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RESUMO

QUEIROZ, M. C. V. MECANISMOS DE RESISTENCIA DE Phytoseiulus macropilis (BANKS)
(ACARI: PHYTOSEIIDAE) A PIRETROIDES E SENSIBILIDADE DO ACARO PREDADOR A
PRODUTOS QUIMICOS USADOS PARA O CONTROLE DE ACARO-RAJADO, Tetranychus
urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE) NO BRASIL. Campinas. 2014. Dissertacao
Mestrado em Sanidade Animal, Vegetal e Seguranga Alimentar no Agronegdcio — Instituto
Bioldgico.

O emprego de acaros predadores no manejo de acaros fitbfagos em sistemas de produgao
comercial de plantas ornamentais e hortalicas pode ser prejudicado pelo uso de produtos
quimicos para o controle de pragas e doengas. O uso de linhagens de acaros predadores
resistentes a produtos de largo espectro pode favorecer a conservagdo desses inimigos
naturais. O presente trabalho teve por objetivo estudar os mecanismos de resisténcia de
acaros fitoseideos a piretrdides bem como a sensibilidade a outros inseticidas e/ou
acaricidas. Foram testados os seguintes produtos: acefato (Orthene® 750 BR), bifentrina
(Talstar® 100 EC), deltametrina (Decis® 25 EC), fenpropatrina (Danimen® 300 EC),
abamectina (Vertimec® 18 EC), milbemectina (Milbeknok® 50 EC), etoxazol (Borneo® 110
SC), diafentiuron (Polo® 500 SC), propargito (Acarit® 720 EC), clorfenapir (Pirate® 240 SC),
fenpiroximato (Ortus® 50 SC), espiromesifeno (Oberon® 240 SC). Foi feito um estudo
comparativo entre duas linhagens do acaro-rajado Tetranychus urticae Koch e do predador
Phytoseiulus macropilis (Banks), uma suscetivel (S) e outra resistente (R) ao inseticida/
acaricida fenpropatrina (piretroide) e as razbes de resisténcia foram determinadas. A
estabilidade da resisténcia a fenpropatrina em P. macropilis foi estudada partindo-se de uma
populagao inicial com 75% de acaros resistentes. Foram feitas avaliagbes mensais da
frequéncia de resisténcia a fenpropatrina por 12 meses. Foram realizados bioensaios com
os sinergistas DEM (dietil-maleato), inibidor de glutationa S-transferases (STG), DEF (S,S,S-
tributilfosforotritioato), inibidor de esterases e STG e PBO (butdxido piperonilico), inibidor de
monooxigenases dependentes do citocromo P-450. A linhagem R apresentou elevada
tolerancia a bifentrina, deltametrina e fenpropatrina, porém, se mostrou suscetivel a acefato,
abamectina, milbemectina, etoxazol, diafentiuron, propargito, clorfenapir e fenpiroximato.
Espiromesifeno ndo causou mortalidade em ovos. Os resultados mostram que a resisténcia
na linhagem R estudada de P. macropilis se limita ao grupo dos piretréides, tendo pouca
influéncia sobre os outros grupos quimicos. A resisténcia a fenpropatrina mostrou-se
instavel na auséncia de pressao de selecdao, com reducido na frequéncia de resisténcia de
75,0% para 29,4% em 12 meses. O sinergista DEM nao mostrou efeito significativo sobre a
populagao resistente. O maior efeito sinergistico foi observado para DEF sobre a populagéo
resistente do acaro, com uma razdo de sinergismo de 5,87. O sinergista PBO também
demonstrou efeito significativo no decréscimo da CLso de fenpropatrina na populagdo R,
porém, com influéncia menor que a observada para DEF. Os testes com sinergistas
indicaram que esterases estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia de P. macropilis a
fenpropatrina.

Palavras-chave: Manejo integrado de pragas; Controle bioldgico; Resisténcia a agrotoxicos.



ABSTRACT

QUEIROZ, M. C. V. RESISTANCE MECHANISMS OF THE Phytoseiulus macropilis
(BANKS) (Acari: PHYTOSEIIDAE) TO PYRETHROIDS AND SUSCEPTIBILITY OF THE
PREDACEOUS MITE TO CHEMICALS USED FOR TWOSPOTTED SPIDER MITE,
Tetranychus urticae KOCH (ACARIl: TETRANYCHIDAE) IN BRAZIL. Campinas. 2014.
Dissertation (Master of Animal Health, Plant and Food Security in Agribusiness - Biological
Institute.

The use of predaceous mites for the purpose of phytophagous mites management in
commercial production systems of ornamental plants and vegetable can be affected by the
use of pesticides for pests and diseases control. The utilization of a strain of predaceous
mites that are resistant to broad-spectrum products can favor the conservation of these
natural enemies. The present work aimed to study the mechanisms of resistance of the
phytoseiid mite as well as susceptibility to other insecticides and / or acaricides. The
following products were tested: acephate (Orthene® 750 BR), bifenthrin (Talstar® 100 EC),
deltamethrin (Decis® 25 EC), fenpropathrin (Danimen® 300 EC), abamectin (Vertimec® 18
EC), milbemectin (Milbeknok ® 50 CE), etoxazol (Borneo ® 110 SC), diafenthiuron (Polo ®
500 SC), propargite (Acarit ® 720 EC), chlorfenapyr (Pirate ® 240 SC), fenpyroximate (Ortus
® 50 SC), spiromesifen (Oberon ® 240 SC). A study was conducted comparing two strains of
the spider mite Tetranychus urticae Koch and the predaceous mite Phytoseiulus macropilis
(Banks), one suceptible (S) and one resistant (R) to the fenpropathrin (pyrethroid)
insecticide/acaricide, and resistance ratios was done were determined. The stability of the
fenpropathrin resistance was studied in P. macropilis starting with an initial population of 75%
of resistant mites. Monthly assessments of frequency of the fenpropathrin resistance were
made for 12 months. Bioassays were conducted with the synergists: DEM (diethyl maleate),
inhibitor of glutatiom S-transferases (STG), DEF (S,S,S-tributylphosphorotrithioate), esterase
inhibitor and STG and PBO (piperonyl butoxide), inhibitor of cytochrome P450-dependent
monooxygenases. The R strain demonstrated resistance to bifenthrin, deltamethrin and
fenpropathrin. Susceptibility to acephate, abamectin, milbemectin, etoxazol, diafenthiuron,
propargite, chlorfenapyr and fenpyroximate were observed. Spiromesifen caused no
mortality in eggs.The results showed that the resistance in the R strain of P. macropilis was
limited to the group of pyrethroids, with little influence on other chemical groups. Results
indicate that the resistance to fenpropathrin is unstable in the absence of selection pressure,
with a reduction in the frequency of resistance of 75.0% to 29.4% in 12 months. The DEM
synergist presented no significant effect in the R strain. The biggest synergistic effect was
observed for DEF on the R mite strain, with a synergistic ratio of 5.87. The synergist PBO
also demonstrated significant effect decreasing LCso fenpropathrin in the R strain, although
with smaller influence than the observed for DEF. The tests indicate that esterases are
involved in the P. macropilis fenpropathrin resistance mechanism.

Keywords : Integrated pest management; biological control; resistance to pesticides
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1.INTRODUGAO

Tetranychus urticae Koch é um artrépode herbivoro, polifago e cosmopolita,
alimentando-se de mais de 1.100 espécies de plantas pertencentes a mais de 140 familias
diferentes (ZHANG, 2003; GRBIC et al., 2011), incluindo espécies conhecidas pela producéo
de compostos toxicos. Afeta culturas anuais e perenes, tomate, morangos, milho, soja,
maca, uva e frutas citricas (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

No caso de morangueiro (Fragaria sp), altas populacbes de acaro-rajado tendem a
ocorrer durante o periodo de frutificagdo da cultura e o controle quimico é dificultado pelo
fato das colheitas de morango serem realizadas 2 vezes por semana e os frutos serem
consumidos in natura (VERONEZ, 2011).

O controle quimico muitas vezes leva a evolugdo para um quadro de ampla
resisténcia cruzada ou multipla dentro e entre as classes de pesticidas, resultando em
resisténcia a novos pesticidas em curto periodo de tempo (2 a 4 anos). T. urticae é
conhecido pela grande quantidade de casos relatados de resisténcia a pesticidas. Muitos
aspectos da biologia do acaro, incluindo rapido desenvolvimento, alta fecundidade e
determinacdo haplodipléide do sexo, parecem facilitar a rapida evolucdo da resisténcia a
pesticidas. Controle de acaros multirresistentes tornou-se cada vez mais dificil e as bases
genéticas de tal resisténcia permanecem pouco entendidas (KHAJEHALI et al., 2011;
GRBIC et al., 2011).

Os acaros predadores sao frequentemente considerados inimigos naturais efetivos
de acaros-praga. O controle de acaros fitéfagos, especialmente em cultivos protegidos, com
0 uso desses predadores tem sido realizado com sucesso em diferentes paises,
especialmente na Europa (OSBORNE et al., 1985).

No Brasil, esforcos tém sido feitos para promover o uso de programas de controle
biolégico para cultivos protegidos. Atualmente, o acaro predador Neoseiulus californicus
(McGregor) € usado em pequena escala para controlar o acaro T. urticae em morango,
margarida, rosa, gérbera e crisdntemo, bem como em péssego e pomares de maca
(BUENO; POLETTI, 2009).

O género Phytoseiulus, da familia Phytoseiidae, contém nove espécies, sendo quatro
de importdncia para a agricultura — Phytoseiulus fragariae (Denmark e Schicha),
Phytoseiulus longipes (Evans), Phytoseiulus macropilis (Banks), e Phytoseiulus persimilis
(Athias-Henriot) — que ocorrem de forma natural principalmente nas regides tropicais e
subtropicais (MORAES et al., 2004). Segundo McMurtry e Croft (1997), as espécies deste
género sao predadoras especificas de espécies de Tetranychus. Desde a década de 1960,
esses predadores tém atraido consideravel atencdo como agentes de controle biolégico de
tetraniquideos em todo o mundo (TAKAHASHI; CHANT, 1992). Dentre as espécies deste



género, destaca-se P. persimilis para o controle de tetraniquideos em cultivos protegidos e
de campo (KOSTIAINEN; HOY, 1996).

O acaro P. macropilis também tem sido estudado para o controle de T. urticae. No
Brasil, esse acaro predador foi encontrado em associagdo com o acaro-rajado (7. urticae)
em cultivos de morango em Minas Gerais (FADINI et al., 2004) e em roseiras no municipio
de Holambra, Sao Paulo (MORAES, 1991). Sua presenga também foi relatada em outras
localidades como nos Estados do Espirito Santo e Bahia na cultura do mamao (MONTEIRO,
2003), no municipio de Lavras, Minas Gerais em folhas de laranjeira ‘Valéncia’ (REIS et al.,
2000), nos municipios de Jeriquara e Garca no Estado de Sao Paulo em Coffea arabica L.
cv. Mundo Novo, (MINEIRO et al., 2006) e no Rio Grande do Sul em soja (ROGGIA et al.,
2009).

Uma caracteristica importante de P. macropilis € que esse predador € bem adaptado
a climas quentes, podendo ser utilizado tanto em cultivos abertos como em estufas onde a
temperatura pode exceder facilmente 30°C especialmente no verdo (OLIVEIRA et al., 2007).

O emprego de acaros predadores em sistemas de produgao comercial de plantas
ornamentais e hortalicas €& prejudicado pela adogado intermitente do controle quimico
empregado para acaros, insetos e doencgas, pois, geralmente, esses predadores sdo mais
suscetiveis aos agrotéxicos do que suas presas (ROCK, 1979; CROFT, 1990). Para
minimizar o efeito do controle quimico sobre o bioldgico e proporcionar um equilibrio
ecoldégico entre as pragas e seus inimigos naturais, a integracdo dessas estratégias de
controle pode resultar em uma forma de manejo racional de pragas (KOGAN, 1998;
NORRIS; CASWELL-CHEN; KOGAN, 2003). O emprego de linhagens de acaros fitoseideos
resistentes a produtos de largo espectro de acdo é uma estratégia favoravel a conservacao
desses inimigos naturais em programas de manejo de acaros-praga.

