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RESUMO

SILVA, Paula de Freitas. Resisténcia a acetamiprido de Lipaphis pseudobrassicae
(Davis) (Hemiptera: Aphididae) resistentes e suscetiveis ao parasitoide Diaeretiella
rapae (Mc’Intosh) (Hymenoptera: Braconidae, Aphidiinae). 2016. 34 p. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia.

O pulgdo Lipaphis pseudobrassicae (Davis) tem apresentado baixo parasitismo por
Diaeretiella rapae (Mc’Intosh) na regido de Uberlandia, provavelmente pela associacao
com endossimbiontes secunddrios. Esses simbiontes podem conferir vantagens
adaptativas aos pulgdes, como o aumento da resisténcia aos parasitoides e ao calor.
Além disso, os simbiontes podem aumentar a producdo do citocromo P450, principal
enzima responsavel pela degradacio de inseticidas. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a relacdo da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae com a
resisténcia ao inseticida acetamiprido, a fim de verificar se a resisténcia ao parasitoide
pode aumentar a resisténcia ao inseticida. Para isso, a dose letal de acetamiprido para
matar 50% dos individuos (DLso) € a fecundidade dos insetos submetidos a aplicagcdo do
inseticida foram avaliadas para pulgdes resistentes € suscetiveis ao parasitoide. Foram
utilizados quatro grupos de L. pseudobrassicae coletados em Uberlandia, MG. Os dois
primeiros foram formados, respectivamente, por individuos de um mesmo clone (C1),
resistentes (C1R) e suscetiveis (C1S) ao parasitoide. O terceiro grupo foi formado por
individuos resistentes ao parasitoide de um clone coletado em canola (C2R) e o quarto
grupo, por sua vez, foi formado por individuos de uma populacdo proveniente de
lavoura comercial de couve (P1). Para a determinacdo da DLsy, 30 individuos de cada
grupo de pulgdes, separados em trés repeticdes de 10 insetos, foram submetidos a
ensaios do tipo dose-resposta, com a aplicacdo de cinco concentracdes do inseticida
acetamiprido (0.01, 0.1, 1, 10 e 100 ng. i.a/pulgdo), além de um tratamento controle
utilizando apenas acetona. Foram observadas a mortalidade e o nimero de ninfas
produzidas 72 horas apds a aplicagdo do produto e determinada a DLsg. Nao houve
diferenca para a DLsy dos individuos do mesmo clone, e C1R e CIS (0,06 e 0,06 ng.
ia./pulgdo, respectivamente). O clone C2R foi o que apresentou a maior DLsy (0,14
ng.i.a./pulgdo) e P1 a menor (0,01 ng.i.a./pulgdo). De maneira andloga, a fecundidade
do clone C2R foi a maior, de P1 a menor e os individuos do mesmo clone C1 nio
apresentaram diferenca no nimero de ninfas produzidas. Portanto, ndo se pode afirmar
que a resisténcia ao parasitoide estd associada a resisténcia ao inseticida, € o controle
quimico com acetamiprido € uma opg¢do para o controle de L. pseudobrassicae
resistente ao parasitoide D. rapae.

Palavras-chave: Controle biol6gico, Controle quimico, Manejo Integrado de Pragas,
Pulgio.



ABSTRACT

SILVA, Paula de Freitas. Acetaprimid resistance of Lipaphis pseudobrassicae (Davis)
(Hemiptera: Aphididae) resistant and susceptible to parasitoid Diaeretiella rapae
(Mc’Intosh) (Hymenoptera: Braconidae, Aphidiinae). 2016. 34p. Dissertation
(Masters in Agronomy/Fitotecnia) — Federal University of Uberlandia.

The aphid Lipaphis pseudobrassicae (Davis) has been shown low parasitism to
parasitoid Diaeretiella rapae (Mc’Intosh) in Uberlandia region, probably due to
secondary endosymbionts association. These symbionts can provide adaptive
advantages to aphids such as increased resistance to parasitoids and heat. Moreover,
symbionts can increase the production of cytochrome P450, which is the main enzyme
on degradation of insecticides. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
resistance relationship of L. pseudobrassicae to the parasitoid D. rapae with the
resistance to acetaprimid insecticide. This was done in order to verify if the resistance to
parasitoid can increase the resistance to insecticide. To do so, the lethal dose of
acetamiprid to kill 50% of the individuals (LDsy ) and the fecundity of the insects
submitted to insecticide application were evaluated for aphids resistant and susceptible
to parasitoid. We used four groups of L. pseudobrassicae collected in Uberlandia, MG.
The first two groups were formed, respectively, by individuals of the same clone (C1),
resistant (C1R) and susceptible (C1S) to parasitoid. The third group was formed by
resistant individuals of a clone collected in canola (C2R) and the fourth group was
formed by individuals from a population of commercial farming of cabbage (P1). To
determine the LDsyo we used 30 individuals of each aphid group, separated in three
repetitions of 10 insects, which were submitted to dose-response trials with five
concentration of acetaprimid insecticide (0.01, 0.1, 1, 10 and 100 ng. i.a/aphid).
Besides, a control treatment using only acetone was done. The mortality and the number
of nymphs produced 72 hours after the product application were observed and the LDsg
was determined. There was no difference to LDsq for individuals of the same clone, C1R
and C1S (0,06 e 0,06 ng. ia./aphid, respectively). The clone C2R showed the highest
LDsy (0,14 ng. i.a/aphid) and P1 had the lowest (0,01 ng. i.a/aphid). Analogously,
fecundity of C2R clones was the highest one while P1 had the lowest. The individuals
of the same clone C1 did not show any difference on the number of nymphs produced.
Thus, it cannot be assumed that resistance to the parasitoid is associated with resistance
to the insecticide and the chemical control with acetaprimid is an option for controlling
L. pseudobrassicae resistant to parasitoid D. rapae.

Keywords: Biological control, Chemical control, Integrated pest management, Aphid.
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1. INTRODUCAO

O pulgdo Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Hemipetra: Aphididae) € uma praga
cosmopolita de brdssicas, que causa danos diretos ao se alimentar das folhas,
provocando encarquilhamento e amarelecimento destas, além de danos indiretos, pela
transmissdo de mais de 10 tipos de virus fitopatogénicos, entre eles o anel negro da
couve, mosaicos da couve-flor, nabo e rabanete (PENA-MARTINEZ, 1992;
BLACKMAN; EASTOP, 2007). Por ser uma praga de ampla distribui¢do, seu controle
¢ extremamente importante em 4reas de producido de brassicas, como canola, couve,
brécolis e couve-flor ( BLACKMAN; EASTOP, 2000).

O uso do controle bioldgico se insere em programas de Manejo Integrado de
Pragas e tem potencial de ser de baixo custo e livre de substincias quimicas
(BELLOWS, 2001; PARRA et al., 2002). O principal inimigo natural de pulgdes em
brassicas € o parasitoide Diaeretiella rapae (Mclntosh) (Hymenoptera: Braconidae,
Aphidiinae) (CIVIDANIS, 2002; STARY et al., 2007; HUBAIDE, 2011), entretanto,
Hubaide (2011) verificou baixo parasitismo de D. rapae em L. pseudobrassicae e
Oliveira et al. (2013) e Ferreira (2013) sugerem que a populagdo de L. pseudobrassicae
em Uberlandia-MG seja formada por maioria de clones resistentes a esse parasitoide.

