicos de injdrias; a rotacdo de
inseticidas com diferentes modos de acdo ajudaria a retardar a resisténcia a diamidas. Silva et al.
(2016b) mostraram que a maioria destas populagdes ainda eram suscetiveis a espinosinas, 0 que
poderia ser usado como uma alternativa para reduzir a resisténcia a diamidas. Além disso, Campos
et al. (2014) mostraram claramente a auséncia de resisténcia cruzada entre espinosinas e diamidas
em seu trabalho, 0 que sugere uma alternativa interessante para realizar o0 manejo desta praga.
Além destes inseticidas, outras moléculas tais como: abamectina, clorfenapir, indoxacarbe, e
metaflumizone podem ser utilizados como alternativas para 0 manejo quimico de populacfes de T.
absoluta (Silva et al. 2016a).

O ciantraniliprole encontra-se hoje registrado no Brasil para o controle de diversas pragas,

inclusive para a traga-do-tomateiro. No entanto, este deve ser utilizado com cautela, pois apresenta
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uma forte correlacdo de resisténcia cruzada com outras diamidas (antranilicas e de acido ftalico), o
que ndo foi observado para inseticidas com modos de acdo distintos, tais como piretroides,
organofosforados, oxadiazinas, avermectinas (Sang et al. 2015) e espinosinas (Campos et al.
2014).

Em sintese, a resisténcia a clorantraniliprole e flubendiamida desenvolveu-se rapidamente em
populacdes de T. absoluta no Brasil. Isto ja era esperado devido a alta frequéncia de pulverizacdes
para controlar esta praga, o que resultou nos elevados niveis de resisténcia aqui observados. Apesar
dos altos niveis de resisténcia observados neste estudo, verifica-se que para algumas regides,
populacdes de T. absoluta, ainda, se mostram suscetiveis a diamidas fato que nestas regides deve-
se estabelecer um plano de manejo com o objetivo de ndo perder esta ferramenta que podera ser
utilizada em rotacdo com outros produtos. Estudos adicionais estdo sendo realizados para ajustar o

programa de manejo da resisténcia da T. absoluta no Brasil.
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Tabela 1. Locais de coleta das populagdes de Tuta absoluta de 10 localidades produtoras de

tomate do Brasil.

Populacao Iniciais Coordenadas geogréficas Data de coleta
América Dourada — BA AMD 11°28’ S, 41°27° W agosto/2014
Bezerros — PE BZR 08°13’ S, 35°44° W janeiro/2015
Brasilia— DF BSL 15°56° S, 48°08° W julho/2014
Gameleira | - BA GMLI 11°26 S, 41°38° W agosto/2014
Gameleira Il - BA GMLII 11°24° S, 41°40° W agosto/2014
Guaraciaba do Norte — CE GBN 04°10° S, 40° 44> W fevereiro/2010
Jodo Dourado 11 — BA JDRII 11°18’ S, 41°41°’ W agosto/2014
Jodo Dourado | — BA JDRI 11°19° S, 41°39° W agosto/2014
Lagoa Grande — PE LGD 09°00’ S, 40°22° W agosto/2014
Pesqueira — PE PSQ 08°16° S, 36°44° W agosto/2014
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Tabela 2. Mortalidades corrigidas (%) (+ EP) de populac¢@es de Tuta absoluta expostas a dosagens de rétulo e diagndstica

de inseticidas moduladores de receptores de rianodina.

Subgrupos

Diamidas antranilicas

Diamida do &cido ftalico

Regiéo Populacéo Clorantraniliprole Ciantraniliprole Flubendiamida
(Imgia/L)! (mgial/L)) (Imgia/L)! (3mgia/L)! (300mgi.a/L)?

América Dourada — BA 1,11+1,11* 511+3,09**  14,35+3,36* 12,17 +3,75* 16,57 +3,17**
Bezerros — PE 78,17 + 4,64* 100 59,65+6,80* 72,86+2,77* 91,60+1,98
Gameleira | - BA 33,72 £ 7,30 49,11 £7,85** 35,87 x4,29* 15,75+518* 20,94 + 4,55**

Nordeste Gameleira Il - BA 44,06 +559* 88,05+ 2,51 29,79 £5,15* 2293+ 4,63* 38,33 +6,26**
Guaraciaba do Norte — CE 100 100 100 100 100
Jodo Dourado | — BA 28,31 +£2,23* 5514 +461** 29,82+3,27* 30,61 +3,47* 55,05+ 3,45**
Jodo Dourado 11l - BA 64,57 £ 6,08* 86,87 + 3,34 34,67 £4,056* 51,19+512* 62,01 + 3,48**
Lagoa Grande — PE 25,75 £ 4,40* 60,67 £547** 7892+480* 61,00+6,56* 70,31+6,62
Pesqueira — PE 33,73+£5,73* 51,57 +8,05** 48,40+5,07* 21,52+514* 50,25+ 5,33**

Centro-

Oeste Brasilia — DF 100 100 97,98 + 1,36 100 100

85 < ntimero de insetos < 105 foram avaliados dependendo da populagdo.

1*Fracio observada de sobreviventes significativa pelo teste Z a 1% de frequéncia esperada a = 0,05.
zx* Mortalidade significativamente diferente de 80% pelo teste-t pareado de Student a P < 0,05.
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Tabela 3. Toxicidade relativa de clorantraniliprole para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1 °C; U.R.: 65 + 5% e fotoperiodo de 12 h.

Populagio N' GL? Inclinagio+ EP°  Clep (LC95%)*  Clao (LC95%)' %25  RRes (LC95%)° RRso (LC95%) °
BSL 298 6  127%016 (0,003400%?0068) (0,01(1)3’02(()),038) 005 (0,571 ’02,75) (0,515,010,81)
GBN 331 7 130:017 (o,oc?éooé?ooza) (0,01%01({)3,034) 11,06 (0,671’121,88) (0152 8154)
BZR 3026 1242015 (0,12’21-3?277) (0,63&)??404) 19 (25,3;1‘1’5758,32)* (26,8;1 %141)*
Web 288 b L9100 126197 05y 2% oz seolr (1292785730

JORIE 301 6 1052013 (1,36? '—22,40) (9,8; ﬁse.,eg) 424 (288,6542i1 '98554,37)* (396,7752 2—,71%316)*
ORI 202 6 101£0,14 (1,86? fi,ss) (11,41%4;3,41) Lo7 (368,555 %?175)* (452,217 slsfog?)*
GMLIL 43610 0832007 (3,143?75,02) (27,54:3;)020,36) >0 (607,32(16;1.863)* (1.11?) f?s?m)*
GMLI 2% 6 1,21£0.15 (59,9%2-’;1239,92) (3242537—’77(;19,83) 0,53 (12.2111;1??:.640)* (12.97222;823.421)*
PSQ 292 6 124£015 (423,4?; ?3;3217,49) 2. 132(?2,942) 1.32 (85,33114—7 3522445)* (85.63125f .2133.648)*
AMD 209 6  1,35+0,4 1.262.7 >285 2,38 268,99 204.599

(945,8-1.673,3)

(3.743-8.376)

(177.430 — 470.711)*

(148.374 — 471.083)*

1 NUmero total de insetos.

2 Grau de liberdade.

3 Erro padrdo da média.

4 Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.

® Qui-quadrado (P>0.05).

® Razéo de resisténcia: razdo da CLso e CLgo estimada entre as populacdes resistentes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo
método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do limite de confianca a 95%. *Razdo de resisténcia significativa porque o limite de
confianga ndo inclui o valor 1,0.
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Tabela 4. Toxicidade relativa de ciantraniliprole para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1 °C; U.R.: 65 + 5% e fotoperiodo de 12 h.

Populagio n' GL® Inclinagdo+ EP®  Clso (LC95%)"  CLeo (LC95%)*  2°°  RRso (LC95%)°  RReo (LC95%)°
L (0,0101'?15,020) (o,og'? 2,10) 208 (0,6i ’03,55) (0:5;,03171)
GBN S8 1302l (0,00?@50-1 3,70253) (0,04(21’?6;112) 32 (0,51’? :i97) (0163'0%;94)
BZR 26 &  182:020 (0,93’-2 (1),53) (2,62 'flz,sz) 300 (52,07753 'ff7,88)* (34,15 LE9858,56)*
ORI 3036 1462016 22219 o019 2T (Luoienz (014 10482

GMLII 305 7 147047 (1’55’_253’03) (6,268;352,00) 2,84 (93’2&2%176)* (80,6; 325%113)*
JORIL 283 8 1352015 (6,178i4191,38) (25,3?LSL5555,62) nr (359,5%5—5 ’:§9,29)* (326,8546—2 156?8,38)*
LGD 293 6 1,27+0,17 (17,3228L9431,88) (95,51331;50,34) 1,28 (1.11;'5;%?220)* (1.24:1-];569)*
GMLI 293 6 1.6220.19 (63,22 (1,51921,43) (222,72: Si’-}1?),1,12) 201 (3.79f ?:;?283)* (2-8721.—7?;1803)*
Q8 6 096£013 (96,2%)5—2 ’5274,30) (726,é4lj1 z;221) 129 (5.952 (1329826)* (9.37é %;?176)*
AMD 289 6  1,00£012 2613 1.9%0 5,76 16429 SVeY

(190,8 - 405,0)

(1.211 - 3.922)

(11.339 — 29.932)*

(15.552 — 61.237)*

! Numero total de insetos.