O monitoramento da frequéncia de resisténcia & considerado uma importante
ferramenta para avaliar o estabelecimento de linhagens de fitoseideos selecionados em
laboratério e introduzidas em condigdes em campo. Para isso, a técnica mais empregada
tem-se baseado na realizagdo de bioensaios toxicolégicos para as estimativas da Clso e
intensidade de resisténcia (CLso da populagdao em estudo / CLso da linhagem suscetivel de
referéncia). Um fator que é importante e deve estar associado ao monitoramento apés a
liberac&do de inimigos naturais em campo é a possibilidade de ocorrer diluicdo da resisténcia
na linhagem selecionada devido ao fluxo génico com populagbes nativas, suscetiveis,
presentes em campo por ocasido da liberagdo (POLETTI; OMOTO, 2003).

O monitoramento de insetos resistentes a inseticidas tem sido feito, tradicionalmente,
através de comparagdes de DLso, DLgo, ou da inclinagdo das retas de respostas a doses de
inseticidas, entre populacbes de campo e populagdes suscetiveis de referéncia em
laboratério. Embora adequados para a deteccao da resisténcia em altas freqiéncias, estes
métodos sdo insensiveis a pequenas mudangas na freqléncia da resisténcia. Testes
diagndsticos sao mais eficientes para detectar freqiéncias mais baixas (em torno de 10%)



de resisténcia, porque todos os individuos sao testados em dose apropriada. Alem disso,
menos insetos sdo requeridos para os ensaios pois hao se aplicam doses ou concentragdes
menores, nas quais a porcentagem de mortalidade nao ¢ informativa (FFRENCH-
CONSTANT, ROUSH, 1990, ROUSH; MILLER, 1986).

O termo dose discriminante é usado quando se sabe que a dose causa diferentes
respostas entre o gendtipo da espécie estudada; ja o termo dose diagndstica € menos
rigoroso e é utilizado quando se quer monitorar a resisténcia, sendo, porém menos preciso
que o primeiro (HALLIDAY; BURNHAM, 1990).

O metabolismo ou detoxificagao &, provavelmente, o mecanismo mais estudado de
resisténcia de insetos a inseticidas. Este mecanismo permite ao inseto modificar ou
detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no seu sitio alvo
(FUKUTO; MALLIPUDI, 1983).

A interacao entre mecanismos de detoxificagdo metabdlica e espécies de artropodes
resistentes a pesticidas pode ser constatada pelo uso de sinergistas (WILKINSON, 1983;
HINKS; SPURR, 1991; SATO et al., 2001), os quais representam uma importante ferramenta
de laboratério (RAFFA; PRIESTER, 1985).

O presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de comparar duas linhagens do
acaro predador P. macropilis, uma suscetivel e outra resistente ao inseticida/acaricida
fenpropatrina (Danimen 300 EC), do grupo dos piretréides. O objetivo geral é aprofundar os
conhecimentos sobre os mecanismos de resisténcia de acaros da familia Phytoseiidae
nesse grupo quimico (piretréides), chegando até possiveis genes envolvidos no processo e
suas formas de regulagido, o que podera ser usado futuramente para desenvolvimento de
inimigo naturais geneticamente modificados para resisténcia a pesticidas.

Tem-se por objetivos especificos: estudar as vias metabdlicas envolvidas no
processo de detoxificagcdo da fenpropatrina em populacdes resistentes do acaro predador P.
macropilis; verificar a possivel existéncia de resisténcia cruzada envolvendo outros
pesticidas e estimar a estabilidade dessa resisténcia na populagao.

A tendéncia de desenvolvimento de novos paradigmas na producdo de alimentos,
priorizando a seguranga alimentar e ambiental, tem levado a mudangas no comportamento
de consumo (FLORES-CANTILLANO; MADAIL; MATTOS, 2001). A producao de alimentos
livres de agrotoxicos tem crescido no Brasil, principalmente devido as vantagens
econbmicas associadas as vendas dos mesmos.

Estes estudos visam buscar subsidios concretos para levar ao produtor uma opg¢ao
rentavel dentro do manejo integrado de pragas, com redu¢ao no uso de produtos quimicos.

2. REVISAO DE LITERATURA



2.1. O acaro-rajado T. urticae

O desenvolvimento dos acaros fitéfagos esta relacionado com a nutrigdo das plantas
e as perturbacdes fisioldgicas destas, originadas pelo estresse hidrico e nutricional, e pela
acao de produtos quimicos (MONTEIRO; FAUVEL, 1996). Sabe-se também, que fatores
climaticos como baixos niveis de umidade do ar, que frequentemente estao relacionados a
menores niveis de precipitagédo, favorecem os tetraniquideos (VIEIRA et al., 2004).

Os individuos de T. urticae vivem em colOnias e depois da infestacdo da planta, o
acaro-rajado tecem uma teia de seda na face inferior das folhas (Figura 1), sobre a qual
caminham e depositam seus ovos ou ainda, depositam diretamente nas folhas (Figura 2). A
teia tem diversas fungées como: protecdo contra chuva e predadores, facilita o encontro da
fémea pelo macho e ajuda na dispersao dos acaros. Cada fémea oviposita em média 40 a
70 ovos/ciclo, com ciclo de vida variando de 10 a 15 dias (ovo, larva, protoninfa, deutoninfa,
adulto) (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Fatores climaticos podem apresentar efeito sobre o desenvolvimento de
tetraniquideos. Bonfour e Tanigoshi (2001) observaram que o aumento da populagéo de T.
urticae foi favorecido com o aumento da temperatura, sendo que, a 30°C houve maior
fecundidade e menor tempo de desenvolvimento de imaturos desta espécie, sobre folhas de
framboesa, em condi¢cbes de laboratorio. Temperaturas acima de 27°C podem influenciar a
reproducdo de T. urticae em morangueiro, levando a um aumento de até 3 vezes no numero
de ovos e formas jovens (WHITE; LIBURD, 2005). Outros fatores podem influenciar a sua
multiplicacao, relacionados a interespecificidade da praga com hospedeiros e inimigos
naturais.

A fecundidade de fémeas de T. urticae também pode ser alterada pela agao de
alguns inseticidas. James e Price (2002) observaram que fémeas deste acaro, quando
expostas a imidacloprid, produzem de 30 a 70 ovos a mais, durante seu tempo de vida (11,5
ovos/dia), representando um aumento de 20 a 50% no total de ovos depositados. As injurias
causadas pelo acaro-rajado sdo consequéncia da alimentagdo do mesmo, que rompe com
suas queliceras as células da epiderme inferior das folhas. As folhas atacadas adquirem
manchas difusas de coloragao avermelhada no inicio e, posteriormente, secam e caem
(FADINI; ALVARENGA, 1999), e em infestagbes severas ocorre redugdo quali-quantitativa
dos frutos. Em relacéo a cultura do morangueiro, quando néo controlado corretamente, pode
reduzir a produgdo em até 80%, na fase maxima de desenvolvimento da populagédo
(CHIAVEGATO; MISCHAN, 1981).



Figura 1. Formas morfolégicas do acaro-rajado T. urticae em folha de
feijdo-de-porco (C. ensiformis) (Foto: M.C.V.Queiroz).

Figura 2. Criagdo de acaro-rajado (7. urticae) em folha de feijao-de-porco (C. ensiformis): a) injuria
causada pelos acaros; b) detalhe da teia com os acaros (Fotos: M.C.V.Queiroz).



A dispersao desta espécie pode ocorrer por meio de 6rgaos vegetais transportados
pelo homem, sendo uma importante forma de dispersao entre regides distantes. Quando os
tetraniquideos adultos desta familia alcancam alta densidade populacional, mostram
tendéncia de deslocar-se das folhas muito danificadas para outras folhas menos atacadas
da planta onde se encontram ou de outras plantas (MORAES; FLECHTMANN, 2008).
Segundo Yaninek (1988), os tetraniquideos geralmente conseguem se dispersar apenas
alguns metros caminhando de planta a planta em uma geragéao.

A dispersdo mais frequente de tetraniquideos da-se pelo vento, onde fémeas
(fecundadas ou n&o) procuram a periferia da planta hospedeira, apoiam-se sobre as pernas
do terceiro e quarto pares e, levantando a parte anterior do corpo e as pernas do primeiro e
segundo pares, e deixam-se levar pelo vento (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Em cultivo de plantas ornamentais a principal espécie de acaro-praga € o acaro-
rajado, que em altas infestagdes, pode cobrir o topo das plantas com fios de seda (Figura 3),
causando danos severos em diversas variedades de crisdntemo, rosa e gipsofila, ocorrendo
nestas culturas praticamente durante todo o ano, especialmente nas estagées mais quentes
e secas (TAMAI; LOPES; ALVES, 2000).

Em relagéo a cultura do morangueiro, no estado da Flérida (E.U.A.), a perda anual
estimada na producéo é da ordem de 10 a 20 milhdes de ddlares devido aos efeitos do
acaro-rajado, mesmo com a adog¢ao de praticas culturais convencionais e uso de acaricidas
(GIMENEZ-FERRER et al.,1994), e em Washington, (E.U.A.), constitui a espécie mais
abundante nos pomares de péra e maga (BEERS; ANDERSEN; BROWN, 1997).

Outro grande problema associado ao controle do acaro-rajado é seu elevado
potencial reprodutivo e seu curto ciclo de vida, que favorecem a rapida selecdo de
populagdes resistentes a acaricidas apods algumas aplicagées (STUMPF; NAUEN, 2001).

2.2. O predador P. macropilis

As principais familias de acaros que contém espécies de predadores sdo Anystidae,
Bdellidae, Cheyletidae, Cunaxidae, Laelapidae, Phytoseiidae e Stigmaeidae (MORAES,
2002). Dentre essas, destaca-se Phytoseiidae. Em todo o mundo, sdo conhecidas mais de
2250 espécies pertencentes a essa familia, das quais aproximadamente 140 foram
relatadas no Brasil (MORAES et al., 2004).



Figura 3. Injuria causada pelo acaro-rajado (T. urticae) em roseira (Rosa spp) (Foto: M.C.V.Queiroz).

A partir do final da década de 1950, os acaros fitoseideos passaram a ser
extensivamente reconhecidos como eficientes predadores de acaros fitofagos (MCMURTRY;
HUFFAKER; VAN DE VRIE, 1970; GERSON; SMILEY; OCHOA, 2003).

O acaro predador, P. macropilis, tem sido encontrado, frequentemente, nos estudos
sobre a diversidade de acaros no Brasil (REIS et al., 2000; VASCONCELQOS et al., 2006).

Em pepino e morangueiro observou-se a sua predagao sobre T. urticae (WATANABE et al.,

1994; FERLA et al., 2007); também apresenta potencial para ser usado no controle bioldgico
desta praga em algodoeiro (ESTEVES FILHO et al.,, 2010). Baseando-se no habito
alimentar, McMurtry e Croft (1997) classificaram os acaros Phytoseiidae em quatro tipos,
sendo o género Phytoseiulis enquadrado no Tipo I, que é especializado na predagédo de
acaros do género Tefranychus. Predadores especialistas se alimentam da praga-alvo,
reduzindo rapidamente a populagdo (Hoy, 2011). Este predador é capaz de suprimir a
populagao de T. urticae em 20 dias na proporgao de 1/100 (1 predador: 100 fitéfagos), em
morangueiro (OLIVEIRA et al., 2009). De acordo com Ferla et al. (2011), a quantidade de
ovos produzidos por fémea do P. macropilis é diretamente proporcional ao niumero de T.
urticae consumidos.



P. macropilis também tem sido estudado para o controle de T. urticae. Esse predador,
descrito originalmente da Flérida por Banks em 1904, também foi relatado em paises do
continente americano e ilhas do Caribe e outras regides tropicais (MORAES et al., 2004).
Sua biologia foi inicialmente estudada por Smith e Summers (1949). Depois disso, diversos
autores estudaram a possibilidade do uso desse predador no controle biolégico de acaros
tetraniquideos (PRASAD, 1967; SHIH et al., 1979; WATANABE et al., 1994). Varios estudos
foram realizados com esse predador, que demonstrou grande potencial de controle do
acaro-rajado. Garcia e Chiavegato (1997) verificaram grande eficiéncia desse predador
quando avaliaram a resposta funcional e reprodutiva a diferentes densidades de ovos de T.
urticae em folhas de morango. Ali (1998) verificou em seus estudos de tabela de vida de
fertilidade em Morus alba L. que P. macropilis pode ser considerado um candidato promissor
para o controle biologico de T. urticae. Oliveira et al. (2007) demonstraram resultados
satisfatérios para o controle de T. urticae em morangueiro.

