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RESUMO

COSTA, DAIANNA PEREIRA, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa campus de
Rio Paranaiba, julho de 2013. Resisténcia a inseticidas neurotdxicos e seus
mecanismos em populacdes brasileiras de Leucoptera coffeella. Orientador:
Flavio Lemes Fernandes. Coorientadores: Ezio Marques da Silva e Liliane
Evangelista Visotto.

Dentre as pragas incidentes na cafeicultura o bicho-mineiro-do-cafeeiro, Leucoptera
coffeella, é considerada uma praga-chave. O uso do controle quimico tem sido o
principal método empregado, a continua utilizacdo de inseticidas pode provocar a
perda de eficicia e a selecdo de populagdes de bicho-mineiro resistentes. Para
diagnosticar a possivel resisténcia a inseticidas de populagBes brasileiras do bicho-
mineiro, avaliou-se as respostas de seis populacdes de L. coffeella expostas a
inseticidas em distintas doses e tempos, e avaliagdo bioquimica das lagartas. Os
inseticidas utilizados foram: abamectina (18 CE g de i.a./L), clorantraniliprole
(350WG g de i.a./L), clorpirifés (480 CE g de i.a./L), deltametrina (25 CE g de
i.a/L), profenofés (550 CE g de i.a./L), tiametoxam (250 WG g de i.a/L) e
tiametoxam+ciproconazol (600 WG g de i.a./L). Os ensaios bioquimicos foram:
avaliacdo de proteinas totais, atividade especifica enzimatica de fostotriesterase,
acetilcolinesterase e glutationa S-transferase. Todas as populagfes de L. coffeella
apresentaram resisténcia a pelo menos um inseticida. indicando que o seu uso deve
ser evitado. As populacOes resistentes aos respectivos inseticidas, sdo: Abaeté dos
Mendes-MG: clorpirifés, clorantraniliprole e profenofés; Carmo do Paranaiba-MG:
abamectina, clorantraniliprole e deltametrina; Franca-SP: tiametoxam; Guaranhuns-
PE: abamectina e clorpirifés; Rio Paranaiba-MG: clorantraniliprole, deltametrina,
profenofs, tiametoxam e tiametoxam+ciproconazol; Santa Tereza-ES: abamectina,
clorpirifés, deltametrina e tiametoxam+ciproconazol. Clorpirifés e profenofos
apresentaram no presente estudo resisténcia cruzada. Os inseticidas com maior tempo
letal nas respectivas populacdes, sdo: Carmo do Paranaiba-MG: deltametrina; Rio
Paranaiba-MG: deltametrina; Abaeté dos Mendes-MG: clorpirifés; Guaranhuns-PE:
clorantraniliprole. A atividade especifica da enzima fosfotriesterase esta envolvida na

resisténcia do inseticida profenofds referente a populacéo de Franca-SP.
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ABSTRACT

COSTA, DAIANNA PEREIRA, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa campus de
Rio Paranaiba, July 2013. Neurotoxic insecticide resistance and its mechanisms in
Brazilian populations of Leucoptera coffeella. Adviser: Fldvio Lemes Fernandes.
Co-Adviser: Ezio Marques da Silva e Liliane Evangelista Visotto.

Among the pests incidents in the coffee leaf miner, the coffee, Leucoptera coffeella,
is considered a key pest. The use of chemical control has been the main method used
the continued use of pesticides can result in loss of efficacy and selection of
populations of leaf miner resistant. To diagnose possible insecticide resistance in
populations of the Brazilian miner, evaluated the responses of six populations of L.
coffeella exposed to insecticides in different doses and times, and biochemical
evaluation of caterpillars. The insecticides used were: abamectin (18 CE g de i.a./L),
chlorantraniliprole (350WG g de i.a./L), chlorpyrifés (480 CE g de i.a./L),
deltamethrin (25 CE g de i.a./L), profenofos (550 CE g de i.a./L), thiamethoxam (250
WG g de i.a./L) e thiamethoxam+cyproconazole (600 WG g de i.a./L). Biochemical
assays were: the evaluation of total proteins, specific activity of enzyme
phosphotriesterase, acetylcholinesterase and glutathione S-transferase. All
populations of L. coffeella showed resistance to at least one insecticide. indicating
that its use should be avoided. Populations resistant to the respective insecticides are:
Abaeté dos Mendes-MG: chlorpyrifos, chlorantraniliprole and profenofés; Carmo do
Paranaiba-MG: abamectin, chlorantraniliprole e deltamethrin; Franca-SP:
thiamethoxam; Guaranhuns-PE: abamectin e chlorpyrifos; Rio Paranaiba-MG:
chlorantraniliprole, deltamethrin, profenofos, thiamethoxam e
thiamethoxam+cyproconazole;  Santa  Tereza-ES: abamectin, chlorpyrifos,
deltamethrin and thiamethoxam-+cyproconazole. Chlorpyrifos and profenofos in the
present study showed cross-resistance. Insecticides with longer lethal in their
populations, are: Carmo do Paranaiba-MG: deltamethrin; Rio Paranaiba-MG:
deltamethrin;  Abaeté dos Mendes-MG:  chlorpyrifos;  Guaranhuns-PE:
chlorantraniliprole. The specific activity of the enzyme is involved in resistance

phosphotriessterase the insecticide profenofos linking population of Franca-SP.
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1. INTRODUCAO

O controle de insetos pragas na agricultura moderna tem encontrado desafios,
como perdas de eficiéncia e seletividade de inseticidas, dificuldades na tecnologia de
aplicacdo, ndo direcionamento do principio ativo ao alvo e resisténcia dos insetos
pragas (APRD, 2013; IRAC, 2013).

A resisténcia aos inseticidas é consequéncia da sele¢do de individuos que
estdo predispostos geneticamente em sobreviver as doses que sdo letais para a
maioria da populacéo suscetivel (Li et al., 2007). O primeiro relato de resisténcia
constatado ocorreu em 1914, para cochonilna Quadraspidiotus perniciosus
(Comstock, 1881) (Hemiptera: Diaspididae), exposta a doses repetidas de enxofre em
pé (Messing & Croft, 1982).

Os relatos dos casos de resisténcia aumentaram a partir de 1940 apds o
surgimento dos inseticidas e acaricidas organossintéticos. Existem mais de 7740
casos de resisténcia registrados a 331 compostos, envolvendo mais de 540 espécies
de insetos e &caros pragas (Whalon et al., 2008). Estes estudos também relatam que
no periodo de 1914/2007 a grande maioria dos casos de resisténcia vém ocorrendo na
ordem Diptera, com 2265 casos, seguida da ordem Lepidoptera com 1799 casos
confirmados. Em relacdo a resisténcia de lepidopteros a inseticidas, ha varios
trabalhos relevantes como Silva et al. (2011a) que verificaram a resisténcia da traca
do tomateiro, Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) aos inseticidas dos grupos
benzoiluréias e benzoilfeniluréia; Silva et al. (2011b) detectaram resisténcia do
curuqueré do algodoeiro, Alabama argilacea (Lepidopter: Noctuidae) a piretroide, e
Oliveira et al. (2011) e Silva et al. (2012) observaram a resisténcia da traca das
bréssicas, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) a oxadiazinas, benzoilureias e
piretroides.