2 Grau de liberdade.

3 Erro padrdo da média.

4 Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.
® Qui-quadrado (P>0.05).

® Razdo de resisténcia: razio da CLso e CLgo estimada entre as populacdes resistentes e populagio mais suscetivel, determinado pelo
método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do limite de confianca a 95%. *Razdo de resisténcia significativa porque o limite de

confianga ndo inclui o valor 1,0.
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Tabela 5. Toxicidade relativa de flubendiamida para larvas de Tuta absoluta. Temperatura: 25 + 1 °C; U.R.: 65 + 5% e fotoperiodo de 12 h.

Populagdo  n'  GL? Inclinagdo + EP®*  ClLso (LC95%)* Cleo (LC95%)*  ¥*°  RRso (LC95%) ° RReo (LC95%) °
GBN 279 9 2134048 (0,013’03({)3,056) (0,06%093,136) 30 (0,481 ’02,09) (0,621 ’02,62)
BSL 29 6 144x0l4 (0,18 ; 3,45) (0,7; . 2,32) %09 (4,407’913135)* (7,4612 ’22315)*
BZR 2886 226202 (0,32'%,51) (0,73 : 2,32) 290 (6,281—1 '55,38)* (6,761? ’fg,ll)*
ORI 2786 173£019 (153,128 2—'82359,90) (474,9622 2—,13178,22) 2.3 (3.013? f%?ege)* (4.2246;6163.513)*

JORIE 308 7 113£013 (146,:6? 1—'L:ﬁz,m) (ssz,gézf ?L.989) 320 (3.1045;9511.219)* (7.713 3:2228.;626)*
teb 291 6 1242017 (391,637—3 ,389,0) (2.2738.2—02.821) 285 (9.00& 7—'2?741)* (20.783())4;2261.554)*
GMLI 324 7 0912011 (69z;L '-03.5525) (5.372'-7 S1)3.660) 3,80 (14.53217;8:;392)* (48.002 T11§;784)*

PSQ 00 079042 (772,33:9;215) (9.23;6§4§f.454) 048 (17.973;7;25;1.223)* (80-13&3 .5388-291)*
AMD 287 6 0.96+0,12 (1.42221-7;179) (10.112'? 22.008) 0.57 (30.1495 Eilcﬂijsl)* (89.84&3 .37:’77.655)*
GMLI 304 6  142+05 3.018 11.856 1,68 50.413 126999

(2.226 - 3.964)

(8.699 - 17.715)

(44.316 — 145.914)*

(77.864 — 207.112)*

! Ntmero total de insetos.

2 Grau de liberdade.

3 Erro padrdo da média.

4 Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.
® Qui-quadrado (P>0.05).

® Razéo de resisténcia: razdo da CLso e CLgo estimada entre as populacdes resistentes e populagdo mais suscetivel, determinado pelo
método de Robertson & Preisler (1992) e a razdo do limite de confianca a 95%. *Raz&o de resisténcia significativa porque o limite de

confianga ndo inclui o valor 1,0.
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CAPITULO 3
RESISTENCIA DE Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) A

CLORANTRANILIPROLE: HERANCA, METABOLISMO E RESISTENCIA CRUZADA!

JEFFERSON E. SILVA

Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco

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

ISilva, J.E. Resisténcia de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) a clorantraniliprole:
heranga, metabolismo e resisténcia cruzada. Artigo a ser submetido.
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RESUMO - Tuta absoluta conhecida como traga-do-tomateiro, tornou-se uma das principais
pragas do tomateiro no mundo. As diamidas compem uma das classes de inseticidas em amplo
uso no Brasil. No entanto, recentemente foram relatados casos de alta resisténcia desta praga a
diamidas. A resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole foi geneticamente e bioquimicamente
caracterizada, assim como foi verificada a possibilidade de resisténcia cruzada entre diamidas e
inseticidas de outros grupos quimicos. Curvas de concentracfes-resposta foram estimadas para 0s
parentais GBN-Sus (Guaraciaba do Norte — populacao suscetivel) e AMD-Sel (América Dourada
— populagéo selecionada), para as geragdes F1 e para o retrocruzamento, por meio do metodo de
bioensaio de imersdo de folhas. Estudos de heranca indicaram que a resisténcia a
clorantraniliprole € monogénica, incompletamente recessiva e autossomal. A dominéncia da
resisténcia a clorantraniliprole foi dependente da dose, mudando para recessiva a medida que a
concentracdo do inseticida foi aumentada. Além disso, concentracBes acima de 0,4 miligramas de
clorantraniliprole tornaram a resisténcia totalmente recessiva. Esterases, glutationa S-transferase e
monooxigenases dependentes de citocromo P450 aparentemente ndo estdo envolvidas na
resisténcia ao clorantraniliprole, indicando que essas enzimas destoxificativas ndo compdem o
principal mecanismo de resisténcia ao inseticida. Além disso, o espectro de resisténcia cruzada foi
restrito apenas a flubendiamida e ciantraniliprole, sugerindo que o mecanismo de resisténcia
envolvido seja alteragdo do sitio alvo. Portanto, a suspensdo do uso de clorantraniliprole no
controle da traga-do-tomateiro seria um componente Util no manejo da resisténcia a diamidas para
esta espeécie. O uso de diamidas para T. absoluta, em areas introduzidas, deve ser cuidadosamente
monitorado para evitar a selecdo rapida de altos niveis de resisténcia e o potencial de sua

disseminacéo para novas areas.

PALAVRAS-CHAVE: Diamidas, falhas de controle, genética, dominancia efetiva, metabolismo
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RESISTANCE OF Tuta absoluta (MEYRICK) (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) TO
CHLORANTRANILIPROLE: GENETICS, METABOLISM, AND CROSS-RESISTANCE
ABSTRACT -Tuta absoluta, known as tomato leafminer, become the most important tomato’s
pest of worldwide. Diamides are one of the few effective classes of insecticides in use in Brazil.
But recently, cases of very high resistance to diamides in field populations of this pest from Brazil
were reported. Herein, the resistance of T. absoluta to chlorantraniliprole were genetically and
biochemically characterized, as well as the possibility of cross-resistance between diamides and
insecticides of other chemical groups. Concentration-mortality curves were estimated for parental
GBN-Sus (Guaraciaba do Norte — susceptible population) and AMD-Sel (América Dourada —
selected population), F1 and backcross generations, through the leaf dipping method. Inheritance
studies indicated that chlorantraniliprole resistance is monogenic, incompletely recessive, and
autosomal. Chlorantraniliprole resistance dominance was dose dependent shifting to recessive as
concentration of that insecticide increased. Additionally, concentrations above 0.4 mg of
chlorantraniliprole making resistance totally recessive. Esterases, glutathione S-transferases and
cytochrome P450-dependent monooxygenases are apparently not involved in the
chlorantraniliprole resistance, indicating that these detoxification enzymes are not the underlying
resistance mechanism. Furthermore, the cross-resistance spectrum was restricted to the insecticide
flubendiamide and cyantraniliprole, suggesting that altered target site may be the mechanism
involved. Therefore, the suspension of chlorantraniliprole use against the tomato borer would be a
useful component in diamide resistance management for this species. Diamides use against this
species in introduced areas should be carefully monitored to prevent rapid selection of high levels

of resistance and the potential for its spread to new areas.
KEY WORDS: Diamides, control failure, cross resistance, genetics, effective dominance,

metabolism
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Introducéo

A Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma das pragas mais importantes
do tomateiro no Brasil, e tem apresentado altas infestagdes em campo durante os ultimos anos;
ocasionando consideraveis perdas econdmicas a produtores em algumas regifes do pais. Sua
importancia se deve as injurias ocasionadas por larvas, principalmente aos foliolos das plantas, o
que compromete seriamente a produtividade da cultura, podendo provocar perdas de até 100%,
dependendo da época do ano e da intensidade de infestacdo no plantio. O uso de inseticidas tem
sido uma das principais medidas adotadas de controle. No entanto, nem sempre tem atendido as
expectativas de controle esperadas por agricultores (Guedes et al. 1994). Em algumas areas o
numero de pulverizagcdes chega a ser superior a 30 por cultivo (Picanco & Guedes 1999). Este uso
indiscriminado de inseticidas tem levado a selecdo para resisténcia em T. absoluta a varios
inseticidas, tais como piretroides e organofosforados (Salazar & Araya 1997, 2001), a abamectina
e derivados de nereistoxinas (Siqueira et al. 2000) e a reguladores de crescimento (Silva et al.
2011). A resisténcia tem se desenvolvido rapidamente nesta espécie devido ao uso de forma
inadequada do controle quimico por agricultores. Este tipo de controle tem sido 0 método mais
comumente utilizado em paises Sul-americanos e, mais recentemente, por produtores de tomate
de paises Europeus, do Norte da Africa e Oriente Médio (Desneux et al. 2011).