P. macropilis aparece naturalmente em plantagdes onde ndo se usam agrotoxicos.
Alguns agricultores estdo conseguindo controlar de forma satisfatoria o acaro-rajado com o
uso desta espécie, sem a necessidade de intervengdo quimica (GARCIA e CHIAVEGATO,
1997).

Os individuos adultos de P. macropilis apresentam corpo de coloragao avermelhada
e formato ovoide (Figura 4). Sdo encontrados na face inferior dos foliolos do morangueiro
em teia do acaro-rajado ou proximo da nervura principal (MORAES; FLECHTMANN, 2008).
Podem ser visualizados a olho nu, como corpos vermelhos de rapida movimentagao apés
receber um toque (Figura 5).

-

Figura 4. P. macropilis em folha d
(Foto: M.C.V.Queiroz).

feijdo-de-porco (C. ensiformis)

o



Figura 5. P. macropilis em folha de feijao-de-porco (C.ensiformis) com
alta infestagao de acaro-rajado (T. urticae) (Foto: M.C.V.Queiroz).

E dificil a criagdo massal deste predador em laboratérios principalmente devido a seu
alto consumo de presas e pelo desconhecimento de presas alternativas (BORTOLOZZO et
al., 2007). No entanto, Biofabricas produzem essa espécie em larga escala (PROMIP, 2012).

Estudos relacionados a biologia de P. macropilis indicam uma grande variagdo na
duragédo do estagio de ovo, com observagdes que alternam de 1,5 a 4,5 dias (ALI, 1998;
SILVA et al., 2005). Apds a oviposi¢cao os ovos apresentam formato oblongo e coloragéo
translicida, passando a coloragdo mais escura com o desenvolvimento embrionario, a
oviposigao é realizada nas folhas das plantas hospedeiras do acaro-rajado.

O periodo larval de P. macropilis dura em média 1 dia e nesta fase o acaro apresenta
apenas trés pares de pernas (SILVA et al., 2005). A fase de larva deste predador alimentado
com T. urticae apresentou duracgéo de 0,9 dia (JOHANN; SCHERER; FERLA, 2004).

Em estudos realizados sobre o desenvolvimento dos estagios imaturos de P
macropilis, foi constatado que o tempo médio de desenvolvimento diminuiu
progressivamente com o aumento da temperatura (SILVA et al., 2005). Os autores
verificaram ainda que as fases de protoninfa e deutoninfa apresentaram uma variagcado de
2,6 a 0,9 e 2,6 a 0,8 dias respectivamente, para temperaturas de 18°C e 30°C. A alteracao
na duragdo dos estagios com a elevagdo da temperatura também foi observada por Ali
(1998). Johann, Scherer e Ferla (2004), observaram que para a temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 80+5%, a duracao dos estagios de protoninfa e deutoninfa foi de 0,62 e
0,5 dia, respectivamente.

O predador na fase adulta tem comprimento aproximado de 0,5 mm com cores que
variam do laranja ao vermelho. A razdo sexual é de 0,8 (quatro fémeas para cada macho).
Sob uma temperatura de 26°C, P. macropilis apresentou fecundidade de 72,2 ovos/fémea,
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com um periodo de pré-oviposi¢ao de 1,9 dia, duracédo de 24,3 dias de oviposicédo, e uma
longevidade para machos de 35,8 dias e para fémeas de 44 dias (SILVA et al., 2005).

A espécie escolhida para o estudo de seletividade, P. macropilis, € um dos
fitoseideos de maior frequéncia em culturas como morangueiro e ornamentais no Estado de
Sao Paulo e Minas Gerais. Essa espécie mostra-se sensivel a diversos agroquimicos
(POLETTI, 2007). Para a viabilizacdo do uso desses predadores e para a implementacao de
modo eficiente do controle biolégico na cultura do morangueiro e outras culturas, é
indispensavel que os produtos fitossanitarios utilizados sejam inécuos ou seletivos aos
inimigos naturais e que estudos de seletividade sejam incentivados em condicoes
laboratério, semi-campo e campo (JANSEN, 2010).

Em diversos paises da Europa e na América do Norte, o controle de T. urticae é
frequentemente realizado por meio de liberagbes periddicas de acaros predadores da familia
Phytoseiidae (HELLE; SABELIS, 1985). Trabalhos conduzidos no Brasil ttm demonstrado
alta potencialidade de se realizar o controle biolégico desta praga em morangueiro com
liberagdes de acaros predadores das espécies Neoseiulus idaeaus (Denmark e Muma), P.
macropilis (GARCIA, 1992; WATANABE et al., 1994) e N. californicus (SATO et al., 2002,
2007b; POLETTI, 2007). A espécie P. macropilis ocorre naturalmente em diversas regioes
produtoras de morango no Brasil, e segundo Garcia e Chiavegato (1997), apresenta grande
eficiéncia predatodria para o controle de T. urticae.

A utilizacdo do acaro predador P. macropilis, associado a compostos de baixa
toxicidade, pode apresentar grande utilidade em programas de manejo integrado de T.
urticae nas lavouras de morangueiros no Brasil, principalmente aquelas conduzidas sob
sistemas de produgao integrada (PIMo) (VERONEZ et al., 2009).

O uso, porém, de acaros tolerantes a agroquimicos foi relatado em casa de
vegetacdo na Califérnia, USA. Uma linhagem do predador Galendromus occidentalis
(Nesbitt) apresentou um bom potencial de controle do acaro-praga por ser resistente a
varios organofosforados e carbamatos, e pela sua capacidade de controle em baixas
densidades da praga, durante longos periodos (HELLE; SABELIS, 1985).

No Brasil, os acaros fitoseideos N. californicus e P. macropilis tém sido promissores
para o controle biolégico aplicado de T. urticae em varias culturas (WATANABEet al., 1994;
MONTEIRO, 2003; BELLINI et al., 2006; SATO et al.,, 2007a). Devido ao fato de N.
californicus e P. macropilis apresentarem caracteristicas que os diferem quanto ao habito
alimentar e comportamento, sendo o primeiro generalista e o segundo especialista
(McMURTRY; CROFT, 1997; CROFT; MONETTI; PRATT, 1998), considera-se que essas
espécies possam ser exploradas de forma combinada para otimizar programas de manejo
de T. urticae. Ambas as espécies sao comercializada pela PROMIP Comercio Pesquisa e
Desenvolvimento de Agentes Biologicos Ltda para o controle do acaro rajado no Brasil, com
registro no Ministério da Agricultura.


http://www.radaroficial.com.br/q/?q=%22PROMIP%20Comercio%20Pesquisa%20e%20Desenvolvimento%20de%20Agentes%20Biologicos%20%22&_b_emp
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2.3. Resisténcia a pesticidas em artrépodes

Aresisténcia em insetos e acaros tem sido um dos maiores problemas no controle de
pragas dos ultimos tempos, dificultando bastante a recomendagédo de agrotéxicos (SOUZA
FILHO et al., 1994). O primeiro caso de resisténcia de uma praga a um pesticida foi relatado
em 1908 nos Estados Unidos, o piolho-de-Sao José Quadraspidiotus perniciosus
(Comstock) resistente ao enxofre (MELANDER, 1914). Os casos de resisténcia se
intensificaram com a introdugdo dos inseticidas organo-sintéticos ao redor de 1940
(GEORGHIOU, 1983).

A resisténcia pode ser definida como o desenvolvimento de uma habilidade em uma
linhagem de um organismo de tolerar doses de toxicos que seriam letais para a maioria da
populagado normal (suscetivel) da mesma espécie (OMS) (IRAC-BR, 2009).

A resisténcia aos acaricidas € comum e pode ser rapidamente desenvolvida pelas
populagdes de acaros segundo Gould (1973).

O primeiro relato de resisténcia para T. urticae foi em 1937, com a detecgao de uma
linhagem dessa espécie resistente a um composto a base de selénio (Selocide®)
(COMPTON; KEARNS, 1937). A resisténcia de T. urticae a acaricidas tem sido documentada
em diversos paises para diferentes compostos tais como organoestanicos (FLEXNER;
WESTIGARD; CROFT, 1988), dicofol (FERGUSSON-KOLMES; SCOTT; DENNEHY,1991),
hexitiazox (HERRON; ROPHAIL, 1993), clofentezina (HERRON; EDGE; ROPHAIL, 1993);
organofosforados (SATO et al., 1994), abamectina (BEERS; RIEDL; DUNLEY, 1998) e
fenpiroximato (STUMPF; NAUEN, 2001; SATO et al., 2004) .

Sato et al. (2005), observaram que a resisténcia de T. urticae a abamectina mostrou-
se instavel na auséncia de pressao de selecao, e para todas as popula¢des estudadas (com
freqUéncia inicial de 75, 50 e 25% de acaros resistentes), a porcentagem de &acaros
resistentes caiu para niveis iguais ou inferiores a 15% em seis meses. Esse fato pode estar
associado a um custo adaptativo, ou seja, os resistentes sdo menos aptos que os
suscetiveis quando o produto quimico ndo é utilizado (OMOTO, 2003; NICASTRO; SATO;
SILVA, 2010). Este menor valor adaptativo dos individuos resistentes pode estar associado
a uma menor viabilidade total, menor fecundidade, maior tempo para o desenvolvimento,
menor competividade para o acasalamento, maior suscetibilidade aos inimigos naturais, etc.
(GEORGHIOU, 1972).

Sato et al. (2007a), realizaram testes toxicoldgicos de pulverizagado direta com
clorfenapir sobre 21 populagbes de acaro-rajado provenientes de cultivos comerciais de
mamoeiro, morangueiro, feijoeiro, tomateiro, crisdntemo e roseira, oriundas de diversos
municipios paulistas com o objetivo de avaliar frequéncia de resisténcia de T. urticae, para
cada populacao. Através do monitoramento realizado por esses autores foi constatado que
(66,7%) populagdes avaliadas se mostraram suscetiveis ao acaricida clorfenapir, e que
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apenas duas populagbes coletadas em areas comerciais de crisdntemo, em Holambra (SP),
tinham frequéncias de resisténcia acima de 30%.

A evolugdo da resisténcia tem relacédo positiva com o potencial reprodutivo de uma
espécie, sendo mais rapida para espécies que tenham alto potencial reprodutivo, pois um
maior numero de descendentes estara sofrendo pressdo de selecdo (GEORGHIOU;
TAYLOR, 1977).

Tem sido registrado um grande numero de casos de resisténcia de T. urticae aos
principais compostos utilizados nas culturas, dificultando seu controle com produtos
quimicos (SATO et al., 2007a).

A evolugao da resisténcia de acaros fitéfagos aos acaricidas em curto intervalo de
tempo é favorecida, dentre outros fatores, pelo uso frequente do mesmo acaricida (pressao
de selegéo), pelo elevado potencial reprodutivo e pelo ciclo de vida curto dos acaros
(STARK et al., 1997; BEERS; RIEDL; DUNLEY, 1998; STUMPF et al., 2001).

Na pratica, verificou-se que as pulverizagdes continuas de agroquimicos levam a
selecao de populagdes resistentes (MONTEIRO, 1994), o que explica a baixa eficiéncia de
alguns acaricidas, depois de repetidos tratamentos.

Em relagdo a evolugdo da resisténcia estdo sendo observadas consequéncias
drasticas como a aplicagao mais frequente de pesticidas; aumento na dosagem do produto;
uso de misturas indevidas de produtos e substituicdo por outro produto, geralmente de maior
toxicidade (GEORGHIOU, 1983). Esses fatores comprometem os programas de manejo
integrado de pragas (MIP) em vista da maior contaminacdo do meio ambiente com
pesticidas, destruicdo de organismos benéficos, e elevagcdo nos custos de controle da
praga.Sabe-se também que a descoberta e o desenvolvimento de novas moléculas
quimicas esta se tornando cada vez mais dificeis e caros (OMOTO, 2003).