Dentre os lepiddpteros pragas, o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Meéneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) € considerado praga chave da
cafeicultura com relatos de resisténcia aos organofosforados na Tanzania, Africa e
em diversas regibes de Minas Gerais (Bardner & Mcharo, 1988; Fragoso et al.,

2003). Esse problema aumenta o risco do sucesso da cafeicultura nacional, visto que,



0 Brasil € o maior produtor mundial, com destaque para os estados de Minas Gerais,
Espirito Santo e Sdo Paulo (CONAB, 2013).

O bicho-mineiro (L. coffeella) é um microlepidoptero com ciclo bioldgico
entre 19 a 87 dias, sendo ovo: 5-10 dias, larva: 9-40 dias e pupa: 4-26 dias (Vega et
al., 2006; Michereff et al., 2007). Apos a eclosdo dos ovos, as lagartas penetram na
folha através da epiderme e se dirigem ao parénquima pali¢ddico, iniciando sua
alimentacdo e formacéo de galerias (Ramiro et al., 2004). A confeccdo das galerias
reduzem a taxa fotossintética das plantas reduzindo a produgéo e a longevidade do
cafeeiro (Michereff et al., 2007).

Apesar do conhecimento das caracteristicas bioldgicas de L. coffeella, pouco
se conhece sobre os mecanismos de resisténcia envolvidos a essa praga aos
inseticidas. Em geral, 0os mecanismos de resisténcia aos inseticidas  estdo
relacionados a reducdo na penetragdo do inseticida na cuticula, a alteragéo no sitio de
acdo do composto e fatores bioquimicos como aumento da taxa metabdlica do
inseticida devido atividade de esterases, monoxigenases dependentes do citocromo
P450 e glutathiona S-transferases (Kostaropoulos et al., 2001; Baffi et al., 2008;
Brooke, 2008).

Diante dos distintos fatores ligados a resisténcia de isentos praga a inseticidas
0 mecanismo bioquimico é mais frequente, devido principalmente ao aumento da
destoxificacdo metabdlica diante da agdo do inseticida (Scott, 1999). Os mecanismos
de detoxificacdo dos inseticidas podem acionar processos de biotransformacéo, os
quais sdo responséveis pela transformagdo enziméatica do inseticida em uma outra
substancia, por meio de alteragdes bioquimicas (Fukuto & Mallipudi, 1983).

As reacOes de biotransformagdo sdo catalisadas por um sistema multi-
enzimético. Neste processo, ocorre a modificacdo quimica da molécula exdgena ao
inseto no, qual participam as enzimas esterases e monoxigenases. Apartir deste
momento ocorre a conjugagdo, mediada principalmente pela glutationa S-
transferases, e a compartimentalizacdo e/ou excre¢do dos metabdlitos ndo toxicos
gerados (Frova, 2006). Essas enzimas agem de maneira integrada, minimizando a
quantidade e o tempo de permanéncia do inseticida no organismo do inseto, levando
ao aumento da atividade das enzimas detoxificadoras podendo resultar na resisténcia
bioquimica (Sheehan et al., 2001).

Apesar da importancia da resisténcia dessa praga aos inseticidas, os trabalhos

realizados sdo poucos, e envolvem pequenos grupos de inseticidas, e populacdes
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locais sem uma maior abrangéncia. Ainda ha caréncia de informacdes do tempo letal
de acéo dos inseticidas e quais as causas envolvidas na resisténcia. Assim objetivou-
se neste estudo identificar as populagOes brasileiras de L. coffeella resistentes aos
inseticidas neurotoxicos, assim como determinar o tempo letal de sua acdo e o0s

possiveis mecanismos envolvidos com a resisténcia envolvidos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo das populactes

Este estudo foi conduzido em seis municipios produtores de café das espécies
Coffea arabica e Coffea canephora, localizados em regifes produtoras dos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Pernambuco (Figura 1). Para tanto,
coletou-se folhas do ter¢co médio de plantas, aleatoriamente em lavouras comerciais
durante as safras agricolas 2011/2012 e 2012/2013, com minas ativas (lagartas vivas)
de L. coffeella. Essas lavouras foram georreferenciadas com auxilio de um GPS
portatil Garmin E-trex Summit Hc (Figura 1).

As folhas coletadas foram transportadas em sacos plasticos para o
Laboratdrio de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal de Vigosa
campus de Rio Paranaiba-MG, para a selecéo visual de minas que ndo apresentassem
nenhum dano (abertas ou com sinal de parasitismo/predacéo). As folhas com minas
selecionadas foram utilizadas para iniciarem as criagdes em casa de vegetagéo.

As folhas coletadas foram acondicionadas no interior de gaiolas de madeira
(90 x 90 x 90 cm), revestidas com tecido de organza, em frascos com &gua, para a
manter a turgescéncia das mesmas e desta forma possibilitar a formagéo de insetos
adultos. Em seguida, os adultos foram transferidos para uma gaiola de oviposi¢do
com mudas de café da variedade Catuai vermelho, cultivadas em saquinhos pléasticos
no interior da casa de vegetacdo. Apés a oviposicdo, as mudas com os ovos de L.

coffeella foram transferidas para outra gaiola para a criagéo das lagartas.



café: Hll Arables [ Conllonirobusia

Ref. Local Coordenadas® Temperatura (°C) e precipitacdo  Altitude (m)

pluviométrica [mm] anuais

A Rio Paranaiba-MG -19,21;-46,14 21,30 [1478] 1071
B Abaeté dos Mendes-MG#€ -19,17; -46,09 21,30 [1478] 849
C Carmo do Paranaiba-MG -19,04; -46,22 21,25 [1478] 1120
D Franca-SP -20,58; -47,43 21,05 [1644] 907
E Santa Tereza-ES -19,93;-40,59 21,50 [1162] 174
F Guaranhuns-PE -8,89; -36,49 22,05 [857] 900

€Graus decimais, valores positivos sdo para o Norte (latitude) e o Leste (longitude) os valores negativos sdo
para o Sul (latitude) e o Oeste (longitude). € Municipio de Rio Paranaiba- MG.

Figura 1. Localizagdo e caracterizacdo dos locais de coleta de Leucoptera coffeella nas
regides produtoras de café. As letras mailsculas de A a F indicam os locais de coleta das

populaces no mapa.

2.2. Inseticidas

Os inseticidas selecionados para 0s bioensaios de resisténcia de L. coffeella
foram: abamectina (18 CE g de i.a./L), clorantraniliprole (350 WG g de i.a/L),
clorpirifés (480 CE g de i.a./L), deltametrina (25 CE g de i.a./L), profenofés (550 CE
g dei.a./L), tiametoxam (250 WG g de i.a./L) e tiametoxam + ciproconazol (600 WG
g de i.a/L) assim escolhidos por enquadrarem nos principais grupos quimicos
utilizados em cafeeiro para controle de L. Coffeella (MAPA 2013) (Tabela 1).



Tabela 1. Inseticidas, grupos quimicos e doses utilizadas nos bioensaios.

Inseticida Grupo quimico Dose* Mecanismo de acdo Fabricante

Abamectina 18CE Avermectina 0,026  Ativador dos canais de cloro Syngenta LTDA
Clorantraniliprole 350WG Antranilamida 0,078 Modulador de receptores de rianodina Du Pont do Brasil S.A
Clorpirifés 480CE Organofosforado 4,800 Inibidores de acetilcolinesterase Dow Agrosciences LTDA
Deltametrina 25CE Piretréide 0,013  Modulador dos canais de Na™ Bayer S.A

Profenofés 550CE Organofosforado 1,100 Inibidores de acetilcolinesterase Syngenta LTDA
Tiametoxam 250WG Neonicotindide 2,000 Agonista de acetilcolina (AA) Syngenta LTDA
Tiametoxam+ciproconazol 600WG  Neonicotindide+Triazol 1,500 AA e blogueio na biossintese de Ergosterol Syngenta LTDA

* Dose (mg de i.a/mL) recomendada no controle de Leucoptera coffeella.