Nestes Ultimos dez anos, novos grupos de inseticidas tem sido registrado para o controle de
pragas do tomate, dentre estes as diamidas. As diamidas compreendem um grupo de inseticidas
com um modo de acdo diferenciado dos demais inseticidas tradicionais. Pertencem ao mais novo
grupo de inseticidas sintéticos (Grupo 28 — moduladores dos receptores de rianodina) de acordo
com a classificacdo dada pelo Comité de Acdo de Resisténcia a Inseticidas (IRAC 2016). Sao
inseticidas altamente ativos contra insetos pragas, em especial, lepidopteros (Lahm et al. 2007). E

sdo bastante Uteis no controle de espécies que apresentam resisténcia a outros grupos quimicos
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(Nauen et al. 2007). Estes produtos atuam diretamente nos receptores de rianodina, promovendo a
sua ativacdo e a liberacdo desordenada de calcio, ocasionando no inseto sintomas como: a
cessacao alimentar, letargia, paralisia e morte (Lahm et al. 2005, Cordova et al. 2006, Hannig et
al. 2009). Quando utilizados inicialmente em populac@es brasileiras de T. absoluta apresentaram
alta eficiéncia de controle em baixas doses (Campos et al. 2015b). Com o passar dos anos,
algumas populacdes passaram a apresentar falhas de controle (Silva et al. 2016a). No Brasil além
de utilizar clorantraniliprole para o controle da T. absoluta, utilizam-se também flubendiamida,
ciantraniliprole, espinetoram, abamectina, triflumurom, clorfenapir, cloridrato de cartape,
permetrina, indoxacarbe e metoxifenozida. Estes sdo alguns dos principais ingredientes ativos
atualmente registrados para o controle da traca-do-tomateiro. Apesar de alguns destes ja
demonstrarem falhas de controle, outros como clorfenapir, abamectina e indoxacarbe apresentam
grande eficacia no controle da T. absoluta (Silva et al. 2016b).

Recentemente, Silva et al. (2016a) relataram altos niveis de resisténcia em populagoes de T.
absoluta coletadas em campo a diamidas. A populacdo de América Dourada (AMD-Sel) nesse
trabalho, ap6s ser mantida sob pressdo de selecdo em laboratério com a concentracdo de 1.000
mg/L de clorantraniliprole, alcangou mais de 1.000.000 de vezes de resisténcia. A partir disso, se
buscou entender esta resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole através de estudos genéticos e
bioquimicos. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a heranca da resisténcia de T. absoluta
a clorantraniliprole (se é autossomal ou ligada ao sexo, recessiva ou dominante e se existe um ou
mais genes envolvidos nessa resisténcia); a resisténcia cruzada de diamidas com outras classes de
inseticidas, bem como se metabolismo destoxificativo esta associado a esta resisténcia. O
conhecimento das bases genéticas e bioquimicas da resisténcia € fundamental para que se tenha
sucesso na hora de implementar um plano adequado de manejo, uma vez que tais fatores sdo

determinantes na velocidade de desenvolvimento da resisténcia.
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Material e Métodos

Insetos. As populacbes de T. absoluta utilizadas no experimento foram coletadas em campos
comerciais e experimentais de tomateiro durante os anos de 2010/2015, na regido Nordeste do
Brasil. Foram utilizadas nos experimentos as populacdes designadas AMD-Sel (América Dourada
- BA, Brasil) e GBN-Sus (Guaraciaba do Norte, CE, Brasil). A populacdo de T. absoluta GBN-
Sus foi utilizada nos experimentos como populacdo padrdo de suscetibilidade. As populacGes
foram mantidas em laboratério em gaiolas de larvas (45x45x45 cm) e gaiolas de adultos
(30x30x30 cm). As gaiolas dos adultos foram usadas apenas para oviposi¢cdo, onde folhas de
tomate foram fornecidas diariamente para oviposi¢cdo. Adultos de T. absoluta foram alimentados
com solucdo de glicose a 10% (Yoki, Brasil), enquanto as larvas foram alimentadas com folhas de
tomate cultivar Santa Clara (IC11 5500), cultivado em casa de vegetacdo sem uso de inseticidas.
Os insetos foram mantidos sob condicdes controladas de temperatura 25+1 °C, 65+5% de
umidade relativa e fotofase de 12:12h.

Inseticidas. O inseticida clorantraniliprole foi utilizado em sua formulacdo comercial registrada
para uso em campo no controle da tragca-do-tomateiro (200 g i.a./L, suspension concentrate,
DuPont Brazil, Paulinia, SP, Brasil). Para avaliar a resisténcia cruzada entre diamidas e outros
inseticidas, bioensaios foram realizados com o0s seguintes inseticidas: abamectina (18 g a.i./L,
concentrado emulsionavel, Syngenta protecdo de cultivos, Sado Paulo, SP, Brasil), cloridrato de
cartape (500 g i.a./Kg, p6 soluvel, lharabras, Paulinia, SP, Brasil), clorfenapir (240 g i.a./L,
suspensdo concentrada, BASF S.A., Sdo Paulo, Brasil), ciantraniliprole (100 g i.a./L, suspensao
concentrada em oOleo, DuPont, Paulinia, SP, Brasil), flubendiamida (480 g i.a./L, suspensao
concentrada, Bayer S.A., Socorro, SP, Brasil), indoxacarbe (300 g i.a./Kg, granulado dispersivel,
DuPont, Brasil, Paulinia, SP, Brasil), malationa (1000 g i.a./L, concentrado emulsionavel,

Cheminova Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), metoxifenozida (240 g a.i./L, suspensdo
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concentrada, Dow Agrosciences Industrial Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), permetrina (384 g i.a./L,
concentrado emulsionavel, FMC Quimica do Brasil, Campinas, SP, Brasil), espinetoram (250 g
i.a./Kg, granulado dispersivel, Dow AgroSciences, Franco da Rocha, SP, Brasil), triflumurom
(480 g i.a./L, suspensdo concentrada, Bayer S.A., Belford Roxo, RJ, Brasil). Nos ensaios de
sinergismo foram utilizados os sinergistas: dietil maleato (DEM), butdxido de piperonila (PBO) e
S,S,S-tributil fosforotritioato (DEF) obtidos da Sigma-Aldrich, Milwaukee, W1, EUA).
Bioensaios de Suscetibilidade. Os bioensaios foram conduzidos usando o delineamento
inteiramente casualizado com duas repeticdes, e todos os bioensaios foram repetidos pelo menos
duas vezes. As solucdes de clorantraniliprole, ciantraniliprole e flubendiamida assim como o
controle foram preparadas com 0,025% de Agr’6leo® (Gota Ltda, Contenda, PR, Brasil) como
espalhante adesivo, para 0s outros inseticidas usou-se Triton X - 100 na proporc¢do de 0,01%. Os
foliolos de tomate foram imersos por 30 segundos em solucdo inseticida e mantidos a temperatura
de sala até a secagem. As folhas foram posteriormente transferidas para placas de petri (8 cm de
didmetro x 1,5 cm de altura) contendo papel filtro umedecido com 400 pL de agua destilada. Dez
larvas de segundo instar inicial foram transferidas para cada placa de petri, em seguida as placas
foram transferidas para camara de crescimento onde permaneceram a 25 + 1 °C, 65 £ 5% umidade
relativa e 12 h de fotofase. A mortalidade larval foi avaliada ap6s 7 dias para metoxifenozida, 96
horas para diamidas e 48 horas para os demais inseticidas. A avaliacdo da mortalidade foi
realizada com o auxilio de uma lupa (Opton®, Germany). Os critérios utilizados nas avaliacdes se
basearam no caminhamento de larvas apds serem estimuladas com pincel de cerdas macias; e
larvas que ndo conseguiram se locomover o equivalente ao comprimento de seu corpo foram
consideradas mortas.