Embora ndo tenha sido confirmada a presenca de simbiontes secundarios em L.
pseudobrassicae, segundo Ferreira (2013), a provavel causa dessa resisténcia € a
presenca de endossimbiontes, por ndo haver estruturas de encapsulamento dos
parasitoides no interior dos pulgdes resistentes e por haver perda de resisténcia na prole
de clones idénticos, produzidos por partenogénese telitoca. A associacdo dos pulgdes
com esses simbiontes pode resultar em vantagens adaptativas, como o aumento da
resisténcia ao calor e capacidade de utilizar plantas hospedeiras, as quais somente sdo
utilizadas pelos pulgdes se houver os simbiontes (CHEN et al., 2000; OLIVER et al.,
2003; TSUCHIDA et al., 2002). Dos estudos realizados por nosso grupo de trabalho, L.
pseudobrassicae resistente apresentou longevidade e periodo reprodutivo mais longos e
maior taxa liquida de reproducdo (Ro), indicando vantagens adaptativas em clones
resistentes (OLIVEIRA, 2016). Porém, ainda ndo foram desenvolvidos estudos para
verificar se a resisténcia ao parasitoide pode alterar a resisténcia aos inseticidas.

O controle quimico é muito utilizado no controle de pragas agricolas, porém a

frequéncia de utilizacdo e o uso incorreto (sem respeitar as doses recomendadas, os



intervalos de aplicacdo e a rotacdo de ingredientes ativos) tém levado ao aumento da
resisténcia das populacdes aos inseticidas (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Para
insetos resistentes, a dose necessaria para matar 50% da populag¢do (DLsg) € maior do
que para individuos suscetiveis (FERRARI, 1996). A determinagdo dos valores da DLs
¢ utilizada no monitoramento do progresso da resisténcia em uma determinada
populacdo (FINNEY, 1971). Porém, ndo € s6 o efeito letal do inseticida que determina
seu efeito sobre os insetos, o efeito subletal, como diminui¢do da fecundidade e da
longevidade e alteragdes do periodo de desenvolvimento, também € um importante
componente da avaliacdo da resisténcia de insetos aos inseticidas (VINSON, 1974;
STARK; RANGUS, 1994; STORCH et al., 2007; FERRARI, 2009.)

A resisténcia a inseticidas pode ocorrer em virtude de modificacOes
comportamentais do inseto, modificagdes na composicdo da cuticula, reduzindo a
penetracdo, resisténcia metabdlica e modificacdo nos sitios alvo dos inseticidas
(STONE; BROWN, 1969; MBOGO et al., 1996; HEMINGWAY, 2000; MATHENGE
et al., 2001; FFRENCH-CONSTANT et al., 2004). Recentemente, foi evidenciado que
simbiontes secundarios podem alterar a produg¢do de enzimas, como 0 citocromo
P450, responsédvel pela degradacdo de inseticidas (GUIDOLIN, 2016), o que pode
levar a maior resisténcia aos inseticidas em pulgdes que apresentam associacdo com
simbiontes secundarios.

Estudos de nosso grupo de trabalho tém demonstrado que o controle bioldgico
com o parasitoide D. rapae ndo € viavel para o pulgdo L. pseudobrassicae, sugerindo
que outras formas de controle precisam ser avaliadas (HUBAIDE, 2011; FERREIRA,
2013; OLIVEIRA, 2016). Por isso, foi considerado o controle quimico com
neonicotinoides, como o acetamiprido, por ser um inseticida sisttmico que ¢
rapidamente absorvido pela planta e translocado pela seiva para vdrias regides em
quantidades letais para os insetos sugadores, como os pulgdes (MARICONI, 1977;
TOMIZAWA; CASIDA, 2003; FARIA, 2009). No entanto, ndo se sabe se a resisténcia
de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae pode levar ao aumento da resisténcia a
inseticidas, o que dificultaria ainda mais o controle de L. pseudobrassicae. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a DLsg do inseticida acetamiprido e o seu efeito
subletal na fecundidade de clones de L. pseudobrassicae resistentes e suscetiveis ao
parasitoide D. rapae, visando verificar se existe relacdo entre a resisténcia ao

parasitoide e a resisténcia ao inseticida.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a relacdo da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae

com a resisténcia ao inseticida acetamiprido.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1.1 Determinar os valores de DLsy para os pulgdes resistentes e suscetiveis ao
parasitoide D. rapae.
¢ Hipoétese nula (HO): os valores de DLsy para os pulgdes resistentes e
suscetiveis ao parasitoide D. rapae sio semelhantes.
¢ Hipotese alternativa (H1): os valores de DLsy para os pulgdes resistentes

e suscetiveis ao parasitoide D. rapae sdo diferentes.

2.2.2 Verificar o efeito subletal do inseticida acetamiprido na fecundidade dos
pulgdes resistentes e suscetiveis ao parasitoide D. rapae.
e Hipétese nula (HO): o efeito subletal na fecundidade dos pulgdes
resistentes e suscetiveis ao parasitoide D. rapae sdo semelhantes.
¢ Hipétese nula (H1): o efeito subletal na fecundidade dos pulgdes

resistentes e suscetiveis ao parasitoide D. rapae sdo diferentes.

2.2.3 Verificar se os pulgdes resistentes ao parasitoide D. rapae apresentam

alteracdo na resisténcia ao inseticida.

¢ Hipoétese nula (HO): os pulgdes resistentes ao parasitoide D. rapae nio
apresentam alterac@o na resisténcia ao inseticida.

e Hipoétese nula (HI): os pulgdes resistentes ao parasitoide D. rapae
apresentam alteracio na resisténcia ao inseticida.

e Hipoétese alternativa (H1.1): os pulgdes resistentes ao parasitoide D.
rapae apresentam reducdo na resisténcia ao inseticida.

e Hipoétese alternativa (H1.2): os pulgdes resistentes ao parasitoide D.

rapae apresentam aumento na resisténcia ao inseticida.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Morfologia e biologia dos pulgoes

Os pulgdes sdo insetos pequenos pertencentes a ordem Hemiptera, superfamilia
Aphidoidea, que sugam a seiva de plantas penetrando nos tecidos foliares por meio de
seus estiletes. S30 um grupo de insetos com origem predominantemente das regides
temperadas do hemisfério norte e com poucas espécies tropicais (BLACKMAN;
EASTOP, 2000). Sua reproducdo em regides temperadas se di por partenogénese
ciclica, alternando entre reproducdo sexuada e partenogenética. Porém, em condigdes
tropicais e subtropicais, s6 ocorre a reproducio partenogenética, a qual proporciona alta
capacidade reprodutiva para esses insetos (BLACKMAN; EASTOP, 2000). A
partenogénese nos pulgdes € do tipo telitoca, € nesse tipo de reprodugdo sdo originadas
fémeas, clones de suas mies e que podem ser dpteras, com grande capacidade de
reproducdo, ou aladas, com grande capacidade de dispersdao (DIXON, 1973; HOLMAN,
1974; MINKS; HARREWIIN, 1988; BLACKMAN; EASTOP, 2007).

Os afideos possuem caracteristicas morfoldgicas bem especificas que sdo
utilizadas na identificacdo das espécies, como o siftinculo, que é um 6rgdo secretor,
antenas com cinco ou seis segmentos e a cauda, usada para eliminar gotas das fezes
acucaradas (“honeydew”) (BLACKMAN; EASTOP, 2007).

Os danos causados pela alimentagdo dos pulgdes podem ser diretos, como a
succdo da seiva que causa encarquilhamento e amarelecimento das folhas e brotos,
prejudicando o crescimento das plantas; e indiretos, como a inje¢cdo de toxinas,
transmissdo de viroses em plantas e a excrecio de “honeydew”, que propicia o
crescimento do fungo causador da fumagina (Capnodium sp.), depreciando frutos e
flores e reduzindo a capacidade fotossintética das plantas (CARRERA, 1973; PENA-
MATINEZ, 1992; DREES; JACKMAN, 1999; BLACKMAN; EASTOP, 2000;
BRITO, 2003; SAMPAIO, 2004 ). Estima-se que mais da metade dos 600 virus de
plantas conhecidos hoje, sejam transmitidos por pulgdes (LOZANO, 2005) e um Unico
individuo pode contaminar diversas plantas, causando grandes perdas na producio, o
que se agrava com a ampla distribuicio mundial desses insetos (SOUZA-SILVA;
ILHARCO, 1995; DIXON, 1998).