2.3. Bioensaios

2.3.1. Dose-mortalidade

Para a analise da dose-mortalidade, discos circulares (® 90 mm) de papel-
filtro foram imersos nas solugdes de inseticidas diluidas em agua destilada até a
completa embebicdo do papel, utilizando as concentragdes recomendadas pelos
fabricantes e MAPA para o controle de L. coffeella (Tabela 2). Como controle foram
utilizados discos embebidos com &gua destilada. Os discos contendo os inseticidas e
a dgua foram pendurados em um varal, para secagem a sombra, posteriormente, 0s
discos foram acondicionados separadamente em placas de Petri (9,0 x 1,5 cm). Em
seguida, dez lagartas de L. coffeella provindas da criagdo foram transferidas para
cada placa com auxilio de um pincel de ponta fina. As placas com as lagartas foram
mantidas em camara incubadora do tipo B.O.D (modelo SP-500) & temperatura de 25
+ 1°C, até o momento da avaliacgdo da mortalidade. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos e quatro
repeti¢des (Método adaptado de Fragoso, 2002).

Teste preliminares utilizando apenas discos embebidos em &gua, foram
realizados afim de observar a mortalidade de lagartas em um periodo de 48 horas.
Isso foi necessario para se estimar o tempo maximo de avaliacdo apds a montagem
dos bioensaios que causasse uma mortalidade inferior a 20% na testemunha
(Szendrei et al., 2012). Os insetos foram reconhecidos como mortos quando
incapazes de locomoverem mediante o toque com pincel de ponta fina. Os testes
preliminares demonstraram que o0 tempo méaximo de exposi¢do aos inseticidas
deveria ser de 48 horas para a avaliagdo da mortalidade das lagartas. Para detectar as
faixas de concentragbes que causam mortalidade superior a zero e inferior a 100%,
foram realizados testes com a dose recomendada, subdose e uma acima da dose
recomendada. Apds o estabelecimento do indice de mortalidade destas trés doses,
foram efetuados testes com concentracdes crescentes, no intervalo das faixas de
concentragdes que causam mortalidade superior a zero e inferior a 100% (Método
adaptado de Fragoso, 2002)

2.3.2. Tempo-mortalidade



A instalacdo e o delineamento experimental foram os mesmos utilizados para
0 bioensaio dose-mortalidade. As concentragfes dos inseticidas utilizados foram as
doses recomendadas para o controle de L. coffeella (MAPA, 2013).

As avaliagBes da mortalidade foram efetuadas a 2, 6, 12, 16, 24, 32 e 48 horas
ap6s a montagem do bioensaio, sendo considerados mortos 0s insetos incapazes de

locomoverem-se mediante toque com pincel de ponta fina.

2.4. Ensaios Bioquimicos

Os ensaios bioquimicos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia,
Bioquimica e Genética Molecular da Universidade Federal de Vigosa campus de Rio
Paranaiba. Foram determinadas atividades de fosfotriesterase, acetilcolinesterase,
glutationa S-transferase e a concentragdo proteica dos extratos de lagartas de L.
coffeella referente a Abaeté dos Mendes, Carmo do Paranaiba, Rio Paranaiba e

Franca.

2.4.1. Obtencgdo do extrato enzimatico

Um total de sessenta lagartas de L. coffeella foram retiradas de folhas com
minas ativas e subdivididas em dois tubos de falcon de 14 mL. Os trinta insetos
destinados a analise de fosfotriesterase foram acondicionados em 3 mL de solugdo
tampé&o glicina - NaOH 0,05 M, pH 8,0 e os outros trinta, destinados para as analises
de acetilcolinesterase e glutationa S-transferase foram colocados em 3 mL de tamp&o
fosfato 0,1M, pH 7,5 contendo 0,3% de triton X100. Os tubos contendo 0s insetos
com seus respectivos tampdes foram armazenados a -20° C em freezer tipo vertical
até sua utilizagdo nos ensaios. Esse procedimento foi realizado em triplicada para
cada populacéo testada.

No momento das anélises os extratos foram descongelados em banho de gelo
e macerados em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo. Em seguida, 0s
extratos foram centrifugados em uma centrifuga de bancada digital (Cientec) a
10.000 rpm, durante 5 minutos para as analises de fosfotriesterase e 15 minutos para
os ensaios de acetilcolinesterase e glutationa S-transferase. O material obtido foi

mantido em banho de gelo até o final das analises.

2.4.2. Andlise do teor de proteinas totais



As concentracbes de proteinas totais dos extratos dos insetos foram
determinadas de acordo o método de Bradford (1976), usando soro albumina bovina

(Sigma-Aldrich) como proteina padrao.

2.4.3. Determinagdo da atividade de fosfotriesterase

Um volume de 100 pL do sobrenadante dos extratos de cada amostra de L.
coffeella foram colocados em seis tubos de ensaio previamente numerados. Em
seguida foram adicionados a cada tubo 700 pL de solucdo tampdo NaOH-glicina
0,05 M, pH 8,0 e 500 pL de solugdo de paroxom 3 mM (Sigma-Aldrich). Como
controle da reacdo foram acrescentados em trés tubos 100 pL de solugdo tampéo
NaOH-glicina 0,05 M, pH 8,0, contendo &cido etilenodiaminotetracético 60 mM
(Sigma-Aldrich) inibindo assim a atividade da fosfotriesterase. Todos os tubos foram
incubados em banho maria (Hydrosan) & 37° C por 24 horas. Apés este periodo,
mensurou-se a absorvancia das amostras em espectrofotdmetro (Modelo SP22),
utilizando o comprimento de onda de 405 nm (Guedes et al., 1997). O ensaio foi
realizado em trés repeticOes e em triplicata.

A atividade especifica da fosfotriesterase, foi calculada através da férmula
descrita abaixo:

Atividade total = AA(sem EDTA - com EDTA) = uM/h/mL
24 horas x 1000
17000M x 1,0 cm

Atividade especifica = AA total (UM/h/ml) = puM /h/mg de proteina
proteina total (mg/mL)

2.4.4. Determinacdo da atividade de acetilcolinesterase

Para a determinacdo da atividade de acetilcolinestarase foram utilizados 500
pL de solugdo tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,5, 300 pL de &cido 5,5’-ditiobis [2-
nitrobenzdico] (Sigma-Aldrich) e 100 pL do extrato dos insetos. O conteido de cada
tubo foi homogeneizado em agitador de tubos tipo vortex e transferido para uma
cubeta na qual foi acrescentado 100 pL de acetilcolina. Em seguida, foi efetuada a
leitura da absorvancia no espectrofotometro (modelo SP22) a 405 nm em intervalos
de 30 segundos durante sete minutos (método adaptado de Karunaratne & Plapp,
1993). O ensaio foi realizado em trés repeticdes e em triplicata.