Para o controle do &caro-rajado, o manejo de acaricidas é de fundamental
importancia, visando evitar a selecado de populagbes resistentes. De acordo com Omoto
(2003), sao sugeridas como estratégias de manejo da resisténcia, a rotacdo de acaricidas
com modos de acado diferentes, mistura de acaricidas e uso de sinergistas. Sato et al.
(2005), estudando aspectos da resisténcia do acaro-rajado a pesticidas, ndo detectou
resisténcia cruzada entre abamectina e os acaricidas fenpiroximato, cihexatina, propargito e
dimetoato, porém, populagdes artificialmente selecionadas com fenpiroximato apresentaram
resisténcia cruzada positiva com piridabem e dimetoato e auséncia de resisténcia com
abamectina, milbemectina, fenpropatrina e cihexatina (SATO et al., 2004), deixando claro
que devem ser tomados cuidados essenciais para manejar esses compostos a fim de evitar
o surgimento de populagdes com resisténcia cruzada a esses produtos.

Outras formas de manejo como rotacdo de culturas, manutencdo de areas de
refugio, uso de doses reduzidas ou elevadas de produtos quimicos, uso de produtos com
baixa persisténcia, culturas transgénicas, entre outros, também podem ser bastante
eficientes no controle de pragas de diversas culturas (OMOTO, 2003).
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O grande desafio atual esta na implementacdo de estratégias de manejo da
resisténcia, sendo que a implementacdo depende de varios fatores, tais como programa
educacional para a conscientizacdo da magnitude do problema da resisténcia; necessidade
de um esforgco conjunto envolvendo agricultores, industrias quimicas, técnicos e
pesquisadores; realizacao de experimentos de campo por um periodo prolongado;
regulamentacao de uso de pesticidas, entre outros (OMOTO, 2003).

Trabalhos desenvolvidos no Instituto Biolégico tém indicado que diversas populagdes
deste acaro, coletadas no Estado de Sao Paulo, se mostram resistentes a alguns acaricidas
como dimetoato, abamectina, milbemectina, fenpiroximato, propargito e clorfenapir (SATO et
al.,, 1994, 2000, 2004, 2005, 2007b, 2009; NICASTRO et al., 2010, 2013), sendo que a
porcentagem de acaros resistentes a pelo menos um acaricida chega a 90% e a intensidade
de resisténcia pode chegar a centenas de vezes em algumas culturas como a do
morangueiro e ornamentais, evidenciando a gravidade do problema.

Mesmo quando aplicag¢des regulares de acaricidas sao realizadas para o controle de
T. urticae, existem muitos casos em que o controle dessa praga mostra-se ineficiente, sendo
que a razao desta ineficiéncia pode estar associada ao desenvolvimento de resisténcia do
acaro-rajado aos acaricidas (FLEXNER; WESTIGARD; CROFT, 1988; SATO et al., 1994).
Além disso, com o uso inadequado de pesticidas tendem a ocorrer problemas de
ressurgéncia da praga, devido a eliminacao dos inimigos naturais (Van de VRIE et al., 1972).

A abundancia de inimigos naturais no campo € muito relevante para diminuir a
frequéncia de aplicacdo de acaricidas que contribui para retardar a evolugdo da resisténcia
do acaro-rajado (ESTEVES FILHO; OLIVEIRA; GONDIM JUNIOR, 2008), uma vez que
certas espécies de inimigos naturais tém a capacidade de consumir grande quantidade de
individuos considerados praga (POLETTI, 2007).

No Brasil, ainda sao poucos os trabalhos sobre a resisténcia do acaro-rajado ante a
grande diversidade de acaricidas registrados para as culturas (CHIAVEGATO; MISCHAN;
COTAS, 1983; SATO et al., 1994, 2000, 2004, 2005; SOUZA FILHO et al., 1994; SUPLICY
FILHO et al.,, 1994; TAKEMATSU et al.,, 1994). Para se tentar retardar evolugdo da
resisténcia da praga a acaricidas é necessario obter uma série de informagdes para poder
orientar os produtores visando a utilizagdo correta desses agroquimicos.

2.4. Resisténcia a pesticidas em acaros fitoseideos

Os acaros fitoseideos tém constituido o grupo de inimigos naturais mais explorado
em estudos dirigidos a resisténcia a pesticidas. O primeiro relato de sobrevivéncia em
populagdes de acaros fitoseideos apds pulverizagdes com inseticidas de largo espectro de
acdo em campo foi efetuado no inicio dos anos 50 para G. occidentalis (HUFFAKER,;
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KENNETT, 1953). No entanto, esse fato foi associado a resisténcia somente no final da
década de 60, quando trabalhos realizados em laboratdrio confirmaram a ocorréncia de
variabilidade intraespecifica na suscetibilidade de G. occidentalis e Neoseiulus (=
Amblyseius) fallacis (Garman) a inseticidas organofosforados (CROFT; JEPPSON, 1970;
MOTOYAMA et al., 1971). A partir disso, diversos trabalhos de deteccédo e seleg¢do para
resisténcia a pesticidas em populagbes de acaros fitoseideos foram efetuadas em todo
mundo (HOY, 1990).

Quanto aos produtos quimicos, énfase tem sido dada aos carbamatos,
organofosforados e piretroides, pelo fato de apresentarem elevada toxicidade para a maioria
das espécies de acaros predadores em campo.

Uma espécie de acaro fitoseideo que se destaca em numero de trabalhos
relacionados a resisténcia é P. persimilis (Athias-Henriot), sendo comumente utilizado para
controle de T. urticae em cultivos protegidos e em ornamentais, em paises da Europa. A
resisténcia de P. persimilis a inseticidas organofosforados foi relatada por Schulten et al.
(1976). Esses autores observaram que populacdes liberadas em cultivos protegidos na
Holanda apresentaram elevada resisténcia a parathion. Quanto a resisténcia multipla, tem
sido detectada com frequéncia em alguns paises da Europa (CROFT, 1990). A introdugao de
uma linhagem de P. persimilis resistente a organofosforados foi realizada no Egito para
controle de T. urticae na cultura do pepino, evidenciando-se uma elevada efetividade desse
predador quando foram realizadas liberagdes de dez individuos por planta (RASM;
ELLAITHY, 1988).

Em 1972, uma linhagem de G. occidentalis resistente a organofosforados foi enviada
da América do Norte para a Australia. Segundo Readshaw (1975) citado por Gerson et al.
(2003), este foi o primeiro relato de transferéncia intercontinental de inimigos naturais
resistentes no mundo. Linhagem de G. occidentalis resistente a organofosforados, também
foi introduzida na antiga Unido Soviética no inicio dos anos 80 para o controle biolégico de
tetraniquideos obtendo-se um grande sucesso no estabelecimento da mesma
(PETRUSHOV, 1987). A esses seguiram-se outros casos de sucesso na liberagéo e
estabelecimento de populacdes de acaros predadores resistentes a produtos quimicos.

Em termos praticos, Hoy (1985) prop6s um programa de manejo de acaros na
cultura de améndoas (Califérnia/EUA) baseando-se na liberacdo de linhagens de G.
occidentalis resistentes a inseticidas, associada a utilizagdo de acaricidas seletivos. Uma
economia de aproximadamente 60 a 110 dolares/ha/ano foi estimada para cada produtor de
améndoa que aderiu ao programa de liberacao de linhagens resistentes, observando que a
maior economia foi devido a redugado nos gastos com acaricidas (HEADLEY; HOY, 1987). A
estimativa mais recente feita por Hoy (2000) associou aos resultados desse projeto um
beneficio, desde o inicio do programa, de aproximadamente 20 milhdes de ddlares.

A desvantagem ou custo adaptativo € uma caracteristica que pode estar associada a
resisténcia em populacbes de artropodes. No caso de inimigos naturais, o fato de a
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linhagem selecionada apresentar alteragbes em alguns de seus parametros biolégicos pode
afetar diretamente o desempenho dela como agente de controle biolégico (POLETTI,
OMOTO, 2003). Fournier et al. (1988) comparando parametros relacionados a tabela de
vida e a capacidade de predacado, dentre outros, entre as linhagens do acaro predador P.
persimilis resistente e suscetivel ao inseticida methidation, ndo observaram custo adaptativo
associado a linhagem selecionada. Apesar de varios relatos estarem associados a auséncia
de custo adaptativo em inimigos naturais resistentes a produtos quimicos, a realizagdo de
estudos prévios relacionados aos parametros bioldgicos, bem como a capacidade de
predacdo na linhagem selecionada é de primordial importancia, pois este fato pode
comprometer diretamente a implementagdo de programas baseados na introdu¢édo desses
organismos (HOY, 1990).

2.5. Mecanismos de resisténcia a produtos quimicos

Os artropodes utilizam alguns meios para se manterem vivos e reduzir ou escapar do
modo de agdo dos ingredientes ativos presente nos agrotdxicos utilizados para seu controle.

Quanto aos mecanismos de resisténcia a produtos quimicos associados aos acaros
fitoseideos, uma ampla discussdo foi apresentada por Croft (1990). Em geral, os
mecanismos de resisténcia de insetos e acaros a produtos quimicos sao incluidos em trés
categorias: a) reducdo da penetracdo do produto quimico pela cuticula do artrépode; b)
reducao da sensibilidade no sitio de agao do inseticida ou acaricida; e c) detoxificacdo ou
metabolizagdo enzimatica do produto quimico (OPPENOOTH, 1985; HEMINGWAY, 2000;
SATO et al.,, 2001; LORINI; BECKEL, 2002). O comportamento dos insetos frente a
inseticidas € um quarto mecanismo que recentemente vem sendo estudado, e tem sido
verificado pela repeléncia de inseticidas exercida sobre as pragas (HODGES; MEIK, 1986),
e por alteragbes de comportamento provocadas pelos quimicos (LORINI; GALLEY, 1998;
BECKEL et al., 2004).

Devido a elevados niveis de resisténcia cruzada de T. urticae a todos os acaricidas
que atuam como inibidores de transporte de elétrons na mitocondria (METIs) disponiveis
comercialmente, Stumpf e Nauen (2001), realizaram um bioensaio de aplicagdo por
pulverizagao foliar, fazendo uma comparagdo com uma linhagem suscetivel GSS e larvas de
duas linhagens resistentes (AKITA e UK-99), que se mostraram 1100 e 480 vezes mais
resistentes a piridabem, 870 e 45 vezes mais resistentes contra fenpiroximato, e 33 e 44
vezes mais resistentes contra tebufempirade, respectivamente. Esses autores observaram
que houve um aumento do metabolismo oxidativo nas linhagens resistentes a acaricidas
METIs, sendo que as linhagens resistentes AKITA e UK-99 apresentaram 2,4 e 1,7 vezes
etoxicumarina reforcada pela atividade do citocromo P450, comprovando que individuos
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resistentes pelo aumento na detoxificacdo metabdlica do produto quimico sao capazes de
degradar a molécula quimica em compostos inertes com maior eficacia do que os individuos
suscetiveis.

Sato et al. (2000), estudando a resisténcia de T. urticae em pessegueiros,
observaram que a linhagem procedente de Paranapanema mostrou-se 12,10; 8,39 e 6,08
vezes mais resistente aos organofosforados dimetoato, nalede e mevinfés, respectivamente,
e a linhagem proveniente de Jundiai apresentou-se, respectivamente, 3,76 e 2,94 vezes
mais resistente a cihexatina que a suscetivel.

Possivelmente a populagcdo de T. urticae usada nesse estudo apresentava uma
acetilcolinesterase menos sensivel a inibicdo pelas "formas oxon" destes compostos,
segundo relatado por Smissaert (1964), em estudos anteriores com populagdes de T. urticae
resistentes a organofosforados.

Varios grupos enzimaticos estdo envolvidos no metabolismo de produtos quimicos e
tém sido identificados como mecanismos de resisténcia em varias espécies de artrépodes. E
0 caso as monooxigenases dependentes do citocromo P-450, esterases, GSH-transferase,
sendo que potencialmente todas as classes de produtos quimicos podem ser afetadas
através desses mecanismos (OMOTO, 2003). Por meio de taticas biomoleculares pode-se
identificar esses grupos enzimaticos, avaliar esses mecanismos de resisténcia em &caros e
realizar o monitoramento da resisténcia.