3.2 Pulgoes em brassicas

Nas plantas da familia Brassicaceae sdo encontradas trés espécies de pulgdes,
Brevicoryne brassicae (Linné) e Lipaphis pseudobrassicae, que s30 espécies
especialistas em bréssicas, € Myzus persicae (Sulzer), que € uma espécie generalista
(BLACKMAN; EASTOP, 2000). As bréssicas sdo plantas que produzem glucosinolatos
(compostos tioglicosideos que contém azoto e enxofre). Esses compostos sdo
produzidos quando o tecido da planta € danificado, e a sua hidrdlise resulta na formagio
de compostos toxicos para diversas espécies. Os herbivoros capazes de se alimentar
dessas plantas metabolizam, excretam ou sequestram em vactolos esses compostos
toxicos (HOPKINS et al., 2009). Especialistas em bréassicas, como L. pseudobrassicae e
B. brassicae, conseguem se alimentar, pois sequestram esses glucosinolatos, evitando
que sofram hidrélise em compostos toxicos (BRIDGES et al., 2002; KAZANA et al.,
2007). J4 a espécie generalista M. persicae consegue colonizar as Brassicaceas, porém
somente tolera e excreta esses compostos toxicos (WEBER et al., 1986).

O pulgdo L. pseudobrassicae € uma praga cosmopolita de brassicas, com ampla
distribuicio mundial (BLACKMAN; EASTOP, 2007). Sua forma 4ptera € de tamanho
pequeno a médio, podendo apresentar coloracdo amarela, cinza ou verde oliva, com
uma pequena camada de cera branca. Possuem de 1,85 a 2,05 mm de comprimento,
fronte sinuosa, sifinculos ligeiramente escurecidos 2,08 a 2,36 vezes mais compridos
que a cauda que, por sua vez, apresenta uma ligeira constricdo no apice. Os alados tém
coloracdo verde oliva, com franjas transversais nos tltimos segmentos do abdome, apds
os sifunculos (PENA—MARTINEZ, 1992; BLACKMAN; EASTOP, 2007).

A espécie L. pseudobrassicae ataca folhas completamente desenvolvidas
(HUBAIDE, 2011) e coloniza a parte inferior dessas folhas, partes terminais de talos e
inflorescéncias (PENA-MARTINEZ, 1992). Seu ataque causa o encarquilhamento e
amarelecimento das folhas, além de atuar como vetor de 10 tipos de virus nio
persistentes, entre eles o virus do mosaico do nabo (potivirus) do rabanete (comovirus)
e da couve-flor (caulimovirus) e o virus responsdvel pelo anel negro da couve
(potivirus) (BLACKMAN; EASTOP, 2007).

Segundo Godoy e Cividanes (2002), os pulgdes da espécie L. pseudobrassicae
apresentam pico reprodutivo a 25°C, reproducdo intermediaria a 20°C e reprodugio
mais baixa a 15 e 30°C, apresentando maior fecundidade didria e menor longevidade no

verdo do que no inverno.



3.3 Controle biologico

O método de controle de insetos pragas ndo poluente, de baixo impacto
ambiental, que visa a reducio da populacdo da praga ao nivel de equilibrio, a partir do
uso de populacdes de inimigos naturais, € denominado controle biol6gico (PARRA et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2013a. Segundo DeBach e Schlinger (1964), o controle
biol6gico € definido como a acdo de parasitoides, predadores e patégenos na
manuten¢do da densidade populacional de um outro organismo a um nivel mais baixo
do que quando na auséncia do inimigo natural. O controle biol6gico pode ser definido
ainda como uma técnica para reduzir a populacdo de uma espécie que tem a capacidade
de provocar algum dano econdmico, ou ainda para reduzir populacdes de insetos-praga,
plantas daninhas, pat6genos de plantas e nematoides (MELO; AZEVEDO, 1998;
ROMEIRO, 2007).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) de sistemas convencionais de cultivo tem
empregado muito o uso do controle bioldgico, tornando possivel a utilizagdo
harmoniosa com outros métodos de controle, como o controle cultural, fisico, de
resisténcia de plantas a insetos e até mesmo integrado com o controle quimico na
utilizacdo de produtos seletivos (BUENO; VAN LETEREM 2011; OLIVEIRA et al.,
2013a).

Uma das formas mais comuns de controle bioldgico consiste em introduzir um
inimigo natural exotico nos agroecossitemas afetados por uma praga, nos quais esse
inimigo natural vai se estabelecer, sendo denominado de controle biol6gico clissico.
Esse tipo de controle ocorre de forma lenta e gradativa, sendo melhor utilizado em
culturas perenes ou semi-perenes. O controle biol6gico conservativo ou natural consiste
na manipula¢do do ambiente para que este se torne favordvel ao desenvolvimento e
manuten¢do dos inimigos naturais. E o controle bioldgico aplicado ou aumentativo
consiste na liberagdo inundativa de inimigos naturais, visando a rdpida reducdo da
populagdo da praga (PARRA et al., 2002).

Os principais agentes do controle bioldgico sdo entomopatdgenos (fungos, virus,
bactérias e nematoides) e os entomoéfagos, divididos em predadores e parasitoides. Os
predadores sdo individuos de vida livre, geralmente maiores que suas presas e precisam
de indmeras presas para completar seu ciclo, podendo apresentar um comportamento
predatdrio tanto no estidgio de ninfas ou larvas quanto no estdgio adulto (DEBACH;
SCHILINGER, 1964; WAAGE, 1986; VAN LENTEREN et al., 2003). Ji os
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parasitoides ndo matam imediatamente seu hospedeiro, permanecendo como parasitas
por periodos varidveis e utilizando-o para o desenvolvimento do parasitoide, o qual
exige somente um individuo para completar seu desenvolvimento, sendo que o estigio
adulto tem vida livre (VINSON, 1997; PARRA et al., 2002).

Para o controle bioldgico de pulgdes, o uso de parasitoides tem se mostrado mais
eficiente (CARVER, 1988). Acredita-se que existam cerca de 800 mil espécies de
parasitoides, sendo que 70 mil ja foram descritas. Dessas 70 mil, 80% é pertencente a
ordem Hymenoptera, 15% a ordem Diptera e 5% a outras ordens (GODFRAY, 1994).

No Brasil, védrias espécies de parasitoides apresentam potencial para serem
utilizadas no controle de pulgdes (OLIVEIRA et al., 2013a). Dentro da ordem
Hymenoptera, a familia Aphelinidae recebe destaque, e a subfamilia Aphidiinae € a
mais importante € numerosa. No Brasil, os principais géneros encontrados que compde
essa subfamilia sdo Aphidius Nees, Binodoxys Haliday, Diaeretiella Stary, Lysiphlebus
Foster, Praon Haliday e Xenostigmus Ashmead (STARY et al., 2007).

As espécies de parasitoides Aphidius colemani Viereck, Lysiphlebus testaceipes
(Cresson) e D. rapae sao abundantes na América do Sul e possuem uma diversidade de
pulgdes como hospedeiros (STARY; DELFINO, 1987; STARY; CERMELIL, 1989;
STARY et al., 1993; STARY, 1995; STARY et al., 2007). Esses parasitoides sdo
utilizados comercialmente no controle de pulgdes em cultivos protegidos na Europa

(VAN LENTEREN, 2000).

3.4 Parasitoide Diaeretiella rapae

O parasitoide D. rapae € o principal inimigo natural dos pulgdes da couve (PIKE
et al., 1999) e apresenta trés instares na fase de larva, sendo que nos dois estigios
iniciais se alimenta da hemolinfa do hospedeiro e o dltimo estigio se alimenta dos
tecidos (STARY, 1988; BUENO; SAMPAIO, 2009). Ao final do seu desenvolvimento,
a larva do parasitoide ataca o ventre do afideo, colando-o na folha em meio a secrecdes
produzidas em glandulas especializadas. Assim, a pupa do parasitoide € formada e,
como nessa fase so resta a epiderme do hospedeiro, esta endurece formando a mimia
(STARY, 1988; BUENO; SAMPAIO, 2009).