A atividade especifica da acetilcolinesterase foi calculada atraves da formula

descrita abaixo:



Atividade total AChe = (AA/min) x 1000 x (fator de dilui¢do) = pM/min/mL
0,000136

Atividade especifica AChe = Atividade total AChe (UM/min/mL) =
MM/min/mL

proteina total (mg/mL)

2.4.5. Determinacdo da atividade de glutationa S-transferase

No ensaio da determinagdo da atividade da enzima glutationa S-transferase
foram utilizados 1000 pL de glutationa 15 mM (Sigma-Aldrich) e 20 pL de 3,4-
dicloro-2,4-nitrobenzeno (DCNB)150 mM (Sigma-Aldrich). Os reagentes foram
homogeneizados e mantidos em repouso por trés minutos, a temperatura ambiente
Posteriormente, 250 pL do extrato dos insetos foram adicionados ao tubo de ensaio e
todo o conteudo foi transferido para uma cubeta, onde efetuou-se a leitura da
absorvancia em espectrofotometro (modelo SP22) a 340 nm durante cinco minutos
em intervalo de 30 segundos (Método adaptado de Yu,1982, 1984). O ensaio foi
realizado em trés repeticOes e em triplicata.

A atividade especifica da glutationa S-transferase foi calculada através da
formula descrita abaixo:

Atividade total GST = (AA/min) x 100 x (fator de diluigdo) = pM/min/mL
10M*em™

Atividade especifica GST = AA total GST (uM/min/mL) = pM/min/mL
proteina total (mg/mL)

2.5. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos dos bioensaios de dose-mortalidade e tempo-mortalidade,
referente a cada populagdo, foram corrigidos pelo nimero de insetos mortos na
testemunha, usando a formula de Abbott (1925). As mortalidades corrigidas de cada
inseticida e populacdo foram submetidas a analise de probit (p > 0,05) (Finney,
1971), utilizando-se o procedimento PROC PROBIT do SAEG. Foram determinadas
as concentracdes letais (CLso) de cada populagéo testada, e posteriormente calculou-
se as razdes de resisténcia (RRcLso), onde RR ¢cLs0 = Maior CLsg do inseticida testado
/ menor CLso do mesmo inseticida. A RR ¢.so indica quantas vezes uma populacédo é
mais resistente em comparagdo a outra, quando o limite de confianca ndo € igual a
um.

No bioensaio tempo-mortalidade apds obter o tempo letal para matar 50% da

populacdo (TLsg), foi possivel obter a razdo do tempo letal (RRtis0), onde RRy 50 =
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menor TLsp para o inseto / TLsp do inseticida testado. Realizou-se a correlagdo de
Pearson (p < 0,05) entre a CLso de todos inseticidas com todas as populagdes
testadas.

Para os ensaios bioquimicos realizou-se ANOVA para avaliar as possiveis
diferencas nas atividades enziméticas entre as populacdes de insetos obtidas das
regides de Abaeté dos Mendes, Carmo do Paranaiba, Franca e Rio Paranaiba.
Também foi realizada a correlacbes de Pearson (p < 0,05) entre a atividade

enzimatica especifica com RR ¢ 50 € RRrs0.
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3. RESULTADQOS

3.1. Bioensaios de mortalidade

Com os resultados obtidos foi possivel estabelecer uma linha bésica de
suscetibilidade para as populagdes brasileiras de L. coffeella a todos os inseticidas
testados, a partir do uso da dose recomendada, pelos fabricantes e pelo MAPA, dos
inseticidas em estudo (Figura 2).

Foram considerados suscetiveis as populagdes cuja mortalidade foi superior a
a 80%, quando submetidas aos diferentes inseticidas. Dessa forma, todas as
populacdes de L. coffeella avaliadas foram suscetiveis (mortalidade superior a 80%)
aos inseticidas clorpirifos e deltametrina. A partir deste pardmetro de eficiéncia foi
possivel estabelecer um padréo de suscetibilidade e possiveis falhas de controle para
outras regides. As populacdes de Abaeté dos Mendes, Carmo do Paranaiba e Franca
foram suscetiveis ao inseticida profénofés. Esta ultima populacdo foi suscetivel
também ao inseticida abamectina (Figura 2).

Apesar da suscetibilidade destas populagdes, falhas de controle (mortalidade
< 80%) dos inseticidas abamectina, clorantraniliprole, tiametoxam e tiametoxam +
ciproconazol foram observadas para a maioria das populagdes avaliadas. O destaque
ficou para as populacbes de Rio Paranaiba, Abaeté dos Mendes e Carmo do
Paranaiba que apresentaram mortalidade abaixo de 80%. O inseticida tiametoxam +
ciproconazol apresentou falha no controle a todas as populagBes de L. cofeella

testadas (Figura 2).
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Figura 2. Mortalidade estimada (%) de populagdes brasileiras de Leucoptera coffeella
causadas por sete inseticidas neurotoxicos. RegiGes: RP = Rio Paranaiba - MG, AbM =
Abaeté dos Mendes - MG distrito de Rio Paranaiba - MG, CP = Carmo do Paranaiba - MG,

Fr = Franca - SP, ST = Santa Tereza - ES, Gu = Guaranhuns - PE. *Mortalidade menor que
80%. ----- Mortalidade minima para eficacia e comercializacao.
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3.2. Toxicidade relativa (CLsg)

Verificou-se relacdes ndo significativas (p > 0,05) entre as concentracdes
crescentes dos inseticidas e a mortalidade de larvas de L. coffeella, mostrando ajuste
a curva de probite (dose-mortalidade). Os inseticidas com maior toxidade a
populacéo de Guaranhuns - PE foram clorantraniliprole (CLso = 32,37), tiametoxam
(CLso = 116,05) e tiametoxam + ciproconazol (CLso = 188,06). J& para a populagdo
de Carmo do Paranaiba - MG as menores concentracdes letais foram proporcionadas
pelos inseticidas clorpirifos (CLso = 0,40) e profenofos (CLso = 2,96). Na populacéo
de Abaeté dos Mendes - MG a baixa concentracdo letal foi observada para o
inseticida abamectina (CLsp = 0,03) e para a populagdo de Franca - SP pelo inseticida
deltametrina (CLso = 0,06) (Tabela 2).

As maiores concentragdes letais obtidas dos inseticidas testados por
populacdo foram abamectina (Guaranhuns), clorantraniliprole, clorpirifés e
profenofds (Abaeté dos Mendes), tiametoxam (Franca) e tiametoxam + ciproconazol
(Rio Paranaiba), com as seguintes CLso: 794,36; 2022,49; 726,59; 91,09; 16709,55 e
3262,70, respectivamente (Tabela 2).

A magnitude ou razdo da resisténcia (RRciso) entre os inseticidas testados
obteve variagdo de 1,20 a 27603,83 vezes demonstrando assim quantas vezes 0
inseticidas € mais resistente ao comparado com a populagdo suscetivel, sendo a
menor para 0 inseticida tiametoxam + ciproconazol e a maior para o inseticida
deltametrina. A populacdo de Abaeté dos Mendes obteve maior razdo de resisténcia
para os inseticidas clorpirifos (1816,47). Ja a populacdo de Santa Tereza apresentou
alta resisténcia ao inseticida deltametrina com RRso = 27603,83 vezes. E a populagédo
de Guaranhuns a abamectina com RRso = 26478,67 vezes. A populagdo de Franca foi
143,99 vezes mais resistente ao inseticida tiametoxam do que a populacéo suscetivel.
O inseticida tiametoxam + ciproconazol foi o0 que proporcionou maior
homogeneidade entre as RRc 5o variando de 1,20 a 17,35 vezes maior do que a
populacdo suscetivel, sendo que a maior RRcyso foi observada para a populacéo de
Rio Paranaiba (Tabela 2).