Selecdo para Resisténcia a Clorantraniliprole. A populacdo de AMD-Sel, previamente

identificada como resistente a clorantraniliprole, foi submetida a sele¢es continuas com este
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inseticida ap0s a sétima geracao em condicgdes de laboratorio. A concentracdo utilizada na selecéo
foi baseada nos bioensaios de concentracdo-mortalidade e utilizada em escala crescente até a
décima quinta geracdo, quando a selecdo foi sempre mantida com a concentragdo de 1000 mg
clorantraniliprole/L.

Heranca da Resisténcia a Clorantraniliprole. Para avaliar a possibilidade da heranca da
resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole ser autossomal ou ligada ao sexo; dominante ou
recessiva, foram realizados cruzamentos reciprocos entre a populacdo resistente e a suscetivel:
AMD-Sel @ x GBN-Sus &' e AMD-Sel & x GBN- Sus Q. A sexagem foi conduzida no estagio
larval, de modo que ao chegar a fase adulta machos virgens acasalassem somente com fémeas
virgens da outra populacéo e vice-versa. Nos experimentos de cruzamentos reciprocos utilizou-se
pelo menos 150 casais. Para estimar o nimero de loci influenciando a resisténcia, a progénie F1
dos cruzamentos reciprocos foi retrocruzada com a populagdo resistente, sendo a descendéncia
obtida deste cruzamento submetida a bioensaio de suscetibilidade a clorantraniliprole. A
dominéncia estimada (h) da resisténcia a clorantraniliprole foi testada por meio de bioensaios de
concentracdo-mortalidade com clorantraniliprole para os parentais (GBN-Sus e AMD-Sel) e para
as progénies F1 dos cruzamentos reciprocos. Oito concentragGes de clorantraniliprole (0,010;
0,020; 0,040; 0,080; 0,100; 0,200; 0,300 e 0,400 mg i.a./L), além dos controles (compostos apenas
por agua mais o adjuvante), foram utilizados nos individuos obtidos da F1 dos cruzamentos
reciprocos entre AMD-Sel e GBN-Sus. A base monogénica da resisténcia a clorantraniliprole foi
testada no retrocruzamento entre individuos obtidos dos cruzamentos reciprocos com o parental
AMD-Sel. Larvas de segundo instar obtidas do retrocruzamento foram submetidas a bioensaio de
concentracdo-mortalidade com clorantraniliprole. Foi realizado posteriormente o teste direto de

heranga para reconhecer sua base mono ou poligénica.
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Resisténcia Cruzada. Larvas de segundo instar foram utilizadas em bioensaios de concentragéo-
mortalidade com os inseticidas abamectina, cloridrato de cartape, clorfenapir, ciantraniliprole,
flubendiamida, indoxacarbe, malationa, metoxifenozida, permetrina, espinetoram e triflumurom
para estabelecer o perfil de resisténcia cruzada com clorantraniliprole. O método de bioensaio
usado foi 0 mesmo descrito para 0s bioensaios de concentracdo-mortalidade.

Ensaio de Sinergismo para Clorantraniliprole. Para investigar o possivel envolvimento de
enzimas destoxificativas na resisténcia de T. absoluta a diamidas foram utilizados os inibidores
enzimaticos dietil maleato (DEM), o butoxido de piperonila (PBO), e o S,S,S-tributil
fosforotritioato (DEF). Larvas de segundo instar das populacdes suscetivel e resistente foram
usadas neste experimento em tratamento apenas com clorantraniliprole, em tratamento
clorantraniliprole + DEF, clorantraniliprole + DEM e clorantraniliprole + PBO para detectar se o
metabolismo esta envolvido na resisténcia. Os métodos de bioensaios utilizados foram 0s mesmos
descritos anteriormente, no entanto nos bioensaios utilizando sinergistas todas as larvas foram
tratadas topicamente (0,2 pL/larva) com uma concentracdo de 1 pg/uL de DEF, DEM e PBO
antes de expor as larvas ao clorantraniliprole. Todos os sinergistas utilizados foram dissolvidos
em acetona.

Extracdo de Amostras para Anélise de Atividade Enzimética. Para extracdo de proteina foram
coletadas 10 larvas de terceiro instar em triplicata para esterase e para glutationa S-transferase.
Para esterase as larvas foram mantidas em tampéo fosfato (pH 7,2; 0,02M) e para glutationa S—
transferase utilizou-se o tampdo fosfato pH 7,5 a 0,1M. As larvas foram maceradas e
homogeneizadas antes de serem submetidas a centrifugacdo a 16,000 g. Apds a centrifugacdo o
pelet foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para determinag@o de proteina na amostra. A
concentracédo de proteina foi determinada seguindo o método de acido bicinconinico (Smith et al.

1985), usando albumina de soro bovino como padrdo (BSA). Nos ensaios para monooxigenases
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dependentes de citocromo P450, as amostras continham 30 larvas de terceiro instar cada,
homogeneizadas em 1000 pL de tampdo fosfato de sédio (0,1M; pH 7,5) contendo 10% de
glicerol [vol:vol], 1 mM de &cido etilenodiaminotetracetico [EDTA], 0,1 mM ditiotreitol [DTT], 1
mM 1-fenil-2-tiourea [PTU] e 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF]. O homogeneizado
foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 min. O sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x g por 1
h em ultracentrifuga. Os pelets microssomais foram entdo resuspendidos em tampao de
resuspensdo (0,1M tampdo fosfato de sddio, pH 7,5, contendo 10% [vol:vol] glicerol, 1 mM
EDTA, 0,1 mM DTT, e 1 mM PMSF).

Ensaios de Esterase. A atividade de esterase foi medida por meio do método adaptado de Van
Asperen (1962). Uma solucédo estoque de 250mM dos substratos acetato de a-naftila e acetato de
B-naftila foram preparados em acetona. Em cada reacdo, 2 pL de a-naftil acetato a 25mM, 10 pL
da amostra diluida de 1:10 e 188 pL de tampéo fosfato de sédio (pH 7,2, 0,02M) foram utilizados.
O mesmo procedimento foi utilizado para analise de esterase usando [B-naftil acetato como
substrato. As reacGes foram incubadas a 30°C por 15 min. A reacgéo foi paralisada utilizando 33,2
pL de FAST Blue B a 0,3% em 3,5% de SDS. A absorbancia foi lida a 600 nm para a-naftol e a
555 nm para p-naftol em leitora de microplacas (Synergy H1, Multi-Moder, BioTek®, USA). O
ensaio de atividade de acetato de p-nitrofenila (PNPA) consistiu de um volume final de 210 pL
contendo uma mistura de 5 pL de PNPA diluido em acetonitrila, 195 pL de tampdo fosfato de
sodio a 0,02M (pH 7,2) e 10 pL da preparagdo enzimatica. O ensaio foi iniciado pela adi¢do de
pNPA e a mudanca na absorbancia foi registrada a 405 nm. A inclinacdo da reta (absorbancia min-
1y foi transformada em unidade de concentracio utilizando o coeficiente de extingdo de 6,53 mM*
cm?,

Atividade de Conjugacdo por Glutationa S-transferase (GST). A atividade de GST foi

determinada usando CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) como substrato na presenca de
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glutationa S-transferase formando 2,4-dinitrofenil-S-glutationa (Habig et al. 1974). A solucéo
CDNB (150 mM) foi preparada em etanol e a glutationa reduzida (10 mM) foi dissolvida em
tampédo fosfato de sédio (0,1M; pH 7,5). Para cada reacdo foram utilizados 113 pL de tampé&o
fosfato de sodio (0,1M; pH 7,5), 10 pL de amostra contendo proteina, 75 L de glutationa
reduzida (10 mM) e 2 pL de CDNB (150 mM). Em seguida as placas foram submetidas a
incubacdo a 30°C por 4 min. A formacdo de 2,4-dinitrofenil-S-glutationa foi imediatamente
medida a 340 nm usando a leitora de microplacas (Synergy H1, Multi-Moder, BioTek®, USA)
com a reacdo sendo analisada durante 15 min com intervalos de leitura de 51 segundos. Cada
amostra foi analisada em triplicata. Os dados de Absorbancia foram analisados apos a adicdo de
CDNB. A inclinacdo da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de concentracdo
utilizando o coeficiente de extingdo do CDNB (9600 M. cm™).