As fémeas de D. rapae tem um periodo de desenvolvimento de 12 dias a 23°C
em L. pseudobrassicae, B. brassicae e M. persicae. Ja os machos se desenvolvem em 11

dias em L. pseudobrassicae e 12 dias em B. brassicae a 23°C (OLIVEIRA et al.,
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2013b). A longevidade varia de 9 a 12 dias a 21°C, e as fémeas emergem com cerca de
50 ovos em seus ovarios (BERNAL; GONZALEZ, 1997). O parasitoide D. rapae é o
principal parasitoide de afideos que atacam as bréssicas e € o tnico parasitoide de B.
brassicae que apresenta importante papel no controle de L. pseudobrassicae no Brasil
(SOUZA; BUENO, 1992; BUENO; SOUZA, 1993; DEVI et al., 1999; CIVIDANES,
2002; MUSSURY; FERNANDES, 2002; VAZ et al., 2004; STARY et al., 2007).

3.5 Resisténcia do hospedeiro Lipaphis pseudobrassicae ao parasitoide

Diaeretiella rapae

A resisténcia do hospedeiro ao parasitoide pode ser de dois tipos:
comportamental ou fisiolégica. Quando a resisténcia acontece antes do parasitoide
ovipositar em seu hospedeiro, ela € chamada de resisténcia comportamental, onde o
hospedeiro evita o ataque do parasitoide. Estas taticas de defesa podem estar
relacionadas ao comportamento evasivo ou agressivo do hospedeiro, a utilizacdo de
individuos como guarda-costas ou ainda a alguma estrutura de defesa (HENTER, 1995).

J4 quando a resisténcia acontece apds a oviposi¢cdo do parasitoide no hospedeiro,
ela € chamada de resisténcia fisiologica. Os parasitoides vao depositar seus ovos no
interior do hospedeiro e este entdo desenvolve uma resposta imune que mata o
parasitoide e garante a sua sobrevivéncia (HENTER, 1995). Na maioria dos
parasitoides, essa resposta imune se baseia no encapsulamento de seus ovos pelo
hospedeiro, que € um processo onde células de hemolinfa do hospedeiro unem-se ao
embrido do parasitoide, formando uma cédpsula. Nessa c4psula sdo lancadas moléculas
reativas que matam o parasitoide (CARVER; SULLIVAN, 1988). Em afideos, o
encapsulamento ndo € um processo muito comum, provavelmente por causa do nimero
reduzido de hemécitos nesses insetos (CARVER; SULLIVAN, 1988; GWYNN et. al.,
2005).

Um processo de defesa comumente observado em pulgdes ocorre sem o0
encapsulamento, impedindo o desenvolvimento do ovo do parasitoide (HENTER, 1995;
GWYNN et al., 2005). Esse processo se da por meio de bactérias simbiontes dos
pulgdes, que atuam como mutualistas de defesa (OLIVER; MORAN, 2009; HANSEN
et al., 2012). Oliveira et al. (2013b) verificaram a existéncia de resisténcia fisioldgica
em L. pseudobrassicae e Ferreira (2013), por sua vez, constatou que a causa mais

provavel dessa resisténcia de L. pseudobrassicae a D. rapae € em funcdo da presenca de

8



endossimbiontes secundarios. Estudos recentes relatam que a maioria dos individuos de
L. pseudobrassicae na regido de Uberlandia-MG € resistente ao parasitoide D. rapae
(HUBAIDE, 2011; OLIVEIRA et al., 2013b; FERREIRA, 2013).

A relacdo com simbiontes pode promover menor aptidao, ou fitness, em pulgdes
resistentes ao parasitoide, por meio de custos adaptativos, como na auséncia do
parasitoide, em que populacdes de pulgdes ndo infectados pelos simbiontes se
sobrepujam a populacdes dos pulgdes infectados (CHEN et al., 2000). Gwynn et al.
(2005) relatam que o pulgdo da ervilha Acyrthosiphon pisum (Harris) resistente ao
parasitoide Aphidius ervi Haliday sobrevive mais tempo fora da planta em que se
alimenta, mas se reproduz menos, sugerindo que clones resistentes investem mais em
sobrevivéncia do que na reprodugdo. No entanto, em alguns casos, ocorre 0 oposto, com
a simbiose aumentando a fitness dos pulgdes resistentes. Vorburger et al. (2013) relatam
que pulgdes da espécie A. fabae infectados por simbiontes apresentaram aumento na sua
longevidade e fecundidade quando expostos ao parasitoide Lysiphlebus fabarum. Oliver
et al. (2008) relataram, ainda, que clones de A. pisum quando infectados por simbiontes,

tiveram tendéncia para uma maior fecundidade.

3.6 Modo de acao dos inseticidas neonicotinoides

Em virtude da resisténcia de L. pseudobrassicae contra seu principal inimigo
natural, o controle quimico tem sido a principal forma de controle do pulgdo e os
inseticidas mais utilizados sdo os neonicotinoides. Esse grupo quimico € classificado
como inseticidas neurot6xicos que atuam na transmissdo sindptica (GALLO et al.,
2002).

Os neonicotinoides sdo uma classe de inseticidas, derivados da molécula de
nicotina, descoberta por volta de 1970. Esses defensivos neonicotinoides sdo mais
seletivos devido a sua excelente atividade sistémica, sendo bastante utilizados no
controle de insetos sugadores, como mosca branca, tripes e afideos, além de serem
pouco toxicos para mamiferos (RENZO et al., 1997; TOMIZAWA; CASIDA, 2003;
MOREIRA et al., 2013). Esses inseticidas atuam no corpo do inseto como agonistas da
acetilcolina, ligando-se aos receptores nicotinicos da acetilcolina, que estdo localizados
no neurbnio pods-sindptico. Normalmente, a acetilcolina € hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase apds a transmissdo do impulso nervoso, porém os neonicotinoides

ndo sdo degradados imediatamente, ficando ligados no sitio de acdo da acetilcolina,
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causando transmissdo continua dos impulsos nervosos e, consequentemente, uma
hiperexcita¢do e posterior colapso do sistema nervoso, acarretando em morte do inseto
(GALLO et al., 2002; MOREIRA et al., 2013).

Imidacloprido, nitenpiran, tiaclopride, tiametoxam e acetamiprido sdo alguns dos
principios ativos encontrados no grupo quimico dos neonicotinoides (TOMIZAWA;
CASIDA, 2003). Por serem inseticidas sistémicos, sdo altamente tdxicos para insetos,
principalmente sugadores, uma vez que, quando aplicados sobre folhas, ramos e raizes
das plantas, sdo rapidamente absorvidos e translocados com a seiva para as varias partes
da planta (FARIA, 2009). O inseticida acetamiprido apresenta alta eficiéncia no
controle de pulgdes (YAMAMOTO et al., 2000; PEREIRA et al., 2003; TAILLEBOIS
et al. 2015; ZUO et al., 2016), inclusive quando usado em tratamento de sementes por
causa de seu elevado potencial sisttmico (PEREIRA et al., 2011) e tem por
caracteristica alta seletividade a insetos ndo-alvo (MOURA et al., 2004).

Apesar do pouco tempo de utilizagdo desse grupo quimico, algumas espécies de
insetos praga ja apresentam resisténcia, caracterizada como insensibilidade no alvo do
inseticida (WYSS et al., 2003; SHONO E SCOTT, 2003; BIELZA et al. 2007; WANG
et al., 2009).

