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RESUMO : O objetivo deste trabaho foi evidenciar preliminarmente os mecanismos biogquimicos de
resisténcia a inseticidas fosforados em populacdes de L. coffeellum. O estudo dos provaveis mecanismos
bioguimicos de resisténcia desta praga aos inseticidas foi feito através do uso de concentracOes letais
discriminatérias de inseticidas em mistura com sinergistas, determinadas para a populacéo susceptivel. Os
sinergistas butéxido de piperonila e dietil-maleato suprimiram significativamente a resisténcia, sugerindo
que destoxificacdo metabdlica por monooxigenases dependentes de citocromo P-450 e glutationaS-
transferases sgjam os principais mecanismos de resisténcia de L. coffeellum a inseticidas fosforados, com um
menor envolvimento de esterases, 0 que indica também um possivel desenvolvimento de resisténcia multipla
a estes compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Sinergista, mecanismo de resisténcia, L. coffeellum

ABSTRACT: The objective of this study was preliminarly identify the biochemica mechanisms of
insecticide resistance of Leucoptera coffeellum. The study of the probable resistance mechanisms of L.
coffeellum. Was carried out using bioassays with insecticide plus sinergyst to identify the probable main
detoxification enzymes involved in the resistance. The sinergysts piperonyl-butoxide and diethyl-maleate
significant suppressed the resistance, suggesting that detoxification by cytochrome P-450-dependent
monooxygenases and glutathion-S-transferases are the main resistance mechanisms to organophosphates
insecticides in L. coffeellum; detoxification by esterases seem to play a minor role on organophosphate
resistance in this insect-pest, suggesting a possible case of multiple resistance.
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INTRODUCAO

PopulacBes de bicho-mineiro do cafeeiro resistentes aos inseticidas organofosforados fenitrotiom, fentiom,
diazinom e clorpirifés, foram constatadas na Tanzania (Bardner e Mcharo, 1988). No Brasil, Alves et al.
(1992) e Fragoso (2000) através de estudos de deteccéo, encontraram populagdes de L. coffeellum resistentes
a inseticidas em municipios produtores de café no estado de Minas Gerais. Conhecimentos toxicol 6gicos
sobre o efeito de praguicidas em organismos-praga sG0 importantes para 0 mangjo da resisténcia,
primordialmente na identificacdo, escolha e adocdo de téticas adequadas de uso destes compostos, que
buscam retardar a ocorréncia deste fendbmeno e, principalmente, prolongar a vida Util dos inseticidas. O uso
de snergistas, compostos que usados em doses ou concentragdes subletais aumentam a letalidade de
inseticidas (BRINDLEY e SELIM, 1984), tem tido importancia na evidenciagdo preliminar dos mecanismos
de resisténcia em artrOpodes (Brindley e Selim, 1984; Brattsten et al., 1986; Scott, 1990; Ishaaya, 1993; B-
Bernard e Philogene, 1993). Diante da evidéncia de populacbes de L. coffeellum resistentes a inseticidas
fosforados, associada a grande importancia deste grupo quimico para o controle dessa séria praga do
cafeeiro, dém da ndo existéncia de trabalhos sobre mecanismos de resisténcia, este trabalho objetivou
determinar preliminarmente os provaveis mecanismos bioguimicos de resisténcia aos inseticidas clorpirifos,
dissulfotom, etiom e paratiom-metilico.