Atividade de MFOs. A atividade de citocromo P450 foi determinada pela avaliacdo da O-
desmetilacdo do substrato p-nitroanisol (O2N-CegHs-O-CHs) a p-nitrofenol. As reagdes foram
realizadas por meio da mistura de 175 pL do tampé&o de resuspenséao fosfato de sédio (0,1M; pH
7,5), 50 pL da amostra, 5 pL de p-nitroanisol (144mM em etanol) e 10 pL de NADPH reduzido
(9.6 mM). A mistura foi preparada em tubos tipo Eppendorf com capacidade volumétrica de 1 ml
e incubada por 30 min a 30°C com 10 pL de HCI (1M) adicionado para a parada da reacdo. A
reacdo em mistura foi entdo centrifugada a 3.000 x g por 15 min, e 200 pL do sobrenadante foram
lidos a 405 nm em leitora de microplacas. Cada amostra foi analisada em triplicata. A atividade de
citocromo P450 por amostra foi determinada baseada em curva padréo de p-nitrofenol e expressa
como nmol de p-nitrofenol.min"t.mg de proteina.

Analise Estatistica. Os dados de concentragdo-mortalidade foram submetidos a analise de Probit
utilizando o programa POLO Plus (LeOra-Software 2005) para calcular as concentragdes médias

letais (valores de CLso) e seus limites de confianca a 95% de probabilidade, assim como as
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inclinagcbes das curvas e seus respectivos erros padrdes. Teste de igualdade e paralelismo,
também, foram realizados para as curvas obtidas para os dois hibridos utilizando 0 mesmo
programa. As mortalidades observadas nos tratamentos foram corrigidas pela mortalidade do
controle utilizando o método de Abbott (1925). As razbGes de resisténcia foram calculadas
utilizando o “teste de razdo letal” e foram considerados significativos quando o limite de
confianca (LC) a 95% nao inclui o valor 1 (Robertson et al. 2007).

O grau médio de dominancia (D) da resisténcia a clorantraniliprole foi calculado de acordo
com o método de Stone (1968), utilizando a férmula D = (2.L2 — L1 — L3)/(L1 — L3), onde Ly, Lo €
L3 sd0 o log dos valores das LCsos de AMD-Sel, da F1 e de GBN-Sus, respectivamente. Os valores
de D podem variar de -1 a 1, onde -1 indica completa recessividade, 1 indica dominancia
completa e, 0 indica dominancia intermediaria ou co-dominancia.

A dominancia estimada (h) foi calculada para cada concentracdo: h = (w12 - W22)/(W11 — W22),
onde w11, W2 € Wop representam valores ligados ao desempenho para individuos homozigotos
dominantes, heterozigotos, e homozigotos suscetiveis, respectivamente (Hartl 2000). O valor de
fitness para os individuos homozigotos dominantes foi considerado 1,0; enquanto que os valores
para 0s heterozigotos e homozigotos recessivos foram calculados como a razéo entre a taxa de
sobrevivéncia observada da progénie F1 agrupada obtidas dos cruzamentos reciprocos e a taxa de
sobrevivéncia da populacdo AMD-Sel. Os valores de h variam de 0 a 1, onde h = 0 indica
completa recessividade, h = 1 indica dominéncia completa e h = 0,5 indica dominancia
intermediaria (co-dominancia).

A hipotese da resisténcia monogénica a clorantraniliprole em T. absoluta foi testada
inicialmente comparando as inclinagdes das curvas de concentragdo-mortalidade dos cruzamentos
reciprocos F1 (entre as populages resistente e suscetivel) e seu retrocruzamento. Os resultados do

retrocruzamento foram comparados com os dados esperados utilizando o teste de ¥2. O nlimero
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minimo de genes efetivos (ng) foi estimado com a formula ng = (L2 — L1)%/(8cs?) < N, onde Lie L;
séo os logaritmos das CLses das populagdes GBN-Sus e AMD-Sel, respectivamente. O nimero de
genes é N, e a variagio genética extra segregada na geracéo do retrocruzamento além da F1 é o2,
a qual pode ser estimada por o> = 621 + %2 — (G%F1 + ¥4 6%1 + Y2 6%p2), ONde G%g1, G282, G°F1, G2p1,
e o%p2 80 as variagdes fenotipicas do F1 agrupado, do retrocruzamento (F1 agrupado x AMD-Sel)
da populacdo selecionada resistente AMD-Sel e da populacdo suscetivel GBN-Sus. O
retrocruzamento entre o F1 agrupado x GBN-Sus néo foi realizado, desse modo considerou-se 6%s2

=0.

Resultados

A populacdo resistente  AMD-Sel apresentou-se inicialmente 1.076.957 vezes mais
resistente quando comparada a populagdo suscetivel GBN-Sus (Tabela 1) com base nos valores de
Clso. Os valores de CLso para F1 (PR x JS) e F(2S x &R) foram de 0,020 ¢ 0,023
respectivamente, apresentando igualdade e paralelismo entre ambas as curvas, havendo uma
sobreposicao dos seus limites de confianca a 95%, sendo desta forma descartada a hipotese da
resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole sofrer alguma influéncia maternal. Os niveis de
resisténcia dos cruzamentos reciprocos, F1, F1’ ¢ F1 agrupado, foram de 6,28; 7,16 e 6,67 vezes,
respectivamente. Os cruzamentos reciprocos realizados na F1 indicaram que a base genética da
resisténcia é autossémica ao invés de ser ligada ao sexo. As respostas da populagdo GBN-Sus e
das duas F1 ao inseticida foram bem similares e muito proximas quando comparadas a populacao
AMD-Sel (Tabela 1; Fig. 1).

Os graus de dominancia (D) da resisténcia em T. absoluta calculados a partir dos valores de

CLso foram de -0,74, -0,72 e -0,73 para F1, F1’ e F1 agrupado, respectivamente (Tabela 1).
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Considerando os erros padrbes calculados por meio da férmula de Lehmann (1966) para cada
valor de D, entdo podemos inferir que a resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole €
incompleta ou parcialmente recessiva (Tabela 1).

A heranca da resisténcia de T. absoluta a chlorantraniliprole foi monogénica. Das 16
concentracdes utilizadas no teste, apenas quatro se mostraram significativas. Em sua grande
maioria, as concentracOes utilizadas ndo apresentaram diferencas significativas entre a mortalidade
observada e a mortalidade esperada, sugerindo desta forma que a hipoGtese de haver apenas um
gene envolvido na resisténcia esta correta (Fig. 1; Tabela 2). Com relacdo ao conjunto de
concentragOes utilizadas no teste, estas se mostraram significativas (y2 = 44,9; gl = 15; P < 0,05)
(Tabela 2). Quando verificado o nUmero minimo de genes (ne) envolvidos na resisténcia de T.
absoluta a clorantraniliprole por meio do método de Lande (1981), observou-se que o numero
estava proximo de 1 (0,78).

A dominéncia efetiva (h) foi verificada para cada uma das oito diferentes concentracdes que
foram utilizadas para discriminar a dose suficientemente capaz de eliminar os individuos
suscetiveis e heterozigotos de individuos resistentes. A concentracdo de 0,4 mg i.a./L foi
observada como minima para separar homozigotos e heterozigotos suscetiveis de homozigotos
resistentes (Tabela 3).

Os valores de CLso estimados para GBN-Sus e AMD-Sel apenas com clorantraniliprole e
com clorantraniliprole + sinergistas (PBO, DEF e DEM) sdo mostrados na Tabela 5, os resultados
mostram que na populagdo GBN-Sus houve uma pequena razéo de sinergismo para PBO (1,98) e
DEF (1,11) e um baixo nivel de antagonismo para o0 DEM (0,54), ndo sendo este significativo.
Dentre todos os dados obtidos com os tratamentos com e sem sinergistas, apenas o tratamento
contendo clorantraniliprole + PBO na populacdo GBN-Sus apresentou diferenca significativa.

Quando observados os dados obtidos para AMD-Sel, observou-se um pequeno nivel de
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antagonismo para os trés sinergistas, com valores de 0,89 para PBO; 0,58 para DEF e 0,5 para
DEM, embora néo significativas (P<0,05) (Tabela 5). As razGes de resisténcia sinergizadas a
clorantraniliprole entre AMD-Sel e GBN-Sus foram de 1.120.603, 952.676 e 542.112 vezes para
PBO, DEF e DEM, respectivamente (Tabela 5), maiores do que a razdo de resisténcia nédo
sinergizada (500.000 vezes), evidenciando antagonismo.

A possibilidade de resisténcia cruzada entre diamidas e inseticidas pertencentes a grupos
quimicos distintos ndo foi observada utilizando-se as populacbes GBN-Sus e AMD-Sel (Tabela
4). Inseticidas como o triflumurom, a permetrina e metoxifenozida apresentaram altos valores de
CLsos em AMD-Sel, provavelmente devido a prévia estabilidade de resisténcia desta populagéo a
estes inseticidas. Os valores de CLso para malationa e cloridrato de cartape foram de 260 e 352
mg i.a./L, respectivamente. Espinetoram, abamectin, clorfenapir e indoxacarbe apresentaram os
mais baixos valores de CLso dentre todos os inseticidas testados, com valores de 0,19; 0,67; 11,44
e 1,64 (Tabela 5).