3.7 Resisténcia a neonicotinoides

Resisténcia € um processo pré-adaptativo no qual um organismo passa a tolerar
doses de um produto toxico que € letal para a maioria dos individuos da mesma
populacdo, sendo um fendmeno estritamente genético com mutagdes que afetam as
proteinas alvo dos inseticidas e/ou seu metabolismo (LI et al., 2007; IRAC, 2007).

A maior frequéncia de utilizacdo de um mesmo composto quimico estd
relacionada a resisténcia a inseticidas em insetos, fazendo uma pressdo de selecdo
desses individuos. Ademais, essa caracteristica pode ser herdada para as geracdes
seguintes (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Esses individuos possuem maior
probabilidade de sobrevivéncia a tratamentos com inseticidas e contribuem com um
maior nimero de descendentes do que individuos suscetiveis, resultando em maior
frequéncia do gene que confere resisténcia (BEATY; MARQUARDT, 1996).

Segundo Tomita e Scott (1995), existem trés mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia a inseticidas: a reducdo na penetracdo cuticular devido a

modificacdes na sua composicdo, o aumento da taxa de desintoxica¢do do produto
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quimico via metabolismo e modifica¢do nos sitios alvos dos inseticidas, aumentando a
insensibilidade nos locais de maior a¢do do produto.

A resisténcia metabdlica pode ser alcancada pelo aumento da detoxificacdo de
inseticidas, que se d4 pela mudanca estrutural nas moléculas das enzimas que
promovem essa detoxificagdo, sendo algumas dessas enzimas as gluationa-S-
transferases (GSTs), esterases (ESTs) e citocromo P450 (CYPs). Esse aumento na
atividade dessas enzimas pode estar associado a elevacdo dos niveis de expressdo dos
genes que as codificam ou ainda ser resultante da substituicdo de aminodcidos que
modificam sua afinidade pelo composto téxico, aumentando o nivel de resisténcia
(HEMINGWAY, 2000; PERRY et al., 2011; ORTELLI et al., 2003). Ja a resisténcia
por modificacdo nos sitios alvo dos inseticidas dificulta ou impede a interacdo entre
essas substancias (PERRY et al.,, 2011). Essas modificacdes podem ocorrer em
aminoicidos ou em genes especificos, ou ainda na enzima acetilcolinesterase
(MOREIRA et al., 2013).

Os mecanismos de resisténcia podem ainda se combinar, conferindo um amplo
espectro de resisténcia, podendo resultar em resisténcia cruzada ou multipla. A primeira
se refere a casos em que um Unico mecanismo de defesa confere resisténcia a inseticidas
de uma ou mais classes e a segunda se caracteriza pela defesa ocorrer por meio de
mecanismos de resisténcia miultiplos e coexistentes (MILANI, 1963; BUSVINE, 1968;
HEMINGWAY et al., 2004; MOREIRA et al, 2013).

Alguns casos de resisténcia a neonicotinoides ja foram descritos. Segundo
Dively (2003), com a introdu¢do de imidacloprido em 1995, a alta eficiéncia no controle
de insetos praga apresentada pelo inseticida levou ao seu uso continuo e, em apenas sete
anos, ja havia registros de populagdes com diferenca na suscetibilidade ao produto,
podendo ainda haver o risco de resisténcia cruzada com outros neonicotinoides. Silva et
al. (2009) relatam a resisténcia de mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) a
imidacloprido e tiametoxam no Brasil. Horowitz et al. (2005) verificaram que duas
populagdes dessa mesma espécie de mosca-branca expostas a tiametoxam por 12 e 20
geracdes, apresentaram razdes de resisténcia 600 vezes maiores que a populagdo
suscetivel. Resisténcia a imidacloprido também ja foi encontrada em pulgdes. Nauen e
Denholm (2005) relataram razdes de resisténcia em populagcdes de M. persicae de até 20
vezes, sendo que essa resisténcia pode estar associada a detoxifica¢do do inseticida ou a

uma alteracdo em seu sitio de acdo.
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A resisténcia ao inseticida pode gerar um custo adaptativo ao inseto
(HAUBRUGE; ARNAUD, 2001), sendo que os individuos resistentes sdo menos aptos
que os suscetiveis na auséncia de pressdo de selecdo, no caso, na auséncia da utilizacdo
do produto quimico (ROUSH; McKENZIE, 1987). Essa menor aptiddo pode estar
relacionada ao maior tempo de desenvolvimento do inseto resistente, a menor
viabilidade, a menor fecundidade, 3 menor competicdo para acasalamento € a maior
suscetibilidade a inimigos naturais (GEORGHIOU, 1972; ROUSH e McKENZIE,
1987).

A associacido com simbiontes pode causar alteragdes nas enzimas que causam a
detoxificacdo dos inseticidas. Segundo Guidolin (2016), a associacdo do pulgdo Aphis
(Toxoptera) citricidus com o endossimbionte secundario Spiroplasma aumenta a
producdo do citocromo P450, responsavel pela detoxificacdo de xenobidticos. Sendo
assim, a resisténcia de L. psedudobrassicae ao parasitoide D. rapae em populacdes
localizadas na regido de Uberldndia-MG, pode influenciar na sensibilidade desses

insetos aos inseticidas neonicotinoides, amplamente utilizado no controle dessa praga.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Producao de mudas, coleta e criacao de insetos

Para esse ensaio, mudas de couve (Brassica oleracea var. acephala L.),
variedade Manteiga da Georgia, foram produzidas em casa de vegetacdo do Instituto de
Ciéncias Agréarias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com
sementes da marca comercial TopSeed®. Foram utilizadas bandejas de isopor com 128
células preenchidas com substrato organico da marca Bioplant®. Em cada célula, foram
semeadas duas sementes de couve e quando as plantas apresentaram um par de folhas
definitivas foram transplantadas para vasos plasticos (15 c¢cm de altura e 13 cm de
diametro) contendo substrato organico Bioplant®. Quando as plantas apresentaram 6
folhas definitivas, as mesmas foram utilizadas para a criacdo dos pulgdes e/ou condugdo
do experimento.

Colonias de M. persicae e L. pseudobrassicae foram mantidas em laboratério.
Para a criagdo dos pulgdes foram utilizados discos foliares de couve de 90 mm de
didmetro, posicionados em placas de Petri de 100 mm de didmetro contendo, solugdo
agar/agua 1%. As placas foram mantidas em cdmara climdtica (23+2°C, UR = 70+10%,
fotofase de 12 horas) e os discos foliares foram trocados a cada quatro dias.

Para a utilizagdo no experimento, foram mantidas criagdes de manutencdo de L.
pseudobrassicae em quatro grupos de pulgdes coletados em Uberlandia. Os dois
primeiros grupos foram formados por criacdes de manutencdo ja existentes no
laboratério (OLIVEIRA, 2016). Essas criagdes foram formadas por individuos de um
mesmo clone coletado na casa de vegetacdo do ICIAG (18°53°04.7” S e 48°15°36.6”
W) e selecionados como resistentes (C1R) e suscetiveis (C1S) ao parasitoide D. rapae
por Oliveira (2016). Um terceiro grupo foi formado por individuos resistentes de um
clone (C2R) coletado em plantas de canola na Fazenda Agua Limpa da UFU (ver item
4.2). O quarto grupo, por sua vez, foi formado por individuos de uma populagdo (P1)
coletados em uma lavoura comercial de couve (19°1°54” S e 48°11°26” W).