As inclinagdes das curvas de doses-mortalidade variaram de 0,28 a 3,87 para
os inseticidas clorpirifos e clorantraniliprole, referentes as populagdes de Carmo do
Paranaiba e Santa Tereza, respectivamente, demonstrando assim maior
homogeneidade de resposta a dose, com baixa variagdo de mortalidade entre as

distintas doses, para o inseticida clorpirifos a populacdo de Santa Tereza.
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Tabela 2. Toxicidade relativa de inseticidas neurotdxicos a populagdes brasileiras de lagartas de Leucoptera coffeella apds 48 horas de exposicéo.

Inseticida Populagédo n Inclinacdo (+ EPM)  CLso (1Cgs%) RRcLs0 v (G.L) P

Abamectina Rio Paranaiba - MG 240 1,07 £0,01 5,25 (3,76 - 7,17) 175,00 7,20 (4) 0,12
Abaeté dos Mendes - MG 280 1,00 £ 0,00 0,03 (0,02 - 0,04) 1,00 5,97 (5) 0,31
Carmo do Paranaiba- MG 280 1,23 £0,00 84,36 (69,07 - 102,94) 2812,00 5,73 (5) 0,33
Franca - SP 200 0,82 £ 0,00 25,38 (16,01 - 36,22) 846,00 2,55 (3) 0,53
Santa Tereza - ES 200 2,70 £ 0,00 403,07 (351,52 - 451,31) 13435,67 5,10 (3) 0,16
Guaranhuns - PE 200 1,03 + 0,00 794,36 (612,16 - 1048,20) 26478,67 2,32 (3) 0,51

Clorpirifos Rio Paranaiba - MG 240 0,54 + 0,00 17,67 (7,99 - 32,97) 44,18 0,24 (4) 0,99
Abaeté dos Mendes - MG~ 240 1,54 £ 0,00 726,59 (599,76 - 878,22) 1816,47 8,46 (4) 0,08
Carmo do Paranaiba- MG 280 0,28 = 0,00 0,40 (0,00 - 6,33) 1,00 5,76 (5) 0,33
Franca - SP 200 0,62 + 0,00 38,02 (6,93 - 77,36) 95,05 2,61 (3) 0,54
Santa Tereza - ES 240 0,63 £ 0,00 67,81 (39,95 - 106,57) 169,53 9,13 (4) 0,06
Guaranhuns - PE 200 0,44 + 0,00 142,32 (67,28 - 259,44) 355,80 1,34 (3) 0,72

n = namero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; CLs, = Concentracdo letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca a
95%; RR cL50 = Razdo de resisténcia, obtida pela divisdo do valor da CLs, de cada populacdo pelo valor da CLs, da suscetivel; 2 = Qui-quadrado calculado; (G.L.)
graus de liberdade e P = probabilidade.
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Continuagéo da Tabela 2

Inseticida Populacdo n Inclinacdo (£ EPM)  ClLso (1Cgs%) RRcLso v (G.L) P
Clorantraniliprole Rio Paranaiba - MG 200 1,69 £0,00 1238,19 (1038,81 - 1523,16) 38,25 7,52 (3) 0,06
Abaeté dos Mendes - MG 200 0,97 £0,00 2022,49 (1486,68 - 2911,62) 62,48 3,02 (3) 0,39
Carmo do Paranaiba - MG 320 0,52 £0,00 1763,59 (1174,02 - 2685,21) 54,48 2,31 (6) 0,89
Santa Tereza - ES 200 3,87 +£0,00 43,07 (38,65 - 47,11) 1,33 7,03 (3) 0,07
Guaranhuns - PE 200 2,58 £ 0,00 32,37 (28,43 - 36,44) 1,00 0,90 (3) 0,83
Deltametrina Rio Paranaiba - MG 360 0,88 £ 0,00 3,65 (2,66 - 4,81) 60,83 12,84 (7) 0,08
Abaeté dos Mendes - MG 280 0,71 + 0,00 2,71 (1,21 - 4,69) 45,17 2,59 (5) 0,77
Carmo do Paranaiba- MG 160 1,13 +£0,00 33,34 (24,55 - 45,20) 555,67 4,56 (2) 0,10
Franca - SP 200 0,44 £ 0,00 0,06 (0,00 - 0,80) 1,00 1,44 (3) 0,70
Santa Tereza - ES 160 0,61 +0,00 1656,23 (931,33 - 4540,07) 27603,83 5,83 (2) 0,05
Profenofos Rio Paranaiba - MG 200 1,79 £0,00 41,16 (34,83 - 49,05) 13,91 5,01 (3) 0,17
Abaeté dos Mendes - MG 200 0,95 + 0,00 91,09 (65,37 - 136,94) 30,77 2,52 (3) 0.53
Carmo do Paranaiba - MG 200 0,46 £ 0,00 2,96 (0,60 - 7,39) 1,00 4,08 (3) 0,25

n = namero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; CLs, = Concentracdo letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca a

95%; RR cLs0 = Razdo de resisténcia, obtida pela divisdo do valor da CLs, de cada populagéo pelo valor da CLs, da suscetivel; x2 = Qui-quadrado calculado; (G.L.)
graus de liberdade e P = probabilidade.
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Continuagéo da Tabela 2

Inseticida Populagéo n Inclinagdo (£ EPM) CLso (1Cg5%) RRcLso v (G.L) P
Tiametoxam Rio Paranaiba - MG 240 1,60 + 0,00 1692,51 (1356,70 - 2047,65) 14,58 511 (4) 0,28
Abaeté dos Mendes - MG 240 1,61 + 0,00 4026,08 (3381,70 - 4744,34) 34,90 7,09 (4) 0,13
Carmo do Paranaiba - MG 240 0,84 £ 0,00 1002,52 (583,70 - 1465,18) 8,64 3,28 (4) 0,51
Franca - SP 120 2,28 £ 0,00 16709,55 (13926,61 - 21712,46) 143,99 0,20 (1) 0,66
Santa Tereza - ES 240 0,77 £ 0,00 183,31 (129,35 - 256,11) 1,58 3,90 (4) 0,58
Guaranhuns - PE 200 1,04 + 0,00 116,05 (87,74 - 151,25) 1,00 6,67 (3) 0,08
Tiametoxa + Rio Paranaiba - MG 200 1,38 £ 0,00 3262,70 (2352,73 - 5506,98) 17,35 7,67 (3) 0,05
Ciproconazol Abaeté dos Mendes - MG 200 0,96 = 0,00 226,32 (127.84 - 321.40) 1,20 1,67 (3) 0,65
Carmo do Paranaiba - MG 200 1,07 £ 0,00 355,32 (194,55 - 505,45) 1,89 2,91 (3) 0,59
Franca - SP 200 1,38 + 0,00 563,69 (453,99 - 685,73) 3,00 5,85 (3) 0,12
Santa Tereza - ES 160 2,00 £ 0,00 753,50 (582,02 - 923,50) 4,01 541 (2) 0,06
Guaranhuns - PE 200 0,69 + 0,00 188,06 (116,97 - 278,48) 1,00 5,62 (3) 0,13

n = namero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; CLsy = Concentracdo letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca a
95%; RRcLs0 = Razdo de resisténcia, obtida pela divisdo do valor da CLs, de cada populacdo pelo valor da CLs, da suscetivel; y2 = Qui-quadrado calculado; (G.L.)

graus de liberdade e P = probabilidade.
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A resisténcia a distintas moléculas inseticidas é um fator limitante no manejo
de L. coffella. Assim efetuou a correlacdo de Pearson entre as CLso dos inseticidas,
possibilitando diagnosticar possiveis resisténcias cruzadas. Verificou-se correlacdo
positiva e significativa (p < 0,05) entre os inseticidas clorpirifés e profenofos (r =
0,85) indicando assim resisténcia cruzada. Nao houve correlagéo entre os inseticidas
clorantriniliprole e clorpirifés (r = 0,50), profenofos e tiametoxam + ciproconazol (r
= 0,16), clorpirifos e tiametoxam (r = 0,01) e abamectina e deltametrina (r = 0,28)
(Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson (p < 0,05) entre CLs, dos inseticidas

utilizados no controle de Leucoptera coffeella.