A degradacao do inseticida pode ocorrer por varios processos metabdlicos nos quais
o produto é convertido em uma forma nao téxica ou mesmo eliminado rapidamente do corpo
do inseto. As enzimas e sistemas enzimaticos envolvidos, como as esterases, oxidases,
transferases e outras enzimas, apresentam maior atividade ou estdo em quantidades
maiores nas populagdes resistentes (YU; NGUYEN, 1992; HEMINGWAY, 2000). As oxidases
e transferases sdo enzimas ubiquas que estdo comumente envolvidas na detoxificagcao de
numerosos compostos. Ja as esterases sao de maior importancia na detoxificacdo de
alguns grupos quimicos, principalmente organofosforados e piretréides (CONYERS et al.,
1998; VAN LEEUWEN; TIRRY, 2007).

O metabolismo ou detoxificagao &, provavelmente, o mecanismo mais estudado de
resisténcia de insetos a inseticidas. Este mecanismo permite ao inseto modificar ou
detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no seu sitio alvo
(FUKUTO; MALLIPUDI, 1983).

A interacao entre mecanismos de detoxificagdo metabdlica e espécies de artropodes
resistentes a produtos quimicos pode ser constatada através do uso de sinergistas
(WILKINSON, 1983; HINKS; SPURR, 1991; SATO et al., 2001), os quais representam uma
importante ferramenta de laboratério (RAFFA; PRIESTER, 1985).

A acao do sinergista minimiza a quantidade de inseticida quimico necessaria para o
controle de insetos, pois age como um substrato alternativo, poupando o inseticida da
detoxificagcao, ou reage com outro sitio no sistema enzimatico, prevenindo a detoxificacdo do
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inseticida (CASIDA, 1970), aumentando assim a letalidade dos mesmos nas populagoes
resistentes (BRINDLEY; SELIM, 1984).

Os sinergistas tém sido intensamente empregados na tentativa de superar o
problema de resisténcia e ajudar a controlar pragas no campo e, particularmente, em
ambientes de grdos armazenados. Em algumas espécies de coledpteros de produtos
armazenados houve comprovacao da resisténcia bioquimica, como indicado por
Subramanyam et al. (1989) utilizando inseticidas combinados com sinergistas. Esses
autores observaram que a enzima carboxilesterase estava envolvida na detoxificacdo de
malatiom em adultos resistentes de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera,
Tenebrionidae); enquanto que oxidases e esterases eram responsaveis pela detoxificagao
de clorpirifés-metil em adultos de Oryzaephilus surinamensis (L.).

Lorini e Galley (2000) mostraram que o sinergista butéxido de piperonila (PBO)
aumentou a toxicidade do inseticida deltametrina em uma maneira dose-dependente, em
todas as propor¢gdes testadas em populagdes resistentes de Rhyzopertha dominica
(Fabricius) (Coleoptera, Bostrichidae), indicando que enzimas oxidases multifuncionais
(MFO) sao importantes na detoxificacdo desse inseticida. Entretanto, para populagdes
suscetiveis, a adicdo de PBO aumentou a toxicidade somente nas maiores proporgdes
testadas. Esses autores também testaram o sinergista DEF (S,S,Stributilfosforotritioato) com
deltametrina, nas mesmas populagcbes de R. dominica, e nao encontraram um efeito
sinergista significativo, constatando que enzimas esterases possivelmente ndo estejam
envolvidas na resisténcia a deltametrina em R. dominica.

Guedes et al. (1997) demonstraram que a atividade especifica da acetilcolinesterase
diferiu significativamente entre populagdes resistentes e suscetiveis de R. dominica,
indicando que a atividade aumentada da acetilcolinesterase parece estar associada com a
resisténcia a organofosforados. E, com relagdo a resisténcia bioquimica aos piretréides,
estudos de Collins (1990), com a espécie T. castaneum, indicam que o aumento do
metabolismo enzimatico na molécula do inseticida envolve oxidacdo e/ou hidrélise por
ésteres.

Assim, informacdes sobre a toxicologia de inseticidas quimicos e a identificagdo de
mecanismos de resisténcia, no sentido de distinguir um sistema enzimatico de outro, podem
ser obtidas por investigacdes apropriadas com sinergistas. O butdxido de piperonila, o qual
inibe as monooxigenases, tem sido usado como sinergista com inseticidas organofosforados
e piretrdides para controlar pragas de graos armazenados, com excelentes resultados
(SAMSON et al., 1990; DAGLISH et al., 1995; LORINI; GALLEY, 2000).

Nos testes bioquimicos, procura-se determinar maior atividade de determinado grupo
de enzimas destoxificadoras em populagdes resistentes quando comparada com a atividade
enzimatica de uma populacédo suscetivel. Guerrero et al. (2002) fizeram a diagnose de
resisténcia de populagbes mexicanas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini) pela expresséao e atividade de uma enzima da familia das esterases que tém a
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capacidade de hidrolisar varios compostos téxicos. A atividade da enzima Czest9 mostrou-
se maior quando comparada a atividade da mesma enzima extraida de uma populagéo
suscetivel.

Outro exemplo de aplicagdo de métodos bioquimicos para detecgao de resisténcia é
o trabalho de Stunpf e Nauen (2002) em populagbes de T. urticae, que determinaram maior
atividade das enzimas glutationa-S-transferase e do complexo monooxigenases
dependentes do citocromo P450 em populagdes resistentes a abamectina, em comparacgao
com populagdes suscetiveis ao produto quimico.

Diagndsticos moleculares de resisténcia a produtos quimicos, em populacdes de
artrépodes, sao considerados mais precisos e diminuem a variabilidade associada com
bioensaios, levando em consideracao aspectos intrinsecos (estrutura genética) e
extrinsecos (condigdes laboratoriais, tamanho da amostra, etc.) (BROWN; BROGDON,
1987; OSAKABE et al., 2009; VAN LEEUWEN et al., 2010).

Com o estabelecimento da técnica conhecida como PCR (Polymerase Chain
Reaction), houve grande avanco no entendimento da resisténcia em nivel molecular. A
técnica consiste em uma amplificacdo exponencial de fragmentos especificos de DNA a
partir de pequenas quantidades dessa molécula, utilizando enzimas polimerases e
pequenas sequéncias iniciadoras (primers) que se ligam a regides complementares do DNA
e servem como molde inicial para a amplificacao de determinada regido dessa molécula de
DNA (LOCALI et al., 2003). Tal técnica poderia ser utilizada para a detecgéo de uma regiéo
especifica de populacgdes resistentes a produtos quimicos com o emprego de marcadores
moleculares para essa caracteristica.

2.6. Inimigos naturais resistentes

A selecao artificial de linhagens de inimigos naturais resistentes a produtos quimicos
nem sempre tem sido efetivada com sucesso. De acordo com Hoy (1990) algumas técnicas
de biotecnologia poderiam ser ferramentas exploradas no melhoramento de inimigos
naturais a produtos quimicos. A utilizagdo da técnica de DNA recombinante tem sido
considerada a mais viavel para a implementacao da resisténcia em inimigos naturais. Varias
etapas envolvem esse processo, sendo necessario primeiramente identificar os genes que
governam a resisténcia, posteriormente devem ser clonados e inseridos no organismo
(inimigo natural) geralmente através de microinjecdo. Apds a incorporacdo no genoma esse
gene deve estabilizar, se expressar apropriadamente e ser transmitido as progénies. G.
occidentalis foi o primeiro inimigo natural melhorado através dessa técnica (PRESNAIL;
HOY, 1994).

A PROMIP, criada em 2006, foi a primeira empresa brasileira a produzir acaros
predadores para o controle biolégico de insetos e acaros-praga. Além de produzir inimigos
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naturais para o controle biolégico de pragas em diferentes sistemas de cultivo, a PROMIP
preocupa-se com a integracao dessa estratégia de controle com outras taticas de manejo,
tal como o controle quimico. Para isso a empresa desenvolve periodicamente em seu
laboratorio, pesquisas para avaliar a compatibilidade de seus agentes benéficos com
produtos quimicos. A PROMIP trabalha constantemente na busca e selecdo de linhagens
resistentes de inimigos naturais a diferentes produtos quimicos, o que possibilita a
introducao dos organismos produzidos mesmo em areas de manejo convencional (PROMIP,
2012).

O acaro predador P. macropilis comercializado pela PROMIP (Macromip) deve ser
empregado preferencialmente em areas de produgao organica, produgao integrada onde a
aplicagéo de produtos quimicos n&o é realizada ou é realizada moderadamente, pois esse
predador & suscetivel a varios produtos quimicos, incluindo piretréides. O inimigo natural é
recomendado para o controle biolégico do acaro-rajado em plantas ornamentais, hortali¢as,
pomares, parques e jardins (PROMIP, 2012).

3.MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo e criagao de manutencgao das populagcées de acaros

As populacgdes do acaro-rajado (T. urticae) e do predador P. macropilis, resistentes a
fenpropatrina foram obtidas em uma mesma lavoura comercial convencional de morango no
municipio de Socorro, SP, sendo a de T. urticae coletada em junho de 2012 e a de P,
macropilis em setembro de 2010 (Figura 6).

No ano de 2012 nao foi encontrado P. macropilis na lavoura convencional de
morango em Socorro, portanto a linhagem oriunda da coleta de 2010 foi usada em todo o
trabalho. Foi feita pressao de sele¢éo na linhagem R de P. macropilis 30 dias antes de iniciar
a sequéncia de testes com os produtos. A concentracado de fenpropatrina usada foi 600 mg
de ingrediente ativo (i.a.) /L.
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Figura 6. Lavoura comercial convencional de morango, municipio de Socorro, SP - vistaparcial (Foto:
M.C.V.Queiroz).

As populagdes suscetiveis foram obtidas em uma mesma lavoura comercial de
chuchu no municipio de Amparo, SP, onde nao se aplicou produtos quimicos para controle
do acaro, sendo coletadas em outubro de 2012.

As populagdes resistentes do predador P. macropilis foram mantidas no Laboratério
de Acarologia e as suscetiveis no Laboratério de Entomologia Econdmica, para evitar
contaminacdes entre as linhagens R e S.

Os acaros T. urticae foram mantidos em plantas de feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis), cultivadas em vasos, mantidos em laboratério (Figura 7). As plantas foram
substituidas a cada dois dias para garantir a qualidade do alimento fornecido. Os acaros P.
macropilis foram mantidos em plantas de feijdo-de-porco infestadas com T. urticae,
cultivadas em vasos conforme descrito acima.
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Figura 7. Plantas de feijao-de-porco (C. ensiformis) com sete dias apds o plantio,
cultivadas em vasos de 500 mL (4 plantas por vaso). (Foto: M.C.V.Queiroz).

3.2. Produtos testados

Foram testados 12 produtos de diferentes grupos quimicos, com diferentes
modos de acdo. A Tabela 1 apresenta esses produtos separados por modo de agéo e grupo
quimico, seguindo a classificacdo do IRAC (Comité Brasileiro de Agdo e Resisténcia a
Inseticidas).



Tabela 1: Produtos quimicos usados nos testes de toxicidade.
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Produto Com./ Ingr. Ativo Grupo Quimico Modo de Agéo ﬁ;gzilr_\)dagao
Acefato/ Orthene® 750 BR 1B) organofosforado 1) Inibidor de Acetilcolinesterase 750,0
Bifentrina/ Talstar® 100 EC 3A) piretréide 3) Moduladores de Canal de Sédio 30,0
Deltametrina/ Decis® 25 EC 3A) piretréide 3) Moduladores de Canal de Sédio 12,5-50,0
Fenpropatrina/ Danimem® 300 EC 3A) piretréide 3) Moduladores de Canal de Sédio 195,0
Abamectina/ Vertimec® 18 EC 6) avermectina 6) Ativadores de Canal de Cloro 9,0-13,5
Milbemectina/ Milbeknok® 50 EC 6) milbemicina 6) Ativadores de Canal de Cloro 1,0 -2,0
Etoxazol/ Borneo® 110 SC 10B) difenil oxazolina 10) Reguladores de Crescimento 4,95
Diafentiuron/ Polo® 500 SC 12A) feniltiouréia 12) Inibidores de Fosforilagao 400,0

Oxidativa (inibidores de ATP

sintetase mitocondrial)
Propargito/ Acarit® 720 EC 12C) sulfito de alquila 12) Inibidores de Fosforilagao 216,0

Oxidativa (inibidores de ATP

sintetase mitocondrial)
Clorfenapir/ Pirate® 240 SC 13) analogo do pirazol 13) Desacopladores da fosforilagao 7,2-12,0

oxidativa via disrupgao do gradiente

de préton H
Fenpiroximato/ Ortus® 50 SC 21) pirazol 21) Inibidores do complexo da 50,0

cadeia de transporte de elétrons na

mitocondria

23) Inibidores da acetil CoA
Espiromosifeno/ Oberon® 240 SC 23) cetoenol carboxilase (Inibidor da sintese de 600,0-720,0

Lipideos)

3.3. Aplicagao dos produtos

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Acarologia e de Entomologia
Econémica do Centro Experimental Central do Instituto Bioldgico (CEIB) em Campinas, SP.