Para a criacdo de parasitoides, colonias de M. persicae, B. brassicae e L.
pseudobrassicae contendo pulgdes parasitados (mimias) por D. rapae, foram coletadas
em lavoura comercial de couve manteiga na zona urbana de Uberlandia — MG e na casa

de vegetacdo. As mumias foram individualizadas e mantidas em tubo eppendorf (2,0
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mL) no laboratério (23+2°C, UR = 70+10%, fotofase de 12 horas) até a emergéncia dos
adultos. Apds a emergéncia, os adultos foram alimentados com goticulas de mel
diluidas em agua (mel 50%). Os parasitoides foram mantidos em casais nos tubos e,
ap0s a observacdo do acasalamento, as fémeas foram utilizadas para a criacdo de
parasitoides e para a selecdo de pulgdes resistentes e suscetiveis a D. rapae. Para a
criagdo do parasitoide, foram utilizadas ninfas de 2° instar de M. persicae. Para a
obtencdo dessas ninfas, pulgdes adultos foram colocados em placas de Petri, contendo
um disco foliar de couve e retirados ap6s 24 horas, mantendo-se apenas as ninfas de 1°
instar. Apds mais 24 horas, as ninfas se encontravam no 2° instar e foram utilizadas na
multiplicacdo de D. rapae. Uma fémea de D. rapae acasalada e sem experiéncia prévia
de oviposicdo foi liberada em placa de Petri contendo 40 ninfas de 2° instar de M.
persicae e mantida por duas horas para oviposi¢do. Depois desse periodo, a fémea foi
retirada e as ninfas foram mantidas na placa em cdmara climética (22°C e 12 h de

fotofase) até a formagdo das mumias, em torno de dez a 15 dias.

4.2 Selecao do clone C2R de L. pseudobrassicae coletado em canola

Colonias de L. pseudobrassicae foram coletadas em plantas de canola na
Fazenda Capim Branco da UFU (18° 52’ 50,63” S e 48° 20° 32,07” W). Folhas
contendo pulgdes foram levadas para o laboratério e, entdo, dois individuos (clone C2 e
(C3) foram colocados cada um em duas placas de Petri, contendo disco foliar de couve
sobre solucdo 4gar/dgua 1%, para formar uma coldnia de cada clone por placa. Os
pulgdes se reproduzem por partenogénese telitoca, entdo cada coldnia proveniente de
um Unico individuo € formada por clones, individuos geneticamente idénticos
(BLACKMAN; EASTOP, 2000). Apés o crescimento populacional das colonias,
adultos de cada clone foram mantidos em placa de Petri separadas, contendo disco foliar
de couve sobre a solucdo 4gar/dgua a 1%, e retirados apOs 24 horas, mantendo-se
apenas as ninfas de 1° instar. Apés 72 horas, essas ninfas de L. pseudobrassicae se
encontravam no 4° instar e foram utilizadas para a obtencdo do clone de L.
pseudobrassicae coletado em canola resistente a D. rapae.

Para a obtengdo do clone resistente de canola, utilizou-se a mesma metodologia
de Ferreira (2013) e Oliveira (2016). Foram separadas 10 ninfas de 4° instar de um
mesmo clone de L. pseudobrassicae em placa de Petri com disco foliar de couve, onde

uma fémea, de até 48 horas de idade de D. rapae acasalada, sem experiéncia prévia de
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oviposicdo e proveniente da criacdo de manutencio foi liberada na placa e o parasitismo
foi observado sob microscépio estereoscopico. Cada fémea do parasitoide foi utilizada
para ovipositar de seis a 10 pulgdes até se obter 23 pulgdes parasitados por clone. Os
pulgdes parasitados foram individualizados em nova placa de Petri e mantidos em
camera climatica. Foram realizadas observagdes diarias, durante 10 dias e avaliados o
ndmero de pulgdes que atingiram a fase adulta e permaneceram vivos (resistentes) e 0s
que se transformaram em mumias (suscetiveis) (FERREIRA, 2013). Foram utilizadas
ninfas de 4° instar porque mesmo pulgdes suscetiveis parasitados por D. rapae nessa
fase de desenvolvimento atingem a fase adulta e se reproduzem antes de morrerem e
virarem mumias (FERREIRA, 2013).

Nenhum dos 23 individuos do clone C2 se transformou em mimia, sendo
considerados resistentes ao parasitoide. Ja para o C3, um individuo se transformou em
mumia e 22 foram considerados resistentes. Dessa forma, C2 foi escolhido para ser
utilizado no experimento.

Para a confirmacdo da resisténcia, vinte ninfas de 2° instar de C2 foram
submetidas a uma Unica oviposi¢cdo de D. rapae. Foram realizadas observacdes didrias,
durante 10 dias para verificar a formacdo de mumias. Como todos os 20 individuos
chegaram a fase adulta e ndo se transformaram em mumias, foi confirmado que o clone

C2 apresentou resisténcia a D. rapae sendo designado como C2R.

4.3 Determinacao da toxicidade aguda do inseticida acetamiprido e seu
efeito subletal na fecundidade de L. pseudobrassicae resistente e suscetivel a D.

rapae

Para avaliar a suscetibilidade ao inseticida acetamiprido de L. pseudobrassicae
resistentes e susceptiveis ao parasitoide D. rapae, foram realizados ensaios do tipo
dose-resposta para determinar a DLso. As doses administradas para cada pulgdo foram
determinadas em testes preliminares. A soluc¢do do inseticida foi preparada com base no
produto técnico e usando acetona como solvente. Foram utilizadas cinco concentra¢des
do inseticida acetamiprido (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 ng. i.a/pulgdo) € um tratamento
controle utilizando apenas acetona. Para aplicacdo, foi utilizada uma micro seringa
acoplada a um dispenser automatico, liberando um volume de 0,20uL sobre cada

pulgdo. Este volume foi baseado na massa corporal média de um pulgao adulto (0,4809
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mg), obtida a partir da avaliagdo da massa de 350 pulgdes adultos, pesados em 10
grupos de 35 individuos em balanga de precisdo com cinco casas decimais.

Para cada concentracdo do inseticida e cada grupo de pulgdes, foram utilizadas
trés repeticdes, cada uma formada por uma placa de Petri de 100 mm de didmetro,
contendo a solucio dgar/dgua 1% e um disco foliar de couve com 10 adultos de L.
pseudobrassicae de 24 horas de idade. Apés a aplicagdo tépica do inseticida, as placas
foram acondicionadas em camara climatica de 25+£2°C, UR: 70% e 12 h de fotofase. As
avaliagdes ocorreram 24, 48 e 72 horas ap0ds a aplicagcdo, determinando o nimero de
individuos mortos bem como o nimero de descendentes produzidos (nimero de ninfas)

ao final das 72 horas da aplicagdo.

4.3 Analises dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
as andlises foram realizadas com o software R (2016). Os dados foram submetidos aos
testes de Shapiro e Fligner para verificacdo dos pressupostos de normalidade dos erros e
homogeneidade das variincias, respectivamente. Dados de mortalidade foram
analisados utilizando-se o pacote DRC (RITZ; STREIBIG, 2005), utilizou-se o teste de
qui-quadrado e foram determinados os valores de toxicidade aguda (dose letal 50 -
DLsp) e o intervalo de confianca a 95% considerando-se a mortalidade 48 horas apds a
aplicacdo do produto, pois foram os dados que melhor se ajustaram as andlises. Os
valores da DLso foram expressos em nanograma de ingrediente ativo (ng.i.a.) por pulgdo
(ng.i.a./pulgdo) e em nanograma de ingrediente ativo por miligrama de pulgdo (ngia/mg
de pulgdo). Ja para a comparacdo da fecundidade dos adultos de L. pseudobrassicae
(ndmero de ninfas ao final de 72 horas), foi adotado o esquema fatorial 4 x 6 (grupos de
pulgdes x dilui¢des), com 3 repeti¢des. Os dados foram analisados por meio do Modelo
Linear Generalizado e se ajustaram a distribuicdo de "Poisson" com func¢do de ligacdo

lllogll .
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacao da toxicidade aguda do inseticida acetamiprido em L.

pseudobrassicae resistente e suscetivel a D. rapae

Na determinacdo da toxicidade aguda do inseticida acetamiprido, apés a
aplicagdo t6pica, pode-se verificar que nas concentracdes 0,01 e 0,1 ng.i.a./pulgio, a
maior mortalidade foi observada para o clone C1S e a populacdo P1 com valores de 16,
16 e 23 e 20 individuos mortos, respectivamente. Na concentragdo 1 ng.i.a./pulgdo do
produto acetamiprido apds 72 horas, observou-se a mortalidade de 28, 16 e 27
individuos nos clones C1R, C1S e populacdo P1, respectivamente. A mortalidade do
clone C2R foi menor do que dos outros grupos testados nas concentragdes de 0,01, 0,1 e
1 ng.i.a./pulgdo. Nas duas dltimas concentragdes avaliadas, 10 e 100 ng.i.a./pulgio, o
produto acetamiprido causou 100% de mortalidade, enquanto no tratamento controle
durante todas as avaliacdes ndo se verificou nenhuma mortalidade causada pela acetona
(Tabela 1).