Correlagéo Pearson
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Abamectina -0,61 -0,17 0,28 -0,49 -0,47 -0,35
Clorantraniliprole - 0,50 -0,41 0,72 -0,23 0,11
Clorpirifos - - -0,18 0,85* 0,01 -0,34
Deltametrina - - - -0,30 -0,31 -0,06
Profenofos - - - - -0,03 0,16
Tiametoxam - - - - - -0,12

*Significativo a p < 0,05.

3.3. Tempo Letal (TLsp)

Atréves dos resultados obtidos dos bioensaios tempo-mortalidade, verificou-
se que todos os inseticidas testados, as TLso foram n&o significativas (p > 0,05)
indicando relagdes entre os tempos e a resposta das mortalidades. A populagéo de
Santa Tereza mostrou menor tempo letal para os inseticidas abamectina (TLsp =
9,11), clopirifés (TLso = 4,58), clorantraniliprole (TLso = 14,0), deltametrina (TLso =

5,82) e tiametoxam (TLsp = 10,49). O menor tempo letal para o inseticida profenofds,
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entre os testados, foi referente a populagdo de Carmo do Paranaiba (TLsy = 6,96;
IC95% = 4,28 - 9,00) (Tabela 4).

As maiores TLso foram atribuidas aos inseticidas tiametoxam (TLsp = 89,93)
e abamectina (TLso = 36,75) ambos referente a populagdo de Carmo do Paranaiba. Os
maiores tempos letais dos inseticidas deltametrina (TLso = 31,12) e profenofds (TLso
= 15,66), foram referente a populagdo do Rio Paranaiba e para os inseticidas
clorpirifés (TLso = 17,18) e tiametoxam + ciproconazol (TLsp = 23,10) a populagéo
de Abaeté dos Mendes. Os tempos letais variaram de 4,58 horas a 89,93 horas, sendo
0 menor tempo referente ao inseticida clorpirifos para a populacéo de Santa Tereza e
0 maior ao tiametoxam para a populacéo de Carmo do Paranaiba (Tabela 4).

Os inseticidas testados na populacdo de Santa Tereza expressaram maior
eficiéncia de toxicidade, exceto para o inseticida tiametoxam + ciproconazol. As
maiores RRt. 50, consequentemente eficiéncia de toxicidade, foram encontradas nas
populacbes de Carmo do Paranaiba para tiametoxam (8,57 vezes menos) e o
inseticida deltametrina nas populagdes de Rio Paranaiba (5,35 vezes menos), Carmo
do Paranaiba (4,84 vezes menos), Abaeté dos Mendes (4,42 vezes menos). As
maiores razbes obtidas para abamectina, clorpirifés e tiametoxam foram nas
populacbes de Carmo do Parnaiba (4,03 vezes menos), Abaeté dos Mendes (3,75
vezes menos) e Rio Paranaiba (3,55 vezes menos), respectivamente. E para
profenofés (2,25 vezes menos) a populacdo de Rio Paranaiba e para
clorantraniliprole (2,25 vezes menos) a de Guaranhuns com menor eficiéncia de
toxicidade (Tabela 4).

Para as razdes de tempos letais houve sincronismos entre as maiores razdes e
as razdes de resisténcia para todas as populagdes, exceto Franca, ou seja, quanto
maior o tempo letal, também maior a dose necessaria para matar 50% da populacéo.
Este sincronismo entre RRt.50 € RRcy 50 foi observado na populagdo de Abaeté dos
Mendes para os inseticidas clorantraniliprole, profendfos e tiametoxam. Na
populacdo do Carmo do Paranaiba para abamectina, clorantraniliprole e deltametrina.
A de Guaranhuns para abamectina e clorpirifés. Ja a de Santa Tereza para
abamectina e tiametoxam + ciproconazol. E na de Rio Paranaiba para deltametrina,

profenofds, tiametoxam e tiametoxam + ciproconazol.
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Tabela 4. Curvas tempo-mortalidade de populacdes de Leucoptera coffeella sob o efeito da dose recomendada de sete inseticidas utilizados no

controle desta praga.

Inseticida Populacéo n Inclinagdo (£ EPM)  TLso (ICos50%) RR1Ls0 v (G.L.) P

Abamectina Rio Paranaiba - MG 40 1,84 + 0,00 13,29 (11,29 - 15,34) 1,46 2,87 (3) 0,59
Abaeté dos Mendes - MG~ 40 2,71 + 0,00 14,70 (12,59 - 16,53) 1,61 6,95 (3) 0,07
Carmo do Paranaiba- MG 40 3,69 + 0,00 36,75 (33,63 - 40,97) 4,03 4,05 (3) 0,26
Santa Tereza - ES 40 2,01 +£0,00 9,11 (6,03 - 11,52) 1,00 2,89 (3) 0,59
Guaranhuns - PE 40 2,84 £0,00 17,85 (15,87 - 19,71) 1,96 4,97 (3) 0,17

Clorpirifés Rio Paranaiba - MG 40 2,96 + 0,00 8,16 (7,02 - 9,20) 1,78 7,35 (4) 0,12
Abaeté dos Mendes - MG 40 3,00 + 0,00 17,18 (15,68 - 18,75) 3,75 9,07 (4) 0,06
Carmo do Paranaiba- MG 40 3,65 + 0,00 16,39 (15,12 - 17,76) 3,58 1,66 (3) 0,65
Santa Tereza - ES 40 1,60 £ 0,00 4,58 (3,62 - 5,54) 1,00 7,56 (5) 0,18
Guaranhuns - PE 40 1,83+ 0,00 8,59 (6,70 - 10,21) 1,88 2,39 (3) 0,50

n = nmero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; TLs, = tempo (hora) letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca
a95%; RRrs50 = Razdo entre os tempos letais para matar 50% da populagéo; y* = Qui-quadrado calculado; G.L. = graus de liberdade e P = probabilidade.
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Continuagédo da Tabela 4

Inseticida Populagéo n Inclinagéo (£ EPM)  TLso (1Cos%) RRLs0 v (G.L) P

Clorantraniliprole  Abaeté dos Mendes - MG~ 40 2,60 = 0,00 27,70 (24,70 - 31,56) 1,98 3,66 (3) 0,30
Carmo do Paranaiba - MG 40 2,52 +£0,00 26,30 (22,15 - 34,79) 1,88 1,57 (2) 0,54
Santa Tereza - ES 40 1,42 + 0,00 14,01 (11,87 - 16,47) 1,00 7,51 (5) 0,18
Guaranhuns - PE 40 2,75+0,01 31,53 (28,44 - 35,74) 2,25 5,50 (3) 0,14