N&o houve diferenca significativa na atividade de esterase entre as populacdes de T.
absoluta GBN-Sus e AMD-Sel utilizando acetato de o-naftila e acetato de 4-nitrofenila como
substratos (P > 0,34 e P > 0,21). No entanto, para acetato de p-naftila houve diferenca
significativa (P < 0,03). As atividades de a-esterases entre as populacfes foram de 9,99 + 0,68
pumol/min/mg de proteina para GBN-Sus e 11,04 + 0,69 pumol/min/mg de proteina para AMD-Sel.
A atividade para p-esterase foi de 19,08 + 1,30 umol/min/mg de proteina para GBN-Sus e 23,62 +
0,38 umol/min/mg para AMD-Sel. Quanto ao substrato 4-nitrofenil acetato, a atividade observada
para GBN-Sus foi de 7,23 = 1,40 umol/min/mg de proteina e de 5,02 £ 0,55 pmol/min/mg de
proteina para AMD-Sel (Fig.2).

Para a glutationa S-transferase houve diferenca significativa entre GBN-Sus e AMD-Sel

com as médias de atividade de 5,46 = 0,28 pmol/min/mg e 9,48 + 1,37 pmol/min/mg,

54



respectivamente (P < 0,04) (Fig. 2). Quanto ao metabolismo oxidativo ndo foi observado
diferenca significativa para monooxigenases dependentes de citocromo P450 entre as duas
populagdes (P > 0,12). As atividades foram de 2,58 + 0,21 umol/min/mg de proteina para GBN-

Sus e de 4,36 £ 0,89 umol/min/mg de proteina para AMD-Sel (Fig. 2).

Discussao

Os altos niveis de resisténcia atingidos por populaces de T. absoluta a diamidas em um
curto espaco de tempo (Roditakis et al. 2015, Silva et al. 2016a), tem gerado grandes
preocupacOes dentro da comunidade cientifica, principalmente devido ao impacto que esta pode
ocasionar a tomaticultura e, consequentemente, a economia. Diante disso tem-se buscado
informacBes sobre as bases genéticas e fisioldgicas que governam esta resisténcia antes que se
espalhe para outras areas e assim poder refinar o0 manejo de resisténcia em areas onde ainda nao
esteja desenvolvida. Neste estudo, uma populacdo resistente a diamidas (AMD-Sel) (Silva et al.
2016a) coletada em uma area de producdo de tomate sob intensas aplicacfes de inseticidas para
controlar T. absoluta foi caracterizada quanto aos aspectos genéticos e bioquimicos. AMD-Sel é
resistente a varias classes de inseticidas, tais como piretroides, organofosforados, derivados de
nereistoxinas, reguladores de crescimento e agora as diamidas. Apds selecdo em laboratério, a
populacdo AMD-Sel atingiu niveis superiores a 1.000.000 de vezes de resisténcia, os mais altos ja
encontrados para T. absoluta a clorantraniliprole. Isto é mais de 33.000 vezes acima da dose
sugerida para o controle de T. absoluta em campo, o que confere total ineficiéncia de controle do
produto a esta populacéo.

A resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole seguiu um padrdo genético mendeliano. Os
resultados de heranca mostraram que os valores das CLsos estimados para F1 e F1” ndo foram

significativamente diferentes entre si, havendo sobreposi¢do dos limites de confianca, mostrando
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que a resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole é autossémica. Além disso, a curva da Fy
agrupada comportou-se de forma similar e mais proxima a curva da populacdo GBN-Sus, porém
diferindo estatisticamente desta, sugerindo que a dominancia da resisténcia € incompletamente
recessiva. Uma menor inclinacdo da curva do retrocruzamento (comparada a curva da populacéo
parental AMD-Sel), bem como o teste direto (a grande maioria das concentracdes testadas se
ajustou ao modelo monogénico), mostrou que a resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole é
monofatorial. Esse mesmo padrdo de heranca foi observado em estudos realizados anteriormente
com T. absoluta por Roditakis et al. (2017), e em Plutella xylostella por Steinbach et al. (2015).
No entanto, diferem em parte dos encontrados em populacdes chinesas de P. xylostella, onde a
resisténcia foi autossomal, incompletamente recessiva e poligénica (Liu et al. 2015).

Apbs selecdo com clorantraniliprole, a populacdo AMD-Sel ndo somente aumentou o nivel
de resisténcia a esse inseticida como, também, elevou o nivel de resisténcia a ciantraniliprole e
flubendiamida. Esta resisténcia cruzada entre produtos do mesmo grupo foi observada
anteriormente por Silva et al. (2016). Até entdo, ciantraniliprole ndo era registrado para o controle
de T. absoluta, o que demonstra esta resisténcia cruzada entre as diamidas. Além disso, o perfil de
resisténcia cruzada ndo mostrou resisténcia entre diamidas e espinetoram, abamectina,
triflumurom, malationa, clorfenapir, cloridrato de cartape, permetrina, indoxacarbe e
metoxifenozida, o que demonstra que 0 mecanismo de resisténcia € Unico entre as diamidas. No
entanto, existem outras resisténcias desenvolvidas anteriormente ou em paralelo nesta populagéo e
a selecdo com diamidas ndo as reduziu, como observado para triflumurom, permetrina e
metoxifenozida, sugerindo uma alta estabilidade destas.

A heranca da resisténcia de T. absoluta a clorantraniliprole observada neste estudo (isto é,
autossomal, recessiva e monogénica), bem como um perfil de resisténcia cruzada restrito ao grupo

das diamidas (IRAC, grupo 28), sugere que a alteracdo de sitio alvo esteja envolvida na
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resisténcia de T. absoluta a estes inseticidas. Apesar disso, 0s mecanismos destoxificativos de
resisténcia foram avaliados para se observar a extensao da contribuicdo destes na resisténcia de T.
absoluta a diamidas. No entanto, um leve antagonismo da toxicidade de clorantraniliprole com
DEM (0,5), DEF (0,58) e PBO (0,89) foi observado quando comparado com o tratamento
somente com inseticida, sugerindo que a destoxificacdo metabdlica ndo estd associada a esta
resisténcia. O uso de sinergista sugere preliminarmente a identificacgio do metabolismo na
resisténcia, entretanto a participacdo de um sistema enzimatico pode ser melhor compreendida a
partir de reacdes enzima-substrato modelo (Khambay & Jewess 2010). Entretanto, uma pequena
diferenca na atividade de esterase, glutationa S-transferase e monooxigenases foi observada,
sendo significativas apenas as atividades quando utilizados os substratos acetato de B-naftila para
esterase e CDNB para glutationa S-transferase. Apesar das diferencas significativas na atividade
destas enzimas (P < 0.05), estas ndo refletem os altos niveis de resisténcia obtidos nesta
populacdo. Portanto, 0 metabolismo ndo é o principal mecanismo envolvido em resisténcia de
altos niveis a clorantraniliprole em popula¢des de T. absoluta.

As diamidas sdo inseticidas que se ligam aos receptores de rianodina modulando a abertura
dos canais de Ca*? liberando o estoque de Ca*? interno a partir das células, prejudicando o
funcionamento normal dos musculos (Cordova et al. 2006, Lahm et al. 2009). AlteracGes de
aminoacidos em mutacdes ndo sinonimias (G4946E) foram observadas em P. xylostella, e estas
foram fortemente sugeridas como responsaveis pela resisténcia da praga a clorantraniliprole
(Troczka et al. 2012). Posteriormente verificou-se por meio de monitoramento que esta mutagéo
ja havia se espalhado, e ja se encontrava presente em populacoes resistentes de P. xylostella de
nove paises situados em trés diferentes continentes (Steinbach et al. 2015, Troczka et al. 2015).
Esta informacdo levou a hipdtese de que a mesma mutacéo poderia estar envolvida na resisténcia

de T. absoluta a diamidas. Roditakis et al. (2017) observaram em seus estudos mudangas em

57



regides especificas no gene do receptor de rianodina em populaces de T. absoluta, incluindo
populacdes de Silva et al. (2016), e associaram estas alteracbes a resisténcia da espécie a
clorantraniliprole. Foram detectadas as presencas de quatro mutacdes em populagdes resistentes
ao inseticida (G4903E, 14746M, G4903V e 14746T), as quais estavam presentes na populacao
AMD-Sel (dados ndo mostrados).