O clone C2R foi o que apresentou maior valor de DLso (Tabela 2). A populagdo
P1, apresentou menor valor de DLsg, sendo, portanto, mais suscetivel ao inseticida
acetamiprido. Os individuos resistentes e suscetiveis do mesmo clone, respectivamente
C1R e C18, apresentaram os mesmos valores de DLsg, indicando que a resisténcia ao
parasitoide ndo alterou a resisténcia a acetamiprido em L. pseudobrassicae (Tabela 2).
Além disso, a DLsy dos dois clones resistentes testados foram diferentes. O clone C2R
apresentou DLsy; maior do que a apresentada pelo clone CIR, indicando que a
resisténcia ao inseticida acetamiprido estd relacionada ao clone e nfo a resisténcia ao

parasitoide (Tabela 2).
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Tabela 1. Mortalidade em quatro grupos de Lipaphis pseudobrassicae resistentes e
suscetiveis ao parasitoide Diaeretiella rapae, ap6s aplicagdo topica de cinco doses do
inseticida acetamiprido em nanogramas de ingrediente ativo por pulgdo (ng.i.a/pulgdo)

e no controle (acetona).

Mortalidade
Concentragdo Clones e Exposigdo (horas)!
(ng.i.a/pulgio) populacdo 24 48 72 Numero de
individuos mortos"
CIR 0 3 5 8
C1S 1 4 11 16
0,01 C2R 0 1 4 5
P1 12 1 3 16
CIR 3 3 2 8
0.1 C1S 3 7 13 23
’ C2R 1 2 1 4
P1 18 1 1 20
CIR 6 14 8 28
| C1S 6 15 5 26
C2R 5 8 3 16
P1 21 5 1 27
CIR 27 3 - 30
10 C1S 20 8 2 30
C2R 23 7 0 30
P1 30 - - 30
CIR 30 - - 30
C1S 30 - - 30
100 C2R 19 11 - 30
P1 30 - - 30
CIR 0 0 0 0
C1S 0 0 0 0
Controle CIR 0 0 0 0
P1 0 0 0 0

" Horas ap6s a exposicio ao produto; " Nimero total de insetos usados no ensaio (30
individuos); C1R: Clone um resistente; C1S: Clone um susceptivel; C2R: Clone dois
resistente; P1: Populacdo coletada em area comercial de couve. *massa corporal média
de um pulgdo: 0,4809 mg (n = 350).
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Tabela 2. Toxicidade aguda (DLsp — 48 horas) de acetamiprido em quatro grupos de

Lipaphis pseudobrassicae resistentes e suscetiveis ao parasitoide Diaeretiella rapae.

Clone DLso* IC95%°  DLs"  IC95%% e Gl'
CIR 006  0.01-010 012  0.02-021  12.924 10
C1S 006  0.03-0.10 0.12  0.06-021  15.194 13
C2R 014  0.07-020 029  0,14-041  12.294 10
Pl 0.0l  0.00-0.02 002  000-0.04 82731 10

*DLso em nanograma de ingrediente ativo por pulgdo (ng i.a./pulgdo); ° Intervalo de
confianca de 95% em ng i.a./ pulgdo; © DLsy em nanograma de ingrediente ativo por
miligrama de pulgdo (ngia.mg™ de pulgdo); ¢ Intervalo de confianca de 95% em
ngia.mg” de pulgdo; ¢ Qui-quadrado do modelo; " Graus de liberdade; *massa corporal
média d e um pulgio: 0,4809 mg (n = 350); C1R: Clone um resistente; C1S: Clone um
susceptivel; C2R: Clone dois resistente; P1: Populacio coletada em 4rea comercial de

couve.

5.2 Efeito subletal do inseticida acetamiprido na fecundidade de L.

pseudobrassicae resistente e suscetivel a D. rapae

Houve diferenca no nimero de ninfas produzidos por cada clone ao final das 72
horas apés a aplicagdo do inseticida acetamiprido (W= 1,057¢™). Quando comparado
com o controle, a producdo de ninfas 72 horas apés a aplicacdo do inseticida nio foi,
praticamente, alterada para todos os grupos de pulgdes nas doses de 0,01 e 0,1
ng.i.a./pulgdo (Figura 1). Houve reducdo na producgdo de ninfas a partir da dose de 1 ng
ia/pulgio para todos os grupos de pulgdes. Na dose 10 ng.i.a./pulgdo CIR, CI1S e P1
cessaram a reproducdo e nenhum grupo de pulgdo produziu ninfas na maior dose
testada, 100 ng.i.a./pulgdo. O clone C2R foi o que apresentou a maior fecundidade,
tanto na testemunha como nas doses de 0,01, 0,1, 1 e 10 ng.i.a./pulgdo (P = 2,2e’16). @)
clone CIR e C1S e a populagdo P1 ndo diferiram entre si no controle e nas doses de
0,01, 1 e 10 ng.i.a./pulgdo. Ja na dose de 0,1 ng.i.a./pulgdo, C1S produziu maior nimero

de ninfas que CIR e P1. A maior reproducdo do clone C2R em todas as doses de
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acetamiprido em que ocorreu producdo de ninfas indica que € uma caracteristica do
clone e que ndo estd relacionada a resisténcia ao parasitoide ou a um menor efeito
subletal do inseticida nesse clone (Figura 1). De maneira geral, nota-se que a redugdo da
producdo de ninfas estqd relacionada ao aumento da mortalidade dos pulgdes,

principalmente, 24 e 48 horas ap6s a aplicacio de acetamiprido (Tabela 1, Figura 1).
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Figura 1. Ndmero de ninfas produzidas por quatro grupos de Lipaphis pseudobrassicae

ao final das 72 horas ap6s a aplicacdo de cinco doses do inseticida acetamiprido em

nanograma de ingrediente ativo por pulgdo (ng.i.a./pulgdo) e no controle (acetona).
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6. DISCUSSAO

Poucas pesquisas foram realizadas com relacdo a valores de DLso de inseticidas
para pulgdes, sendo os estudos mais comuns foram realizados com extratos de plantas e
O0leos essenciais. Também sdo encontrados estudos utilizando valores de ClLsg
(concentracdo letal mediana), provavelmente em funcio da maior dificuldade em
realizar aplicagdo topica em pulgdes para o cdlculo da DLsg, principalmente devido ao
tamanho reduzido desses insetos (BREDA et al., 2011; KONNO, 2005; SILVA et al.,
2009). Dessa forma, a auséncia de informagdes demonstra a importancia desse estudo
para o conhecimento de valores de DLs, para pulgdes, o que pode melhorar o manejo da
resisténcia e o seu controle quimico.