Deltametrina Rio Paranaiba - MG 40 2,29 £ 0,00 31,12 (27,59 - 36,20) 5,35 4,96 (4) 0,17
Abaeté dos Mendes - MG 40 2,77 £ 0,00 25,73 (23,34 - 28,56) 4,42 3,83 (3) 0,28
Carmo do Paranaiba - MG 40 2,33 +0,00 28,18 (24,46 - 34,29) 4,84 2,22 (3) 0,53
Franca - SP 40 4,17 £0,01 18,82 (17,54 - 20,15) 3,23 8,20 (4) 0,08
Santa Tereza - ES 40 1,08 + 0,01 5,82 (4,23 -7,65) 1,00 5,99 (4) 0,05
Guaranhuns - PE 40 2,00 £ 0,00 20,38 (17,53 - 23,23) 3,50 6,04 (3) 0,11

n = nimero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; TLs, = tempo (hora) letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca
a 95%; RRtLs0 = Razéo entre os tempos letais para matar 50% da populacdo; ¥2 = Qui-quadrado calculado; G.L. = graus de liberdade e P = probabilidade.
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Continuagédo da Tabela 4

Inseticida Populacéo n Inclinagdo (£ EPM)  TLso (1Cos%) RRrLs0 v (G.L) P
Profenofos Rio Paranaiba - MG 40 3,38 £ 0,00 15,66 (13,96 - 17,17) 2,25 0,85 (2) 0,66
Abaeté dos Mendes - MG 40 5,81+0,01 12,25 (11,10 - 13,19) 1,76 1,35 (2) 0,51
Carmo do Paranaiba- MG 40 2,85+ 0,01 6,96 (4,28 - 9,00) 1,00 3,85 (3) 0,28
Tiametoxam Rio Paranaiba - MG 40 2,83+ 0,00 37,29 (33,32 - 43,21) 3,55 2,54 (3) 0,53
Abaeté dos Mendes - MG 40 3,10 +£0,00 23,10 (21,11 - 25,27) 2,20 0,43 (3) 0,93
Carmo do Paranaiba - MG 40 1,41 + 0,00 89,93( 61,70 - 180,00) 8,57 6,54 (4) 0,16
Santa Tereza - ES 40 2,57 +0,00 10,49 (9,13 -11,78) 1,00 8,65 (4) 0,07
Guaranhuns - PE 40 3,94 +£ 0,01 13,57 (12,07 - 14,87) 1,29 7,69 (3) 0,05
Tiametoxam + Rio Paranaiba - MG 40 3,84 £ 0,00 9,28 (8,22 -10,32) 1,00 1,82 (3) 0,62
Ciproconazol Abaeté dos Mendes - MG 40 3,10 £ 0,00 23,10 (21,11 - 25,27) 2,49 0,43(3) 0,93
Carmo do Paranaiba - MG 40 2,26 £0,00 20,17 (17,41 - 24,96) 2,17 3,37 (3) 0,18
Santa Tereza - ES 40 1,70 £ 0,00 11,75 (9,67 - 13,72) 1,27 7,57 (4) 0.11
Guaranhuns - PE 40 2,26 £0,00 19,42 (17,36 - 21,72) 2,09 5,78 (4) 0,21

n = ndmero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrdo da média; TLs, = tempo (hora) letal para matar 50% da populacdo; IC = intervalo de confianca a
95%; RRT.50 = Raz&o entre os tempos letais para matar 50% da populagdo; 2 = Qui-quadrado calculado; G.L. = graus de liberdade e P = probabilidade.

22



3.4. Analises bioquimicas

O levantamento das atividades especificas das enzimas acetilcolinesterase
(Fi:8= 1,06; p = 1,059) e glutationa S-transferase (F.6) = 1,61; p = 1,608) para as
populagdes de L. coffeella das regides de Minas Gerais e Sdo Paulo ndo obtiveram
diferenca significativa ao aplicar o teste de. A atividade da enzima também n&o
apresentaram diferenca siginficativa para estas populacbes. J4 a atividade de
fosfotriesterase (F.4) = 24,99; p < 0,01) apresentou diferenca significativa quando
comparado entre as populagdes testadas.

Pelo teste de média, Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, observou-se que
a populagdo de Franca difere estatisticamente das demais em relacdo a atividade

especifica da fosfotriesterase (Tabela 5).

Tabela 5. Atividades especificas de acetilcolinesterase, glutationa S-transferase e
fosfotriesterase obtidas das populagbes de Leucoptera coffeella coletadas de

diferentes regi0es brasileiras

Atividades enziméticas especificas*

Populagdes de

- - l - - 2
Leucoptera Coffeella Acetilcolinesterase Glutationa Fosfotriesterase

S-transferase’

Abaeté dos Mendes - MG 1703,8 +983,7 a 0,01 £0,01a 0,02+0,01b
Carmo do Paraniba- MG 4081,5+2356,4a 0,02+0,00 a 0,02+0,01b
Franca - SP 3978,3+2296,8a 0,02+0,00la 0,03+0,02a
Rio Paranaiba - MG 3579,4 +2066,5a 0,03+0,02a 0,027 +£0,01 b

Meédias das atividades + Erro padrdo. *As médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Y(uM/min/mg de proteina). 2(nmol/h/mg).
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4. DISCUSSAO

Para que programas de manejo da resisténcia sejam mais eficientes é
necessario sua deteccéo no inicio de sua evolucéo, propiciando assim maior chance
de reestabelecimento da suscetibilidade dos insetos-praga ao inseticida. A resisténcia
aos inseticidas € um dos casos mais rapidos e relatados de adaptacdo as mudancas
ambientais, oriundo em resposta as aplicacbes recorrentes de inseticidas quimicos e
até mesmo biol6gicos. O surgimento e aumento dos casos de resisténcia, além de
reduzir o tempo de vida util dos inseticidas, compromete a eficAcia de novas
moléculas devido a resisténcia cruzada e aos mecanismos de resisténcia multipla
(Gullan & Cranston, 2007).

Ao utilizar a dose recomendada, os inseticidas clorpirifos e deltametrina ndo
apresentaram falhas de controle nas populacdes de L. coffeella, ou seja, ambos
causaram mortalidade superior a 80%. Os inseticidas abamectina, clorantriniliprole e
tiametoxam apresentaram suscetibilidade apenas a uma populagéo de L. coffella, e
falha no controle para a maioria das populaces. J& o inseticida tiametoxam +
ciproconazol apresentou falha no controle para todas as populagdes testadas. Fatores
estes relevantes, pois a primeira evidéncia do desenvolvimento de resisténcia sdo as
falhas no controle de uma praga devido & diminui¢do da suscetibilidade as doses
normalmente utilizadas para o controle da praga (Fragoso et al., 2002).

A variabilidade da CLsp entre os inseticidas testados pode ser explicada
devido aos diferentes modos de acéo, destes produtos. Como observado para a menor
CLso a0 inseticida abamectina, referente ao grupo quimico das avermectinas cujo
mecanismo de acdo de ativador dos canais de cloro é maior para tiametoxam um
neonicotindide, agonista dos receptores nicotinicos.

A razdo de resisténcia que obteve maior valor foi referente ao inseticida
deltametrina, demonstrando assim maior discrepancia entre a populagdo suscetivel e
resistente, sendo este um inseticida comumente utilizados na agricultura pertencendo
ao grupo quimico dos piretrdides. A resisténcia aos piretroides ja foi observada no
Brasil para traga das brassicas Plutella xylostella como relatado por Oliveira et al.

(2011) e a outros piretroides (cipermetrina, B-cipermetrina, deltametrina e
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fenvalerato) no Paquistéo, india, China e Coréia (Kwon et al., 2004; Kahaliq et al.,
2007; Balasubramani et al., 2008; Zhou et al., 2010).