A aplicacdo dos produtos sobre T. urticae e P. macropilis foi realizada conforme
metodologia recomendada pela “International Organization for Biological and Integrated
Control of Noxious Animals and Plants (IOBC), West Palaearctic Regional Section
(WPRS)” (HASSAN, 1992; HASSAN, 1994; VEIRE; SMAGGHE; DEGHEELE, 1996;
DEGRANDE et al., 2002).

Os acaros foram colocados em arenas de folhas de feijdo-de-porco (4 cm de
didmetro), mantidas sobre uma camada de algodao hidrofilico umido em uma placa de Petri
(9 cm de didmetro). A borda da folha foi coberta por uma faixa de algoddo umido formando
uma barreira para evitar a fuga dos acaros (Figura 8).
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Cada arena recebeu a aplicagdo em torre de Potter (Burkard Scientific, Uxbridge,
UK) calibrada a 68,9 kPa. Foi utilizado um volume de calda de 2 mL, o que corresponde a
uma deposi¢cdo média de residuo Umido de 1,6 mg/cm2de arena.

Figura 8. Arenas montadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro com discos
foliares de feijao-de-porco e bordas de algodao. (Foto: M.C.V.Queiroz)

3.4. Testes toxicologicos

3.4.1. Testes toxicoldégicos com adultos

Para avaliacdo da toxicidade, tanto nos testes com T. urticae quanto nos com P.
macropilis, 10 fémeas adultas (oriundas da criagdo em laboratério) com até 48 horas de
idade, foram colocadas nas arenas e submetidas a pulverizagdo com produtos quimicos, em
torre de Potter, conforme anteriormente descrito. No tratamento testemunha foi aplicada
apenas agua destilada.

Nos testes com T. urticae, os acaros foram mantidos nas arenas e a mortalidade foi
avaliada 48 h apds a aplicagao do produto, sendo considerado morto o individuo que nao se
deslocou a uma distancia equivalente ao comprimento do seu corpo, apds o estimulo gerado
pelo toque de um pincel.

Foram utilizadas cinco concentragdes de cada produto, para se estabelecer as
curvas de regressao concentragdo-mortalidade, incluindo a concentragcao recomendada para
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controle de T. urticae em morango no Brasil. Os dados foram submetidos a analise de Probit
(Finney, 1971), comparando-se as CLso e intervalos de confianca de cada produto, para as
linhagens S (suscetivel) e R (resistente) a fenpropatrina.

Nos testes com P. macropilis, apds a pulverizagido os acaros foram transferidos para
tubos de vidro de 10 X 1,2 cm de didmetro, previamente tratados com o produto nas
concentracoes estabelecidas (Figura 9). Nesses tubos foram colocados pequenos pedagos
de folha de feijao-de-porco infestadas com T. urticae para alimento. Os mesmos foram
fechados com parafilme para evitar a fuga dos predadores. Em seguida foram colocados em
caixas pretas com tampa (Figura 10), com objetivo de reduzir o stress dos acaros durante o
teste. A mortalidade foi avaliada apos 24, 48 ou 72 horas, com auxilio de um microscépio
estereoscopico (40x), sendo considerado morto o individuo que se manteve imével ao
estimulo gerado pelo toque de um pincel.

Figura 9. Tubos de vidro de 10 X 1,2 cm de didmetro usados para testes quimicos com P.
macropilis (Foto: M.C.V.Queiroz).
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Figura 10. Caixas pretas com 37 X 26 X 7 cm usadas para testes
quimicos com P. macropilis (Foto: M.C.V.Queiroz).

3.4.2. Testes toxicolégicos com ovos

Os testes com ovos de P. macropilis foram conduzidos da seguinte maneira:

Foram colocadas 20 fémeas adultas de T. urticae em cada arenas, num total de 10
arenas. Apos 24 horas, foram transferidas 10 fémeas adultas de P. macropilis para cada
uma das arenas e deixadas por 24 horas para oviposigao.

Antes da aplicacédo dos produtos, todos os adultos foram retirados das arenas.

A aplicagao foi feita como descrito anteriormente, sobre as arenas com os ovos.

Durante 5 dias, a cada 24 horas, foi feita uma avaliagao do teste, onde as larvas
eclodidas foram contadas e retiradas das arenas.

Os dados de mortalidade para as linhagens S e R foram submetidas a analise de
Probit (FINNEY, 1971), utilizando-se o programa Biostat (ANALYSTSOFT, 2009).

A razao de resisténcia entre as linhagens foi obtida através da divisdo da CLso
(concentragao letal média) da linhagem R pela CLso da linhagem S.
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3.5. Estimativa de concentragao discriminatdria

A concentracédo discriminatéria foi determinada como a concentracdo que elimina
praticamente 100% dos individuos suscetiveis sem afetar os resistentes, baseando-se nos
reultados da analise de Probit para as curvas concentragao-resposta dos testes feitos com a
linhagem R e a linhagem S, tida como referéncia.

A partir do estabelecimento da concentracdo discriminatoria pode-se monitorar a
resisténcia, baseando-se apenas na mortalidade dos acaros para uma Unica concentragao
do acaricida (=concentracao discriminatéria). Este método € mais eficiente que o
monitoramento da resisténcia baseado na estimativa da ClLso, podendo-se detectar a
resisténcia em populagcbes em que a frequéncia da resisténcia ainda se mostre baixa
(HALLIDAY; BURNHAM, 1990).

3.6. Estudos sobre estabilidade da resisténcia a fenpropatrina em P. macropilis

A partir das linhagens suscetivel (S) e resistente (R) de P. macropilis foi estabelecida
uma populagdo com 75% de acaros resistentes. A frequéncia de resisténcia de P. macropilis
ao acaricida foi acompanhada mensalmente. A populagao inicial foi constituida de pelo
menos 1.000 acaros.

Os testes toxicoldgicos foram realizados em fémeas adultas de P. macropilis. As
frequéncias de resisténcia foram obtidas aplicando-se fenpropatrina na concentracao
discriminatéria, nos bioensaios realizados mensalmente para a populacdo estudada. A
avaliagdo da mortalidade de acaros foi realizada apds um periodo de 24 h. Foram avaliados
pelo menos 200 acaros em cada avaliagao.

3.7. Estudos com sinergistas

Foram utilizadas nos experimentos as linhagens de P. macropilis suscetivel e
resistente ao inseticida/acaricida fenpropatrina (Danimen 300 CE). Experimentos foram
realizados para verificar o possivel envolvimento das enzimas monooxigenases
dependentes do citocromo P-450, das glutationa-S-transferases e das esterases no
processo de detoxificacdo do acaricida. O experimento foi baseado em metodologia descrita
por Sato et al. (2001), para estudos com sinergistas em Neoseiulus (= Amblyseus)
womersleyi (Schicha) (Acari: Phytoseiidae).
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Os sinergistas utilizados nos experimentos foram: PBO (butdxido de piperonila),
DEM (dietil maleato) e DEF (S,S,S - tributilfosforotritioato) .

PBO é um conhecido inibidor de monooxigenases dependentes do citocromo P-450;
DEM ¢ inibidor de S-transferases de glutatiom (STG) e monooxigenases; e DEF ¢ inibidor
de esterases e STG (FOURNIER et al., 1987).

3.7.1. Estimativa da "concentragao subletal maxima" para sinergistas

Esta concentracao foi estimada utilizando-se a linhagem suscetivel de P. macropilis.

Em um tubo de vidro de 10 cm x 1,2 cm de didmetro, foram colocados e distribuidos
200 pL  de solucdo acetbnica de cada um dos sinergistas. Apés a secagem, foram
transferidas cinco fémeas adultas de P. macropilis para cada tubo. Em seguida os tubos
foram fechados com parafilm e colocados nas caixas pretas descritas anteriormente. A
avaliagdo da mortalidade foi realizada apds a exposicdo dos acaros aos sinergistas por um
periodo de 4 h. Foram testadas primeiramente quatro concentragbes de cada sinergista,
utilizando-se cinco tubos para cada concentracao.

3.7.2. Bioensaio com sinergistas

Foram colocados 200 pyL de solugédo acetdnica de um dos sinergistas em tubos de
vidro de 10 x 1,2 cm de didametro, distribuindo-se a solugcéo por toda superficie interna do
tubo e deixando secar.

As concentragdes dos sinergistas DEM e DEF utilizadas no experimento, tanto para
a linhagem suscetivel como para a resistente, foram equivalentes as concentracoes
subletais maximas estimadas para cada sinergista. No caso do sinergista PBO, a
concentracao subletal maxima foi usada na linhagem R e metade na linhagem S, pois o
mesmo mostrou-se mais letal na linhagem S. Posteriormente, aproximadamente 5 fémeas
adultas de P. macropilis foram introduzidas em cada tubo. Apods a transferéncia dos
predadores, os tubos foram fechados com parafiime, para impedir a fuga dos mesmos, e
deixados nas caixas pretas, em contato com o sinergista, por um periodo de 4 h (SATO et
al., 2001). Apos esse periodo, os acaros foram transferidos para arenas com folha de feijao-
de-porco e submetidos a aplicagcao de fenpropatrina. Em seguida, foram transferidos para
outros tubos, previamente tratados com 200 pyL de solugdo aquosa de fenpropatrina,
contendo um pedago de folha de feijao-de-porco de 1 cm X 1 cm infestada com T. urticae,
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que foram fechados com parafilme. Foram utilizados cinco tubos para cada concentragao de
fenpropatrina.

A mortalidade foi avaliada apés 24 horas. No caso da testemunha, os acaros foram
tratados com o sinergista e em seguida transferidos para tubos previamente tratados apenas
com acetona (padréo analitico).

Foram obtidas as curvas de regressdo concentragdo-mortalidade e as ClLso, para
fenpropatrina, realizando-se o tratamento em acaros das linhagens R e S de P. macropilis,
previamente tratados ou n&o com sinergistas. Foram utilizadas 5 concentragbes do
piretréide para a obtencao das curvas de concentragao-resposta.

As curvas obtidas nos testes com e sem sinergistas foram comparadas para verificar
a influéncia dos mesmos na mortalidade dos acaros.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Toxicidade dos produtos em P. macropilis

A Tabela 2 mostra os resultados dos testes realizados com 12 produtos, incluindo
diferentes grupos quimicos, com diferentes modos de agéo, listados conforme classificacéo
do IRAC — BR. Foram estimados valores de CLso para as linhagens R e S de P. macropilis.

Para o grupo dos piretréides (moduladores de canal de sddio), a linhagem R
mostrou-se tolerante a bifentrina, com ClLso = 4.039,98 mg i.a./L e deltametrina, CLso =
150,81 mg i.a./L, concentragdes essas muito superiores as recomendadas.

Nos testes com fenpropatrina, a linhagem R mostrou-se 5.348,35 vezes mais
resistente que a linhagem S. A CLso de fenpropatrina (2.032,36 mg i.a./L) para linhagem R
corresponde a uma concentracdo 10 vezes superior a concentracdo recomendada para o
controle do acaro-rajado em morangueiro no Brasil (AGROFIT, 2012).

Os resultados dos testes para os outros grupos quimicos mostraram suscetibilidade
de acaros da linhagem R a acefato, abamectina, milbemectina, etoxazol, diafentiuron,
propargito, clorfenapir e fenpiroximato. Para esses produtos a CLso foi inferior a
concentragdo recomendada para o controle de T. urticae e outras pragas no Brasil.
(AGROFIT, 2013). No caso de propargito, a ClLso foi ligeiramente superior a sua
concentracao recomendada. Esse fato pode estar associado a tolerdncia natural da espécie
ao acaricida (AMIN; MIZELL; FLOWERS, 2009).

Estes resultados mostram que a maior tolerancia a produtos quimicos na linhagem R
de P. macropilis estudada se limita basicamente ao grupo dos piretréides, tendo pouca
influéncia sobre os outros grupos quimicos.
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Tabela 2. Toxicidade de diferentes produtos quimicos para P. macropilis.