A resisténcia de T. absoluta a diamidas no Brasil tem alcangado niveis extremamente altos,
com um padrdo de heranca autossémico, monogeénico e parcialmente ou completamente recessivo.
No entanto, resultados de dominancia efetiva mostraram claramente que a dosagem recomendada
em bula (40 mg i. a./L) torna esta resisténcia totalmente recessiva. Ainda, ha uma grande faixa de
concentracdo que poderd ser usada para monitoramento da resisténcia, pois a 0,4 mg i.a./L
somente homozigotos resistentes sobreviveriam. Portanto sugerimos aqui a dose de 5 mg i. a./L
como discriminatéria em programas de monitoramento da resisténcia a clorantraniliprole. Com
base nestes estudos, um programa de manejo da resisténcia a diamidas podera ser implementado
adotando-se o uso da dose de campo com a disponibilidade de reflgio, atrelado ao
monitoramento. Adicionalmente, o produtor e/ou técnicos poderdo ainda rotacionar o uso de
diamidas com outros produtos efetivos contra esta praga, como espinosinas, avermectinas,
pirazois, oxadiazinas (Campos et al. 2014, Silva et al. 2016b) e novas moléculas, para eliminar 0s
homozigotos sobreviventes da pulverizacdo com diamidas. Por Gltimo, faz-se necessario que
estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) sejam adotadas em paralelo para manter
densidades populacionais desta praga em niveis baixos, diminuido a possibilidade de populacGes
resistentes atingirem o nivel de controle. Diamidas usadas em areas onde esta espécie foi
introduzida ou onde populacdes sejam suscetiveis devem ser cuidadosamente monitoradas para

mitigar o desenvolvimento rapido da resisténcia e sua distribuicao para novas areas.
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Tabela 1. Toxicidade de clorantraniliprole para populagdes suscetivel, resistente, dos cruzamentos reciprocos F1 (YR x &'S) e (2S
x 4R) e do retrocruzamento (F1 agrupado x AMD-Sel) de Tuta absoluta. Nota = n, nimero de insetos testados; GL, grau de liberdade; EP,

erro padro; e 2, qui-quadrado.

Populagdes® N  A(GL) Inclinacio + EP CLso (LC g50)? RRso (LC g50)° DDso + EP*
GBN-Sus 457 12,4 (8) 2,32 £0,46 0,0032 (0,0009 — 0,0050) 1,00 (0,55 - 1.82) -
AMD-Sel 251 1,29 (6) 3,79+0,70 3.454 (2.654 — 4.215) 1.076.957 (668.022 — 1.736.224) -
PR x 3 (Fy) 276 5,69 (8) 1,57 + 0,16 0,020 (0,015 — 0,027) 6,28 (3,75 10,52) -0,74 0,28
@S x IR (F1) 238 5,98 (7) 2,72 £0,52 0,023 (0,016 — 0,030) 7,16 (4,24 - 12,12) -0,72 £ 0,20
F1 agrupado 514 6,49 (9) 1,87 +£0,17 0,021 (0,017 - 0,027) 6,67 (4,12 - 10,81) -0,73£0,25
F1 agrupado x AMD-

Sel 365 27,42 (18)  0,40+0,05 14,17 (2,60 — 64,07) 4.419 (1.262 — 15.477) -

Progénies resultantes dos cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos; CL — concentracdo letal (mg de i.a. clorantraniliprole/L) que
produz mortalidade; 3Razao de resisténcia calculada por meio do método de Robertson & Preisler (1992) e limite de confianca a 95% das
estimativas da CLso; “Grau de dominancia.
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Tabela 2. Teste direto para herangca monogénica da resisténcia a clorantraniliprole em Tuta
absoluta, comparando as mortalidades esperadas e observadas do retrocruzamento (F: agrupado x
AMD-Sel).

Concentragdes (mg/L) Mortalidag)z)observada Mortalidez(t):i/:)lesperada e P
0,03125 9,05 23,70 9,05* 0,0026
0,0625 14,74 37,84 14,11* 0,0001
0,125 23,76 46,43 11,06* 0,0008
0,25 29,80 47,18 6,40* 0,0114
0,5 46 48,21 0,10™ 0,7518
1 51,40 48,21 0,21m™ 0,6467
5 52 48,21 0,30™ 0,5838
10 49,60 48,21 0,04 0,8414
50 53,71 48,21 0,63"™ 0,4273
100 43,16 48,21 0,53™ 0,4666
500 54,53 51,67 0,16™ 0,6891
1000 56,80 53,23 0,24 0,6242
2000 65,89 61,58 0,30™ 0,5838
4000 88,63 77,34 1,65™ 0,1989
8000 100 96,66 0,121 0,7290
16000 100 100 0 1,0000
Total - - Y x2 =449

Mortalidade esperada em cada concentragdo x = 0,5 (% mortalidade de F1 agrupado em x + %
mortalidade de AMD-Sel em x). "™ N&o significativo e *significativos a 5% de probabilidade com

base no teste de qui-quadrado.
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Tabela 3. Dominéncia efetiva para populagdes suscetivel (GBN-Sus) e resistente (AMD-Sel), e
progénie Fi1 agrupada em Tuta absoluta sobreviventes quando submetidas ao tratamento com

diferentes concentracdes de clorantraniliprole.

Concentragdo (mg/L)  Populacdo/Progénie? N Mortalidade (%)  Desempenho? (h)®

GBN-Sus 30 76,67 0,24 -
0,010 F1 agrupado 24 25,00 0,75 0,67
AMD-Sel 28 0,00 1,00 -
GBN-Sus 30 96,67 0,04 -
0,020 F1 agrupado 30 33,33 0,67 0,66
AMD-Sel 26 0,00 1,00 -
GBN-Sus 29 100,00 0,00 -
0,040 F1 agrupado 29 51,72 0,49 0,49
AMD-Sel 26 0,00 1,00 -
GBN-Sus 30 100,00 0,00 -
0,080 F1 agrupado 30 76,67 0,24 0,24
AMD-Sel 32 0,00 1,00 -
GBN-Sus 29 100,00 0,00 -
0,100 F1 agrupado 30 86,67 0,14 0,14
AMD-Sel 30 0,00 1,00 -
GBN-Sus 31 100,00 0,00 -
0,200 F1 agrupado 28 92,86 0,08 0,08
AMD-Sel 28 0,00 1,00 -
GBN-Sus 28 100,00 0,00 -
0,300 F1 agrupado 30 96,67 0,04 0,04
AMD-Sel 31 0,00 1,00 -
GBN-Sus 27 100,00 0,00 -
0,400 F1 agrupado 29 100,00 0,00 0,00
AMD-Sel 28 0,00 1,00 -

!GBN-Sus e AMD-Sel sdo as populagdes suscetivel e resistente, respectivamente; e F1 agrupado
corresponde a soma dos individuos hibridos provenientes dos cruzamentos reciprocos entre as
populacgdes parentais.

2Desempenho corresponde a taxa de sobreviventes entre as populacdes (GBN-Sus) e F1 agrupado
e a populacéo resistente (AMD-Sel).

30s valores de h variam entre 0 (recessividade completa) e 1 (dominancia completa). Se o valor
de h corresponde a 0,5 (co-dominante ou aditivo) ou esta entre 0 < h < 0,5 (recessividade
incompleta) e 0,5 < h < 1 (dominancia incompleta).
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Tabela 4. Espectro de resisténcia cruzada a clorantraniliprole para a populacdo de AMD-Sel de Tuta absoluta.

Inseticida N! Inclinagéo + EP? CLso (LC95%)3 CLso (LC95%)3 x? (GL)* RRso (LC95%) °
Populacdo GBN-Sus

Clorantraniliprole 234 249%030  0,0060 (0,0048 —0,0075) 0,013 (0,010 —0,018) 1,90 (6) 1,00 (0,73 — 1,38)
Ciantraniliprole 243 1,99 £ 0,36 0,032 (0,019 - 0,044) 0,084 (0,062 — 0,125) 2,64 (6) 1,00 (0,57 —1,74)
Flubendiamida 265 2,22 +0,37 0,028 (0,019 -0,038) 0,068 (0,051 —0,098) 2,50 (7) 1,00 (0,62 — 1,61)
Espinetoram 238 2,16 + 0,27 0,069 (0,053 -0,088) 0,168 (0,129 -0,241) 4,87 (6) 1,00 (0,70 — 1,43)
Abamectina 234 2,13 0,27 0,48 (0,37 - 0,62) 1,20 (0,92 - 1,71) 3,77 (6) 1,00 (0,69 — 1,44)
Triflumurom 225 1,71 0,24 2,989 (2.212 - 4.276)  9.256 (6.085 —18.003) 5,62 (6) 1,00 (0,63 — 1,58)
Malationa 240 2,53+ 0,42 131 (89 — 171) 281 (217 — 393) 2,00 (6) 1,00 (0,65 — 1,55)
Clorfenapir 232 2,15 + 0,26 4,92 (3,04 — 7,51) 12,13 (7,93-23,06) 9,38 (6) 1,00 (0,68 — 1,48)
Cartape 248 2,82 +0,42 87 (64 — 111) 173 (136 — 236) 1,68 (6) 1,00 (0,69 — 1,45)
Permetrina 241 1,34+ 0,21 342 (185 — 531) 1.449 (951 —2.470) 4,52 (6) 1,00 (0,49 — 2,05)
Indoxacarbe 245 1,87 +0,19 1,02 (0,73 — 1,44) 2,86 (1,96 — 4,95) 6,59 (6) 1,00 (0,70 — 1,43)
Metoxifenozida 227 1,75+ 0,19 1,869 (1422 - 2.456)  5.668 (4.127-8.675) 5,52 (6) 1,00 (0,68 — 1,47)

1 Ndmero total de insetos usados.

2 InclinagOes das curvas e erro padrao.

% Miligramas de ingrediente ativo por litro de gua.