MATERIAL E METODOS

Para deteccdo de populacbes de L. coffeellum resistentes aos inseticidas, foi usada como padréo de
suscetibilidade uma populacdo de Vigosa, aém de dez populactes provenientes das regides produtoras de
café do Triangulo Mineiro, Alto do Jequitinhonha, oeste e sul do estado de Minas Gerais. Nestes locais
foram coletadas folhas minadas e pupas para o estabelecimento da criacdo. As populagBes foram criadas em
gaiolas em casas de vegetacdo, alimentadas com mudas de café Catuai e Mundo Novo durante o periodo de
1998 e 1999, exceto o padrdo de suscetibilidade, que por situar-se préximo ao laboratério, as coletas para 0s
bioensaios foram feitas periodicamente no campo. Os compostos quimicos usados em grau técnico foram os
inseticidas fosforados clorpirifés, dissulfotom, etiom e paratiom-metilico, mais os sinergistas dietil-maleato,
trifenil-fosfato e butdxido de piperonila. Estes compostos foram diluidos em acetona em grau analitico.
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Foram feitos bioensaios com 3° instar larval do bicho-mineiro, com tamanho padronizado de 0,29 + 0,09 cm,
usando-se placas de Petri (9,0 x 1,5 cm) e papel-filtro impregnado com os compostos veiculados em acetona.
A proporgdo inseticidac sinergista usada foi 1:10. Primeiro foi colocado o inseticida sobre o papel-filtro e
apos a evaporacdo do solvente, foi colocado o sinergista. Os papéis-filtro secos foram colocados nas placas
de Petri, as quais receberam 20 lagartas/placa, com trés repeticdes para cada concentragdo. Cada curva de
concentragdo-mortalidade foi obtida a partir de cinco a sete concentracdes, determinadas preliminarmente
pelos ensaios de faixa de resposta. As placas de Petri foram mantidas a temperatura de 25 + 1 °C e umidade
relativade 70 £ 5 %, até o momento da avaliagdo da mortalidade dos espécimens. A mortalidade foi avaliada
apOs um periodo de exposicdo de seis horas. Essas concentracfes foram usadas na evidenciacéo de
sinergismo para cada inseticida. Os dados de mortalidade obtidos dos bioensaios de concentracéo-resposta
foram submetidos a andlise de probite. Para verificar se a mortalidade provocada por cada inseticida em
mistura com sinergista era significativamente diferente da mortalidade provocada apenas pelo inseticida,
aplicou-se o teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados das concentraces discriminatorias (CLgy) de inseticidas em mistura com sinergista ao 3° instar
larval de Leucoptera coffeellum para a populagéo suscetivel estéo apresentados no Quadro 1. Os respectivos
valores das CLg para cada inseticida foram utilizados na evidenciacdo dos mecanismos bioquimicos de
resisténeia. Os resultados de toxicidade dos inseticidas clorpirifés, dissulfotom, etiom e paratiom-metilico
isoladamente e em mistura com sinergista para as populagdes resistentes, estdo apresentados no Quadro 2.
Baseado nestes resultados, evidenciase o envolvimento de mais de um mecanismo bioquimico na
metabolizacdo de inseticidas em L. coffeelum, com possivel caso de resisténcia mdiltipla, em que mais de um
mecanismo de destoxificacgo conferindo resisténcia a diferentes compostos coexistem na mesma popul agao.
Dentre estes, evidenciou-se 0 envolvimento de monooxigenases dependentes do citocromo P-450 e
glutationa-S-transferases como principais mecanismos de resisténcia de L. coffeellum a inseticidas
organofosforados, evidenciados pelo o sinergismo de butéxido de piperonila e dietil-maleato (Quadro 2).
Trifenil-fosfato em funcéo de sua menor supressdo e em menos instancias, sugere um menor envolvimento
de esterases na destoxificagcdo metabdlica desses inseticidas. Portanto, além da possivel ocorréncia de
resisténcia multipla, h& também a possibilidade de estar ocorrendo resisténcia cruzada a outros inseticidas
organofosforados ou até mesmo a outras classes que apresentam 0 mesmo modo de acéo e que sdo
metabolizados por estes mesmos mecanismos bioquimicos de resisténcia.

O complexo enzimético formado por monooxigenases dependentes do citocromo P-450, possuem um grande
ndimero de substratos, catalizando vérios tipos de reacdes, principalmente de oxidacdo (BRATTSTEN et al.,
1986; Sonderlund e Broomquist, 1990; B-Bernard e Philogene, 1993). Essas enzimas atuam
preferencialmente metabolizando substrato lipofilico a produtos com maior solubilidade em agua ou com
grupos funcionais reativos, capazes de efetuarem reagdes de conjugagao.

O metabolismo oxidativo tem sido reportado como um dos mais importantes mecanismos destoxificativos a
praticamente todas as classes de inseticidas (Brattsten et al., 1986; Sonderlund e Broomquist, 1990; Ishaaya,
1993). A maioria dessas evidéncias estdo embasadas no potencial do butéxido de piperonila e outros
compostos em inibir a agdo de monooxigenases dependentes do citocromo P-450 (Brattsten et al., 1986;
Sonderlund e Broomquist, 1990; Ishaaya, 1993). Todavia, com uma maior atividade destas enzimas, alguns
compostos pré-inseticidas, como por exemplo paratiom-metilico, sofrem ativagdo a metabdlitos mais
reativos, com substancial aumento da toxicidade (Wilkinson, 1983). Este fato pode estar associado a
efetividade de controle desse inseticida em algumas regides, onde ndo foi constatada resisténcia a esse
produto.