Ingr. Ativo I'\;;c;irgt?/r;_c;. Linh. Fase n CLS&%%.E/S'/L) Coefic. Ang. 2EP  x2 g.l.
acefato 750,0 R A 222 ( 1,912%’70;9 " 0,71£0,35 313 3
bifentrina 30,0 R A 285 4,‘(‘)-:‘:_?;5:’;’%85,99) 0,7840,24 276 3
deltametrina  12,5-500 R A 267 1 6’1054‘2'18;0,38) 1,63£0,21 094 3
fenpropatrina 195,0 R A2 4272,-;’73_25;%7, 49) 1,46£0,28 1,86 3

s A 255 (o,o%?'f, 1) 0,58£0,23 039 3
abamectina 9,0-13,5 R A 242 (2.36387) 1,63£0,22 511 3
milbemectina  10,0-20,0 R A 250 (0,0%_1(;’, 12) 3,76£0,48 0012 3
etoxazol 49,5 R O 278 (0,0‘5”_'1’?,39) 1,0920,46 222 3
diafentiuron 400,0 R A 143 (33,32121,73) 4,90:0,85 116 3
propargito 216,0 R A 232 " 40?5757_’89;0, 16) 0,88£0,20 263 3
clorfenapir 72,0-120,0 R A 227 (2,631’_2;’75) 2,730,42 0,29 3
fenpiroximato 50,0 R A 237 (5,91;_’2218,3 " 12,300,44 1,75 3

R=resistente; S=suscetivel; A=adulto; O=ovo; n=numero total de acaros usados; g..=graus de
liberdade

Em teste com ovos de P. macropilis R, ndo houve mortalidade significativa em
concentragcdes iguais ou inferiores a 2.400 mg i.a./L para fenpropatrina. Para
espiromesifeno, concentragdes inferiores a 300,0 mg i.a./L ndo causaram mortalidade em
ovos de P. macropilis. Avaliagbes preliminares indicaram que espiromesifeno pode causar
mortalidade em larvas. Veronez et al. (2009) observaram 25% de ovos inviaveis apos
exposicao de acaros P. macropilis ao mesmo produto, em uma concentragdo dentro da faixa

recomendada para a cultura do morangueiro (600,0 a 720,0 mg i.a./L).
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Taxas de 100% de mortalidade de P. macropilis foram observadas por Brito et al.
(2006b) para abamectina e Poletti (2007) para fenpropatrina, nas concentragdes
recomendadas para controle de T. urticae em morangueiro no Brasil.

Costa et al. (2012) observaram 92% de mortalidade de P. macropilis para
fenpiroximato (7,0 mg i.a./L), 68% para abamectina (72,0 mg i.a./L), 24% para propargito
(216,0 mgi.a./L) e 60% para fenpropatrina (195,0 mg i.a./L).

Veronez et al. (2009) obtiveram 100% de mortalidade para fenpropatrina,
abamectina, propargito, fenpiroximato, usando as concentra¢des recomendadas para cultivo
de morangueiro no Brasil. Amin et al. (2009) realizaram um estudo utilizando uma linhagem
de P. macropilis, oriunda de uma populagdo selvagem, encontrada se alimentando de
acaros rajados em Monticello, Flérida, e mantida em laboratério. Os pesquisadores
observaram 100% de mortalidade para fenpropatrina (138 mg i.a./L) e 5% para acefato
(1.132,5mg i.a./L). Essa linhagem mostrou-se tolerante a acefato e suscetivel a
fenpropatrina, resultado oposto ao observado no presente trabalho. Aparentemente, a
tolerancia do predador a esses 2 produtos n&o seria caracteristica da espécie, mas
resultado da exposigao prévia das populagdes originais aos referidos produtos. O acaricida
abamectina causou alta mortalidade (CLso = 0,7513 mg i.a./L), enquanto propargito mostrou-
se pouco toxico ( CLso =8.917,0 mgi.a./L).

Poletti e Omoto (2012), em testes com deltametrina, registraram CLso = 0,3 mgi.a./L
para P. macropilis e CLso = 970,1 mg i.a./L para N. californicus (razéo de tolerancia de 3.000
vezes). Os autores encontraram, também, alta variabilidade na sucetibilidade a deltametrina
em 3 populagdes de P. macropilis coletadas em cultivos protegidos de crisantemo, rosa e
gérbera (razbes de resisténcia de até 3.500 vezes), resultado provavelmente da alta
exposicao dos predadores a produtos quimicos nesse tipo de cultivo.

A capacidade dos fitoseideos de tolerar uma certa quantidade de uso de produtos
quimicos pode ser um fator-chave para decidir se eles podem ser usados com sucesso para
controlar acaros em sistemas de cultivos perenes (McMURTRY et al.,, 1970; AMANO;
CHANT, 1990; CROFT, 1990). E uma consideragdo muito importante em programas de
controle biolégico (NYROP et al., 1998).

Muitas vezes, as diferentes espécies de fitoseideos terao diferentes tolerancias a
certos produtos quimicos e essa informacao pode ser muito util na selecdo de produtos
quimicos para uso em programas de MIP em culturas perenes (WATVE; LIENK, 1975).

Rezende et al. (2013) avaliaram a toxicidade letal de abamectina e dimetoato sobre
duas populagdes de P. macropilis, uma oriunda de cultivo convencional de morango da
regiao de Barbacena-MG e a outra proveniente de casa de vegetagdo do campus da
Universidade Federal de Vigosa. Foram encontrados valores muito similares de CLsp para
abamectina (19,6 mg i.a./L para Vigosa e 18,3 para Barbacena). Para dimetoato a populagéo
de Barbacena mostrou-se 9,4 vezes mais resistente.
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Por outro lado, a resisténcia multipla tem sido encontrada com frequéncia em
populagdes de P. persimilis coletadas em campo em alguns paises da Europa (CROFT,
1990).

Casos de resisténcia de acaros fitoseideos também foram relatados para as
espécies Amblyseius fallacis (Garman), Metaseiulus occidentalis (Nesbitt), P. persimilis e
Typhlodromus pyri (Scheuten) (CROFT, STRICKLER, 1983; HOY, 1985). Isto pode ser
explicado porque algumas espécies de acaros fitoseideos apresentam fatores intrinsecos
como taxas reprodutivas elevadas, pseudo-arrenotoquia que favorece aumento da
densidade génica de individuos resistentes a produtos quimicos (CROFT; VAN de BAAN,
1988; McMURTRY; CROFT, 1997).

Em regides produtoras de uva no sul da Franga, Bonafos et al. (2007) coletaram
populagdes de acaros predadores T. pyri e Amblyseius andersoni (Chant) e detectaram altos
niveis de resisténcia aos piretroides deltametrina e lambda-cyhalotrina. De acordo com
esses autores, o desenvolvimento da resisténcia nessas espécies de predador sob
condi¢cdes de campo desempenha um papel importante na sua conservagdo em regides de
producdo comercial de uva, contribuindo para o sucesso dos programas de manejo
integrado de 4caros fitéfagos.

A resisténcia de N. californicus a inseticidas organofosforados foi documentada em
pomares comerciais de macd no Uruguai (CROFT et al, 1976). A monitorizacdo da
resisténcia aos produtos quimicos seria util para proteger os inimigos naturais nas culturas
vegetais comerciais.

Yang et al. (2002) observaram a ocorréncia de resisténcia cruzada entre bifentrin e
dimetoato em Oligonychus pratensis (Banks) e T. urticae.

O acaro predador Neoseiulus longispinosus (Evans) (Acari: Phytoseiidae), um agente
importante para o controle bioldégico de acaros nas hortalicas no sul da China, foi estudado
por Zhao et al. (2013). Os autores demonstraram em condi¢des de bioensaios de laboratério
a resisténcia de trés linhagens de A. longispinosus para fenpropatrina, clorpirifés e
abamectina. As razbes de resisténcia (RRso) foram 592-865; 282-380 e 25,8-31,6,
respectivamente. A concentracdo recomendada para campo e a concentracao testada foram
comparadas e a seguranc¢a dos produtos quimicos para A. longispinosus foi avaliada. Este
estudo forneceu informagdes Uteis para proteger os acaros predadores e usar produtos
quimicos, combinando os métodos de controle biologico e quimico. Os resultados foram o
primeiro relato de resisténcia de A. longispinosus na China.

Em linhagens de N. womersleyi (Acari: Phytoseiidae), selecionadas para resisténcia
e suscetibilidade a metidationa (organofosforado), Sato et al. (2000) encontraram alta
toxicidade em testes com bifentrina (piretréide), com valores de CLsp inferiores a 10 ppm,
tanto para a linhagem R quanto para a S, demonstrando n&o haver resisténcia cruzada entre
metidationa e bifentrina.



32

Informacdes conflitantes reportadas na literatura podem causar confusao entre os
praticantes do MIP. Em relacédo ao T. urticae, resultados contrastantes séo devidos ao fato
de os estudos serem conduzidos com acaros de diferentes niveis de exposi¢ao a inseticidas
e, portanto, com diferentes niveis de resisténcia (AKO et al, 2006). Em relagdo a P.
persimilis, discrepancias podem ser devidas a muitos fatores, como histérico de exposicao
da linhagem e metodologia adotada nos testes toxicolégicos. Muitos estudos sao
conduzidos em linhagens comerciais (p.ex. ZHANG; SANDERSON, 1990; OOMEN, 1991;
SPOLLEN; ISMAN, 1996; SHIPP et al, 2000; CLOYD et al 2006; LIBURD et al 2007), muitas
vezes selecionadas para uma resisténcia (SCHULTEN et al, 1976; HASSAN, 1982;
FOURNIER, 1987; OOMEN et al, 1991).

Sato et al. (2005) reportaram possivel resisténcia cruzada entre milbemectina e
abamectina em T. urticae. Esses resultados mostraram declinio proporcional das
frequéncias de resisténcia a milbemectina e abamectina, corroboram com a hipétese de

resisténcia cruzada entre esses acaricidas.

4.2. Resisténcia de T. urticae e P. macropilis ao acaricida fenpropatrina

Na Tabela 3 verifica-se as CLso de fenpropatrina estimadas para as linhagens de T.
urticae e P. macropilis estudadas.

A CLso de fenpropatrina estimada para a populagao de T. urticae R foi de 896,73 mg
i.a./L, o que equivale a aproximadamente 5 vezes a concentragdo recomendada para
controle do acaro em morango no Brasil (AGROFIT, 2012).

As populagdes de praga e predador, coletadas em areas com diferentes sistemas de

producao, apresentaram frequéncias de resisténcia diferentes.

Tabela 3. Toxicidade de fenpropatrina para T. urticae e P. macropilis

Espécie/ n Clso (mgi.a./lL) Coeficiente X2 g.l. RR

Linhagem (1C95%) Angular £ EP

T. urticae R 300 896,73 1,47+0,19 1,54 3 49,82
(704,98-1.190,28)

T. urticae S 240 18,00 1,58+0,19 1,45 5 1

(13,83-23,94)

P. macropilis R 143 2.032,36 1,46+0,28 1,86 3 5.348,35
(1.427,97-3.287,49)

P. macropilis S 255 0,38 0,58+0,23 0,39 3 1

(0,00-2,18)

R=resistente; S=suscetivel; n= nimero de acaros; g.l.= graus de liberdade; RR=raz&o de
resisténcia (CLso da linhagem resistente / CLso da linhagem suscetivel).
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Em T urticae a razédo de resisténcia, comparando-se a populagdo R coletada em
cultivo convencional de morango, com a S coletada em cultivo de chuchu isento de produtos
quimicos, foi 49,8.

Na linhagem R de P. macropilis, a CLso de fenpropatrina foi de 2.032,36 mg i.a./L,

equivalendo a aproximadamente 10 vezes a concentragdo recomendada para controle de T.
urticae em morangueiro (195 mg i.a./L). Em contrapartida, a populagdo S de P. macropilis foi
extremamente suscetivel (CLso = 0,38mg i.a./L). A raz&o de resisténcia foi de 5.348,35 para
P. macropilis. A populacdo de P. macropilis que originou a linhagem R usada nesse estudo
foi obtida em uma condigao particular. O produtor havia aplicado fenpropatrina alguns dias
antes da coleta dos acaros, o que pode explicar a alta frequéncia de resisténcia observada
nessa linhagem, resultando em uma razdo de resisténcia maior do que a verificada na
linhagens de T. urticae.