Comparando a DLsg de L. pseudobrassicae com outros insetos de maior tamanho
corporal, fica evidente que o tamanho reduzido do pulgdo faz com que a DLsy de
acetamiprido, a qual variou de 0,01 a 0,14 ng.i.a./afideo, seja considerada baixa. Por
exemplo, estudos realizados com a aplicacdo tépica de imidacloprido, um outro
neonicotinoide, em abelhas da espécie Scaptotrigona postica (Latreille), apresentaram
valores de DLsy de 25,20 ng.imidacloprido/abelha em 24 horas ap6s a aplicagdo
(SOARES, 2012), e de 49 a 102 ng/abelha para a espécie Apis melifera (Linnaeus)
(NAUEN et al., 2001; SCHUMUCK et al., 2003). Por outro lado, a DLsy quando
calculada pelo peso corpéreo do inseto (ug de ingrediente ativo por mg de inseto) exclui
o efeito do tamanho. Ainda assim, a DLs, de acetamiprido pode ser considerada baixa
para L. pseudobrassicae, evidenciando o grande efeito de acetamiprido na mortalidade
dessa espécie de pulgdo. Por exemplo, o valor de DLs, do dleo essencial de Tanaecium
nocturnum para Sitophilus zeamais Mots foi de 14,7 ug.mg” (FAZOLIN et al., 2007),
enquanto que a DLso de acetamiprido para L. pseudobrassicae no presente estudo variou
de 0,02 2 0,29 ng.mg™" de pulgdo. O efeito téxico dos neonicotinoides na mortalidade de
pulgdes € reconhecidamente maior do que de inseticidas de outros grupos quimicos.
Segundo Konno et al. (2005), em Aphis gossypii Glover, a concentracdo letal de
imidacloprido foi duas vezes menor do que a do carbosulfam, do grupo quimico dos
carbamatos, ¢ mais de 50 vezes menor do que a do endosulfam, do grupo quimico dos
ciclodienoclorados.

Nao foi observada relacdo entre a resisténcia de L. pseudobrassicae ao

parasitoide D. rapae e a resisténcia ao inseticida acetamiprido, seja pelo efeito letal,
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avaliando-se a DLsy, ou subletal, pela avaliacdo da fecundidade de L. pseudobrassicae.
Pulgdes resistentes aos parasitoides tém a Obvia vantagem adaptativa da resisténcia
quando na presenca de parasitoides (OLIVEIRA et al., 2013a), no entanto, na auséncia
do parasitoide pode haver vantagem (CAYETANO et al., 2014; OLIVEIRA, 2016) ou
custo adaptativo (VORBURGER et al., 2013) de ser resistente ao parasitoide. Por
exemplo, o pulgdo Aphis fabae Theobald infectado com Hamiltonella defensa,
apresentou resisténcia ao parasitoide e teve expectativa de vida e reproducdo mais altas
quando comparados com individuos que ndo apresentaram resisténcia (CAYETANO et
al., 2014). Ja Vorburger et al. (2013), relataram que Aphis fabae Theobald resistente ao
parasitoide por estar infectado por Hamiltonella defensa, apresentou reducio de 50% na
sua fecundidade total e menor longevidade em relacdo aos clones suscetiveis na
auséncia do parasitoide. No entanto, no presente estudo, ndo foi observada vantagem ou
desvantagem adaptativa para os pulgdes resistentes a D. rapae em relacdo a resisténcia
a0 inseticida.

Além disso, quando avaliada a formacio de ninfas na testemunha, sem aplicacdao
de inseticida, percebe-se que o clone resistente ao parasitoide C2R foi o que apresentou
a maior fecundidade. No entanto, isso ndo € um efeito da resisténcia ao parasitoide, mas
sim do proprio clone, ja que os individuos resistentes e suscetiveis de um mesmo clone
apresentaram a mesma fecundidade. Além disso, a fecundidade do clone suscetivel C1S
foi semelhante a fecundidade da populagdo P1, o que corrobora nossa afirmagdo de que
ndo € possivel justificar a fecundidade de C2R por causa de sua resisténcia.

Outro aspecto adaptativo a ser verificado € quanto a resisténcia ao inseticida.
Insetos com maior DLsp sdo mais resistentes aos inseticidas e tendem a ter custos
adaptativos ligados a essa resisténcia. No presente estudo, o clone resistente ao
parasitoide C2R, apresentou maior resisténcia ao inseticida (DLsy 0,29 pg i.a./mg
pulgdo) e também maior producio de ninfas do que os outros clones, ndo apresentando
custo adaptativo quando avaliada a fecundidade. Segundo Crow (1957), a desvantagem
adaptativa aparece na auséncia da pressdo de sele¢do, em que a pressdo de selecdo pode
ser, por exemplo, a presenca de inimigos naturais, temperaturas acima ou abaixo da
ideal para desenvolvimento do inseto e aplicacdes de inseticidas. Além disso, nesta
pesquisa, a maior reproducdo de C2R foi verificada na auséncia (controle) € na presenca
da pressdao de selecdo (tratamentos com inseticida), indicando que se trata de uma
caracterfstica vantajosa do clone que, por ter apresentado menor mortalidade, teve maior

aumento populacional mesmo sobre o efeito do inseticida acetamiprido. Beaty e
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Marquardt (1996) afirmam que individuos com mutacdes vantajosas possuem maior
probabilidade de sobrevivéncia a tratamentos com inseticidas € contribuem com uma
prole maior que os individuos suscetiveis, resultando no aumento da frequéncia de
genes que conferem resisténcia para as proximas geragdes, o que justifica o resultado
apresentado neste trabalho.

Porém, trabalhos sobre o custo adaptativo associado a resisténcia t€m se
mostrado bastante distintos. Hollingsworth et al. (1997) observaram que uma linhagem
de A. gossypii, resistente ao inseticida metomil, apresentou maior fecundidade em
relacdo a suscetivel devido ao processo de co-adaptacdo. Eegers-Schumacher (1983)
relatou que a linhagem de M. persicae resistente apresentou vantagens reprodutivas com
relacdo a linhagem suscetivel, na auséncia de pressio de sele¢do. Por outro lado, Konno
et al. (2006) observaram que a linhagem de A. gossypii resistente ao inseticida
carbosulfam apresentou desvantagem reprodutiva em relagdo a suscetivel na auséncia de
pressdo de selecdo, assim como Stone et al. (2000), que relataram que linhagens de
Schizaphis graminum Rondani resistentes a cinco inseticidas organofosforados,
apresentaram desvantagens reprodutivas em relacio as suscetiveis.

O custo adaptativo pode estar relacionado também a outras caracteristicas, além
das relacionadas a reproduc¢do dos pulgdes, como a mobilidade e resposta a feromonios
de alarme. Foster et al. (2010) observaram que M. persicae resistentes a inseticidas
apresentaram menor mobilidade para fugir do ataque de D. rapae quando comparados
aos suscetiveis, apresentando maior taxa de mumificacdo. Contudo, no presente
trabalho, ndo foram considerados aspectos comportamentais na avaliacdo da resisténcia
a acetamiprido.

O parasitoide D. rapae é o inimigo natural mais importante para o controle de
pulgdes em brissicas (PIKE et al., 1999; CIVIDANES, 2002; STARY et al., 2007). A
presenca da maioria de individuos resistentes na populacdo de L. pseudobrassicae de
Uberlandia faz com que o controle biol6gico com esse parasitoide nio seja uma
ferramenta eficaz para o controle dessa espécie de pulgdo (HUBAIDE, 2011;
FERREIRA, 2013; OLIVEIRA, 2016). Por ndo haver relacdo entre a resisténcia ao
parasitoide e a resisténcia ao inseticida acetamiprido, o controle quimico com
neonicotinoides se apresenta como uma opg¢ao para o controle de L. pseudobrassicae em

brassicas.
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7. CONCLUSOES

As diferencas nos valores da DLsp e do efeito subletal na fecundidade de L.
pseudobrassicae estdo relacionadas aos gendétipos € ndo a resisténcia desse
pulgdo ao parasitoide D. rapae.

A resisténcia do pulgdo L. pseudobrassicae ao inseticida acetamiprido nio esti
associada a resisténcia que ele tem ao parasitoide D. rapae. Dessa forma, o
controle quimico com acetamiprido € uma alternativa para o manejo integrado

de L. pseudobrassicae resistente ao parasitoide D. rapae na regido de

Uberlandia-MG.
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