4 v2 teste de qui-quadrado e grau de liberdade.

® Razdo de resisténcia: razo das estimativas da CLso entre a populacéo resistente e suscetivel, calculada através do método de
Robertson & Preisler (1992) e limite de confianca a 95% das estimativas da CLso. *Razdo de resisténcia significativa, uma vez que o
limite de confianga n&o compreende o valor 1,0.
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Tabela 4. Continuacéo.

Inseticida N*  Inclinagdo + EP? CLso (LC95%)° CLsgo (LC95%)3 x? (GL)* RRso (LC95%) °

Populacdo AMD-Sel

Clorantraniliprole 155 1,52 + 0,27 1.975(1.145 _3.089)  7.096 (4.429 _14.501) 2,24 (6) 327.305 (193.748 _ 552.928)*

Ciantraniliprole 229  1,55+0,19 1.062 (781 — 1.521) 3.716 (2.423-6.964)  572(6)  33.503 (20.060 — 55.954)*
Flubendiamida 215  1,75+022  12.443(9.315-17.308) 37.781(25.702—-66.379) 3,75(6)  440.937 (280.132 — 694.051)*
Espinetoram 267  1,81+024 0,19 (0,13 - 0,26) 0,55 (0,40 — 0,81) 1,89 (7) 2,72 (1,76 — 4,21)*
Abamectina 241  2,29+0,27 0,67 (0,53 — 0,84) 1,57 (1,23 -2,18) 0,31 (6) 1,40 (0,99 — 1,98)
Triflumurom 216  1,87+0,27 3.433 (2.557 —4.966)  9.686 (6.391—18.814) 3,38 (6) 1,15 (0,73 - 1,81)
Malationa 245  253+0,31 260 (205 — 324) 559 (440 — 768) 1,18 (6) 1,99 (1,36 — 2,91)*
Clorfenapir 242 2,94+0,36 11,44 (9,33 — 14,01) 22,13 (17,72-29,87) 2,65 (6) 2,32 (1,65 — 3,27)*
Cartape 239 1,72+0,27 352 (239 — 489) 1.090 (759 — 1.870) 1,44 (6) 4,05 (2,62 — 6,26)*
Permetrina 262 1,78+0,18 1.025 (726 — 1.427) 3.043 (2.110-5.102) 6,62 (6) 3,00 (1,70 — 5,28)*
Indoxacarbe 238 2,79+0,59 1,64 (1,02 - 2,16) 3,27 (2,50 — 4,68) 5,68 (6) 1,61 (1,05 — 2,45)*
Metoxifenozida ~ 222 2,03%0,32 4132 (2.917 -5579)  10.731(7.750 —17.423) 1,14 (6) 2,21 (1,46 — 3,35)*

1 Ndmero total de insetos usados.

2 InclinagGes das curvas e erro padrao.

3 Miligramas de ingrediente ativo por litro de agua.

4 v2 teste de qui-quadrado e grau de liberdade.

® Razdo de resisténcia: razao das estimativas da CLso entre a populagéo resistente e suscetivel, calculada através do método de
Robertson & Preisler (1992) e limite de confianca a 95% das estimativas da CLso. *Razdo de resisténcia significativa, uma vez que o
limite de confianga n&o compreende o valor 1,0.
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Tabela 5. Sinergismo de clorantraniliprole em populac@es resistente e suscetivel de Tuta absoluta.

Tratamento N' Inclinagéo + EP? CLso (LC 95%)? x? GL* RSso (LC95%) ° SRRs (LC95%) °

Populacdo GBN-Sus
Clorantraniliprole 147 1,38+0,21 0,00395 (0,00245 — 0,00591) 5,03 (6) 1,00 (0,55-1,83)

+ PBO 145 1,74 + 0,29 0,00199 (0,00113 - 0,00306) 4,56 (6) 1,98 (1,05-3,74)* ---
+ DEF 135 1,63+0,23 0,00355 (0,00242 - 0,00519) 3,16 (6) 1,11 (0,63 —1,96) ---
+ DEM 134 2,27 + 0,66 0,00729 (0,00290 - 0,01113) 3,66 (6) 0,54 (0,28 —1,07) ---

Populacdo AMD-Sel

Clorantraniliprole 155 1,52 +0,27 1.975 (1.145 — 3.089) 2,24(6) 1,00 (0,51 - 1,95) 500.000
+PBO 150 1,20 £0,19 2.230 (1436 — 3.616) 0,56 (6) 0,89 (0,46 — 1,70) 1.120.603
+ DEF 148 1,11+0,19 3.382 (2.107 - 6.117) 2,74 (6) 0,58 (0,29 — 1,17) 952.676
+ DEM 150 1,06 +0,18 3.952 (2.410 — 7.691) 377(6) 0,50 (0,24 —1,03) 542.112

INUmero total de larvas utilizadas no bioensaio. ? Erro padrdo da média. 3 Miligramas de clorantraniliprole por litro de agua. * Qui-
quadrado e Grau de Liberdade. ® Razdo de sinergismo: relagdo entre a CLso ndo sinergizada e a CLso sinergizada para cada
populacdo e limite de confianga a 95%, calculado pelo método de Robertson et al. (2007). * Razdo de sinergismo ndo significativa
se o interval de confianca ndo inclui o valor 1,0.
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Figura 1. Curva de concentracdo-mortalidade para as populacdes de Tuta absoluta resistente
(AMD-Sel), suscetivel (GBN-Sus) e progénie da F1 (PR x 4S e ¢S x dR) e mortalidades
esperadas e observadas no retrocruzamento (F1 agrupado x AMD-Sel) quando submetidas ao

clorantraniliprole.
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

A Tuta absoluta € uma das pragas mais importantes para a cultura do tomateiro no Brasil. As
diamidas sdo os inseticidas mais comumente empregados para o controle desta espécie. Na fase
inicial de registro, esses inseticidas apresentaram um controle bastante efetivo, com uma resposta
homogénea em baixas doses. No entanto, o uso inadequado e continuo destes produtos levou a
niveis elevados de resisténcia, e a selecdo de uma populacdo resistente (América Dourada - AMD)
a esta molécula em laboratério aumentou ainda mais o nivel de resisténcia a ciantraniliprole e
flubendiamida, constatando a resisténcia cruzada entre esses inseticidas, entretanto, a inexisténcia
de resisténcia cruzada com inseticidas pertencentes a outros grupos quimicos é importante para
tomada de decisdo na hora da realizacdo do manejo da resisténcia. Inseticidas como espinetoram,
abamectina, clorfenapir e indoxacarbe foram os que apresentaram os menores valores de CLso
como visto no capitulo 3, podendo esses inseticidas serem utilizados em rotacdo para baixar a
frequéncia de individuos resistentes. A resisténcia da populacdo América Dourada (AMD) a
clorantraniliprole foi autossémica, incompletamente recessiva e monogénica, baixas doses do
inseticida podem ser utilizadas para controlar tanto homozigotos recessivos quanto heterozigotos e
como existe apenas um gene envolvido com a resisténcia, essa pode cair rapidamente caso esta
resisténcia ndo seja estavel. Ndo houve uma associacao direta dos niveis de resisténcia observados
com a atividade enzimatica, indicando que o metabolismo ndo esta envolvido com os altos niveis
de resisténcia de T. absoluta a diamidas. Geralmente altos niveis de resisténcia estdo associados ao
mecanismo de alteracdo do sitio alvo, fato que foi comprovado em trabalho em colaboracdo onde

foi verificada a presenca de uma mutacgdo no gene do receptor de rianodina na posi¢do G4903E.
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