O inseticida tiametoxam + ciproconazol obteve menor discrepancia entre as
razGes de resisténcia das populagdes de L. coffeella testadas quando comparado aos
demais inseticidas. Este fato nfo despreza uma possivel evolucdo nos casos de
resisténcia, visto que a populacdo de Rio Paranaiba apresentou uma razdo de
resisténcia significativa de 17,35 vezes superior a populagdo suscetivel de
Guaranhuns.

A populagdo de Abaeté dos Mendes apresentou resisténcia aos inseticidas do
grupo dos organafosforados e antranilamida. Possivelmente a consequéncia para tal
fato € o aumento do uso de doses em frequéncia e quantidade buscando obter
resultados semelhantes as populagfes suscetiveis (Picango & Guedes, 1999).
Podendo também ser associado a resisténcia a profenofés observada para a
populacdo de Rio Paranaiba, a resisténcia apresentada a clorpirifds a populacéo de
Abaeté dos Mendes, sendo ambas populagdes oriundas de regibes proximas, visto
que ambos inseticidas apresentaram correlagcdo entre as CLso demonstrando uma
resisténcia cruzada, sendo estes organofosforados agindo como inibidor da
acetilcolinesterase, responsdvel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina
(Eldefrawi et al., 1982). A resisténcia cruzada observada aos inseticidas profenofés e
clorpirifés é atribuida quando ha um Unico mecanismo de resisténcia a dois ou mais
compostos toxicos (Silva et al., 2011b).

Né&o foi confirmado a resisténcia maltipla no presente estudo, porém, este
tipo de resisténcia ndo é descartado, sendo necessario o incremento de mais ensaios
incluindo testes comportamentais.

O aumento da atividade de enzimas de dessintoxicagdo é um mecanismo
bioquimico comum de resisténcia a inseticidas. Os insetos usam enzimas, nao
somente para manter a homeostase, mas também para proteger a si proprio contra
xenobidticos (Fragoso et al., 2003). Evidéncias bioquimicas de resisténcia a
inseticidas podem ser obtidas através de analises espectrofotometricas, utilizando
extratos brutos de insetos (Scott, 1999; Fragoso et al., 2003)

Para o inseticida deltametrina que é um piretrdide, o mecanismo de
resisténcia que confere insensibilidade nervosa é denominado de resisténcia
knockdown (KdR) este tipo de resisténcia foi relatado pela primeira vez em Musca

domestica (L.), (Diptera: Muscidae), (Busvine,1951). Tal resisténcia também foi
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encontrada em outras pragas agricolas com base em padr@es de resisténcia cruzada e
auséncia de sinergismo de compostos que inibem as atividades das enzimas esterases
e citocromo P450 (Soderlund, 1997; Soderlund & Knipple, 1999).

Os maiores indices de resisténcia para o inseticida deltametrina foram para as
populacdes de Santa Tereza (RRciso = 27603,83), Carmo do Paranaiba (RRciso =
555,67) e Rio Paranaiba (RRciso = 60,83), visto que a resisténcias a piretroides
acima de 500 vezes j& foram relatados como consequéncia da substituicdo do
aminoacido metionina por uma treonina, evento denominado de super “kdr”
(Williamson et al., 1996).

A resisténcia a clorpirifés para as populagdes de Abaeté dos Mendes e Rio
Paranaiba pode estar associada a atividade enzimaticas de acetilcolinesterase com
13604,9 e 11931,2 uM/min/mg de proteina, respectivamente. A acetilcolinesterase
(ACE) é da superfamilia das Serino-esterases, exibindo em seu sitio catalitico uma
triade formada por residuos de serina, histidina e glutamato. A maior parte das ACEs
é ativa na forma de dimeros e possui reagdo rapida: uma Unica enzima hidrolisa cerca
de 104 moléculas de substrato por segundo (Soreq & Seidman, 2001).

A acetilcolinesterase é uma enzima essencial no sistema nervoso de todos 0s
animais, estando presente nas membranas pos-sindpticas, e seu principal papel €
interromper a transmisséo nervosa, diminuindo a concentracdo de acetilcolina na
fenda sinéptica, hidrolisando-a em colina e acetato, produtos que ndo mais estimulam
0 neurdnio pds-sinaptico (Villate & Bachmann, 2002). Para a resisténcia a inseticidas
referente aos grupos quimicos dos organofosforados e carbamatos verifica-se uma
alteracdo ou diminuicdo & sensibilidade da acetilcolinesterase (Villate & Bachmann,
2002). Assim esses inseticidas tornam-se incapazes de inibir a acetilcolinesterase
permitindo a interrup¢do normal do estimulo.

No bioensaio de dose-mortalidade encontrou-se menor inclinagcdo da curva
para o inseticida clorpirifos referente a populagdes de Carmo do Paranaiba. A
variabilidade entre individuos de uma mesma populacdo pode ser indicada pela
inclinagdo da curva de dose-mortalidade (Kerns & Gaylor, 1992). Curvas com
inclinagBes menores apontam uma maior variabilidade genética, sugerindo a
auséncia da predominancia de um genotipo na populagdo, indicando uma maior
heterogeneidade de resposta diante o uso de inseticidas (Siqueira et al., 2000).

Foi diagnosticada uma diferenca estatistica em relagdo aos niveis da enzima

fosfotriesterase na populagdo de L. coffeella de Franca, podendo assim correlacionar
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a resisténcia de 95,05 vezes superior a populagdo de insetos suscetiveis desta regiéo.
A resisténcia metabdlica é frequentemente consequéncia do excesso de enzimas de
desintoxicacdo, que sdo capazes de metabolizar os inseticidas, sendo por uma alta
expressdao dos genes que codificam as trés principais enzimas envolvidas no
metabolismo: monooxigenase dependente do citocromo P450, glutationa transferases
(GSTs) e esterases (Kostaropoulos et al., 2001, Baffi et al., 2008). Fragoso et al.,
(2002) sugere um complexo destoxificador de monooxigenases dependentes do
citocromo P450 como o principal mecanismo de resisténcia a organofosforados em

populagdes de L. coffeella em Minas Gerais.
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5. CONCLUSOES

Todas as populagdes sdo resistentes e suscetiveis a pelo menos um inseticida.

A resisténcia detectada aos inseticidas testados, indica que deve ser evitado 0

uso destes produtos de acordo com 0 esquema a segulir:
1. Abaeté dos Mendes: clorpirifos, clorantraniliprole e profenofos.
2. Carmo do Paranaiba: abamectina, clorantraniliprole e deltametrina.
3. Franca: tiametoxam.
4. Guaranhuns: abamectina e clorpirifos.

5. Rio Paranaiba: clorantraniliprole, deltametrina, profenofos,

tiametoxam e tiametoxam-+ciproconazol.

6. Santa  Tereza:  abamectina, clorpirifés,  deltametrina e

tiametoxam+ciproconazol.

Os inseticidas com maiores tempo letal nas respectivas populagdes, séo:
Carmo do Paranaiba: deltametrina, abamectina, tiametoxam; Rio Paranaiba:
deltametrina, tiametoxam, profenofés; Abaeté dos Mendes: clorpirifés,
deltametrina; Guaranhuns: clorantraniliprole.

Clorpirifos e profenofds apresentaram no presente estudo resisténcia cruzada.

A atividade especifica da enzima fosfotriesterase esta envolvida na resisténcia

do inseticida profenofos referente a populagdo de Franca.
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