O complexo glutationa-S-transferase apresentou também efetiva participacéo no metabolismo dos inseticidas
estudados, constatado pela inibicdo causada pelo sinergista dietil-maleato (Quadro 2). Assim como as
MONOoOoXigenases e esterases, estas enzimas sdo importantes metabolizadoras de inseticidas organofosforados
(Motoyamacet al., 1980; Dauterman, 1983; B-Bernard e Philogéne, 1993).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos com 0 uso de sinergistas sGo de natureza preliminar, necessitando de estudos
adicionais para que possam ser consolidados os padrdes de resisténcia cruzada e resisténcia mdltipla em
populacdes de bicho-mineiro do cafeeiro, possibilitando o desenvolvimento de estratégias efetivas para o
controle dessas popul acdes, 0 que sera objeto de estudo em futuras investigacdes.
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Quadro 1 - Toxicidade de inseticidas em mistura com sinergistaao 3° instar larval de Leucoptera coffeellum para a popul agéo suscetivel (Vigosa).
c

Inseticida + sinergista N Inclinagio +EPM  Clg, (IC 95%) myi.a/cm®  Cle (IC95%) mi.a/cm’  RS* Prob.
Clorpirifés + Dietil-maleato 360 0,69 +0,07 0,004 (0,003-0,005) 0,020 (0,016-0,029) 325 079 093
Clorpirifés + Butoxido de piperonila 280 1,03 +0,08 0,005 (0,004-0,006) 0,016 (0,013-0,022) 260 502 0,16
Clorpirifés + Trifenil-fosfato 300 1,00 +0,09 0,003 (0,003-0,004) 0,011 (0,009-0,014) 433 155 067
Dissulfotom + Dietil-maleato 360 0,89 +0,04 0,023 (0,017-0,031) 0,140 (0,079-0,458) 047 895 006
Dissulfotom + Butéxido de piperonila 300 0,85 +0,11 0,036 (0,031-0,043) 0,206 (0,146-0,338) 030 570 012
Dissulfotom + Trifenil-fosfato 360 0,83 +0,05 0,028 (0,020-0,038) 0,142 (0,085-0,424) 039 891 006
Etiom + Dietil-maleato 300 0,86 +0,07 0,820 (0,718-0,921) 3,757 (2,825-5,737) 375 236 050
Etiom + Butéxido de piperonila 300 0,81 +0,11 77,562 (70,141-84,920) 239,190 (184,032-386,095) 0,03 553 0,13
Etiom + Trifenil-fosfato 420 0,38 +0,02 4,342 (3,209-5,679) 293,287 (163,837-651,600) 0,71 320 0,66
Paratiom + Dietil-maleato 300 0,88 +0,07 0,013 (0,011-0,015) 0,076 (0,053-0,131) 176 442 021
Paratiom + Butdxido de piperonila 360 0,70 +0,06 0,014 (0,012-0,016) 0,071 (0,053-0,1070) 164 560 0,23
Paratiom + Trifenil-fosfato 360 0,81 +0,05 0,011 (0,009-0,012) 0,081 (0,058-0,132) 209 274 060

*RS = Raz&o de sinergismo (CL s inseticida ndo-sinergizado , CL s inseticida sinergizado).

Quadro 2. Mortalidade de larvas de Leucoptera coffeellum pela CL gy de inseticidas com e sem adicdo de sinergistas para popul acdes resistentes

Populagdo % Mortalidade
Dissulfotom Dissulfotom + Dissulfotom + Trifenil-fosfato Dissulfotom + Dietil-maleato
Butéxido de piperonila
Araguari 7,00 93,00* 23,00 36,00*
Bambui 17,50 88,00* 52,00* 63,00*
Cambuquira 59,00 79,00* 51,00 95,00*
Caparad 90,00 100,00 92,00 73,00*
Capelinha 81,00 86,73 69,14 76,84
Guiricema 20,20 96,00* 50,00* 61,00*
Patrocinio 55,10 89,00* 20,00* 29,00*
Etiom Etiom + Butdxido de piperonila Etiom + Trifenil-fosfato Etiom + Dietil-maleato
Araguari 21,00 41,00* 0,00* 25,00
Bambui 15,00 76,00* 57,00* 8,00
Capelinha 29,25 90,91* 51,51* 89,89*
Patrocinio 29,25 35,00 12,00 42,00
Paratiom-metilico _Paratiom-metilico + Butéxido de piperonila__ Paratiom-metilico + Trifenil-fosfato  Paratiom-metilico + Dietil-maleato
Araguari 10,02 22,00 24,00 26,00
Bambui 76,75 44,00* 54,00* 45,00*
Patrocinio 14,00 40,00* 10,00 24,00
Clorpirifés Clorpirifés + Butéxido de piperonila Clorpirifés + Trifenil-fosfato Clorpirifés + Dietil-maleato

Araguari 65,30 52,00 48,00 50,00

*Mortalidade significativamente diferente da mortalidade causada na mesma populagéo, pelo o inseticida utilizado isoladamente baseado no teste Dunnett a 5% de
probabilidade.
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