O acaro-rajado T. urticae e o predador P. persimilis s&o amplamente espalhados por
toda a area do Mediterraneo. Interagdes predador-presa em culturas podem ser afetadas
por agrotoxicos usados para controlar outras pragas, e, portanto, o conhecimento dos
efeitos colaterais dos produtos quimicos é essencial na gestdao de populagbes da praga
segundo o0 manejo integrado de pragas (MIP). Estudos toxicoldgicos avaliando os efeitos
dos produtos quimicos no predador juntamente com a presa pode prever melhor o seu
impacto sobre as comunidades de acaros (DUSO et al., 2008). Em populacbes de acaros
coletadas de vegetais livres de tratamento quimico na area do Mediterraneo (ilha de
Sardenha), os testes conduzidos pelos autores mostraram ser as piretrinas e rotenona mais
téxicas para P. persimilis que para T. urticae.

4.3. Estimativa da concentragao discriminatéria para P. macropilis

A concentragdo de 150 mg i.a./L, que causou mortalidade de praticamente 100% dos
acaros da linhagem S e nao afetou significamente os da linhagem R, foi escolhida para ser
usada no monitoramento da resisténcia a fenpropatrina em P. macropilis neste estudo.

As curvas de concentragao-resposta mostradas na Figura 11, foram obtidas
submetendo os resultados dos testes de toxicidade de P. macropilis (R e S) a analise de
Probit. As linhas verticais representam uma faixa de concentragao que pode ser usada para
o0 monitoramento da resisténcia em P. macropilis.
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Figura 11: Curvas concentragdo-resposta para as linhagens S e R de P. macropilis. O intervalo entre
as linhas tracejadas mostra as concentragbes onde ocorre 100% de mortalidade dos acaros da
linhagem S sem afetar os da linhagem R.

4.4. Estudos sobre estabilidade da resisténcia de P. macropilis a fenpropatrina

Os resultados indicam que a resisténcia a fenpropatrina é instavel em auséncia de
presséao de selegao (Figura 12).

Para fenpropatrina a frequéncia de acaros resistentes decresceu significativamente
ao longo do tempo, variando de 75,0 a 24,5% nos primeiros 6 meses, indicando custo
adaptativo para a linhagem R. Nos 6 meses seguintes a frequéncia de resisténcia oscilou
entre 18,94% e 31,86%, apresentando menor tendéncia de queda.

Os resultados do estudo sobre a estabilidade da resisténcia mostraram ocorréncia
de custo adaptativo para a linhagem R, o que indica tartar-se de resisténcia metabdlica.

Em T urticae, a resisténcia a milbemectina e abamectina mostrou-se instavel
(Nicastro, 2009).

Flexner et al. (1988) observaram que a resisténcia a cyhexatin declinou rapidamente
quando aplicagcbes de campo foram cessadas.
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Figura 12: Frequéncia de resisténcia a fenpropatrina em P. macropilis em laboratério.

Tian et al. (1992) sugerem que diferengas no tempo de reversdo da resisténcia
podem ser influenciadas por fatores ecolégicos, como a presencga de plantas hospedeiras
alternativas, onde nao sao feitas aplicagdes de acaricidas, o que pode ser vantajoso para o
manejo da resisténcia. Essas plantas hospedeiras do acaro-praga serviriam de refugio para
as populacoes suscetiveis.

4.5. Bioensaios com sinergistas

4.5.1. Estimativa da “concentracao subletal maxima” para sinergistas

Dentre as concentragcbes de sinergistas testadas na populagdo S de P. macropilis,
foram escolhidas as que causaram mortalidade préxima a observada na testemunha.

No bioensaio com sinergistas foram usadas as concentragbes de sinergistas
descritas a seguir:
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DEM = 0,28uL/mL

DEF =0,02uL/mL

PBO = 0,13uL/mL e 0,065 pL/mL

No caso do PBO foi necessario utilizar duas concentragbées do sinergista, uma nos
testes com a linhagem R (0,13pL/mL) e outra nos testes com a linhagem S (0,065 uL/mL),
uma vez que a concentragcdo maior mostrou-se mais letal na linhagem S.

Vidal e Kreiter (1995) estimaram uma concentracdo subletal maxima de 0,70 pyL/ml
para PBO, e de 0,04 uL/ml para DEF, utilizando uma populagao de P. persimilis suscetivel a
inseticidas. Neste experimento, os acaros predadores também foram expostos aos
sinergistas via contato residual.

4.5.2. Bioensaio com sinergistas

Os resultados do bioensaio com sinergistas sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Toxicidade de fenpropatrina para P. macropilis e efeitos sinergisticos de DEM, DEF e
PBO.

Linhagem Coef. Ang.

(+sinergista) n CLso (1C95%) + EP X2 g.l. RR RS
R 143 uororssa74e) 1462028 186 3 534832 -
RDEM 17 13215953_%%8,75) 1216036 223 2 - 1,08
REDEF 114 (g0 2e%on o) 165049 0419 2 - 586
RPBO 125 (ssg71ioa0o4 19040 018 2 - 216
s 255 0.002.18) 0,58:023 039 3 1 :
S+DEM 126 (070%937, 37) 061033 1,14 3 - i
S+DEF 175 (0.002,05) 058026 009 3 . .
S+PBO 68 (o,o%?sej 44) 0,39:021 006 3 - .

R=resistente; S=suscetivel; n= niumero de acaros usados; gl= graus de liberdade; RR=raz&do de
resisténcia (CLso da linhagem resistente / CLso da linhagem suscetivel); RS=razdo de sinergismo
(CLso sem sinergista / CLso com sinergista).
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O maior efeito sinergistico foi observado para DEF (inibidor de esterases e STG),
sobre a linhagem resistente do acaro, com uma razao de sinergismo de 5,86 vezes.

O sinergista PBO (inibidor de monooxigenases dependentes do citocromo P-450)
também demonstrou efeito significativo no decréscimo da CLso de fenpropatrina na linhagem
R, porém, com influéncia menor que a observada para DEF. A razdo de sinergismo para
PBO foi 2,16.

O sinergista DEM (inibidor de S—transferases de glutatiom e monooxigenases) nao
demonstrou efeito no decréscimo da CLso de fenpropatrina na linhagem R.

Os sinergistas ndo apresentaram um efeito significativo sobre a toxicidade de
fenpropatrina, quando utilizados na linhagem S do fitoseideo, baseando-se na sobreposicao
dos intervalos de confianga (IC95%) das concentragdes letais 50% (CLso) dos tratamentos
com o sinergista (S + sinergista) e sem sinergista (S).

Sabe-se que a resisténcia a metidationa (organofosforado) in N. womersleyi pode ser
devida a um unico gene (HAMAMURA, 1987). Em bioensaios com sinergistas, Sato et al.
(2001) verificaram que PBO apresentou o maior efeito sinergistico, com redugao na razao
de resisténcia de 303 para 39,4 vezes, sugerindo que a resisténcia foi causada
principalmente por um aumento na degradacdo pela monooxigenase dependente do
citocromo P450. Os sinergistas DEM e DEF também mostraram algum efeito no decréscimo
da CLsp de metidationa na linhagem R. O sinergista DEF causou redugado de quase 58% na
CLso, porém o nivel de resisténcia continuou alto, indicando contribui¢cao relativamente baixa
de esterases para a resisténcia.

O uso do sinergista PBO em bioensaio com fenpiroximato, conduzido por Lima
(2012), resultou na reducdo da ClLso de Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) (Acari:
Phytoseiidae), predador do acaro-da-necrose-do-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer (Acari:
Eriophyidae), com raz&o de sinergismo de 26 vezes.

Tirello et al. (2012) investigaram duas linhagens de T. urticae coletadas em roseiras
onde foram relatadas falhas de controle para diversos acaricidas (SAN e PSE), em conjunto
com uma linhagem coletada a partir de vegetais isentos de uso de produtos quimicos
(BOSA). A linhagem PSE provou ser altamente resistente a abamectina (RRso = 1.294,1).
Ensaios enzimaticos mostraram que as linhagens resistentes exibiram 2,66 e 1,95 vezes
maior actividade de monooxigenases dependentes do citocromo P-450 (MFO) em
comparagao com a linhagem suscetivel. Ensaios para glutationa S-transferase revelaram
que apenas a linhagem SAN exibiu uma actividade significativamente mais elevada (2,2
vezes). Em contraste, apenas a linhagem PSE mostrou uma maior atividade de
carboxilesterases (1,69 vezes).

Stumpf e Nauen (2002) sugeriram o envolvimento de monooxigenases dependentes
do citocromo P450 (MFQO) e glutationa S-transferase na detoxificagdo metabdlica de
abamectina em T. urticae.
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Mudancas na suscetibilidade e na atividade enzimatica de detoxificagdo em
amostras de laboratério de O. pratensis e T. urticae, expostos a bifentrina ou lambda-
cialotrina (piretréides) ou dimetoato (organofosforado) foram relatadas por Yang et al (2002).
Os autores constataram decréscimos na suscetibilidade das trés linhagens de O. pratensis,
expostas a bifentrina, lambda-cialotrina (piretréides) e dimetoato (organofosforado),
associados a aumentos de 4,7, 3,0, e 3,6 vezes na atividades de esterases,
respectivamente. Em T. urticae observaram decréscimo na sucetibilidade nos grupos
expostos aos piretroides, com aumento de 1,3 e 1,1 na atividade de esterases,
respectivamente. A atividade das esterases foi significativamente maior nos acaros expostos
aos piretréides do que nas linhagens suscetiveis. Esses resultados sugerem o envolvimento
de esterases na resisténcia a piretréides nesses acaros.

Também mudangas na suscetibilidade e na atividade enzimatica induzidas pela
mudancga de planta hospedeira foram estudadas por Yang et al. (2001) em T. urticae. Os
autores constataram que, ao transferir os acaros de plantas de feijao para plantas de
pepino, ocorreu um aumento na suscetibilidade aos piretroides bifentrina e lambda-
cialotrina, com redugao na atividade de esterase e GST.

Uma linhagem resistente a varios ingredientes ativos de T. urticae coletada em
campo, exibindo alta resisténcia a bifentrina foi estudada por Van Leeuwen e Tirry (2007).
Em teste com o sinergista DEF a linhagem R mostrou-se mais suscetivel e apresentou alta
atividade de esterase.

Sao dados importantes em termos de perspectiva de utilizagdo em programas de
manejo integrado. Em se tratando de predador, é interessante que a resisténcia permaneca
na populacdo em auséncia de presséo de selecao, garantindo a manutenc¢ao do predador
na lavoura caso ocorra uma eventual exposigdo ao produto quimico.

Avancamos também, com esses resultados, em dire¢cao a identificagcdo dos genes
responsaveis pela resisténcia a fenpropatrina em P. macropilis. para o futuro
desenvolvimento de linhagens resistentes.

Varias etapas envolvem o processo de implementagdo de resisténcia em inimigos
naturais, sendo necessario inicialmente realizar a identificagdo dos genes que governam a
resisténcia. A técnica de DNA recombinante mostra-se promissora, sendo este um dos
caminhos para a obtengcdo de linhagens resistentes de inimigos naturais. Desta maneira
busca-se contribuir para a reducdo do numero de pulverizagcbes com acaricidas,
acompanhando desse modo as exigéncias de um mercado cada vez mais exigente.

5. CONCLUSOES

O estudo conduzido com a linhagem R de P. macropilis mostrou resisténcia a
fenpropatrina (piretréide) e suscetibilidade aos outros grupos quimicos testados.
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Os resultados indicam que a resisténcia a fenpropatrina é instavel na auséncia de
pressdo de seleg¢do. Ocorre, porém, uma desaceleracdo na queda da frequéncia de
resisténcia, entre 25 e 30%.

A razdo de sinergismo de 5,86 para o sinergista DEF indica que esterases estdo
envolvidas no mecanismo de resisténcia de P. macropilis a fenpropatrina. O sinergista PBO
também mostrou efeito na reducdo da CLso. Em se tratando de resisténcia metabdlica, é
possivel que mais de um grupo de enzimas esteja contribuindo para a detoxificacdo da
fenpropatrina.
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