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RESUMO

LIMA, T.L. Caracterizagdo e monitoramento da resisténcia de Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) ao inseticida pirimifés-metilico. Sdo Paulo-SP.
2017. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Biologico.

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, é uma das principais pragas do
milho armazenado. O uso indiscriminado de inseticidas tem levado a selecdo de
populacBes de insetos resistentes aos principais inseticidas utilizados para o seu
controle. Este trabalho teve por objetivos: avaliar a suscetibilidade de diferentes
populagbes de S. zeamais, coletadas principalmente no estado de S&o Paulo, ao
inseticida pirimifés-metilico; conduzir estudos sobre caracterizacdo da resisténcia ao
inseticida com o uso de sinergistas (inibidores enzimaticos); e avaliar o comportamento
de linhagens suscetiveis e resistentes de S. zeamais em graos de milho. Foram avaliadas
quatro populactes de S. zeamais para a avaliacao da suscetibilidade a pirimifés-metilico,
com estimativa das concentracbes letais 50% (CLsy) € 95% (ClLgs), e para o
estabelecimento de uma concentragdo diagnostica para 0 monitoramento da resisténcia
ao inseticida. Avaliou-se a frequéncia da resisténcia a pirimifés-metilicos em oito
populacdes/linhagens de S. zeamais, procedentes dos seguintes municipios:
Votuporanga, Assis, Piracicaba, Ribeirdo Preto, Campinas, Morrinhos, Avaré e Sao
Paulo. Foram conduzidos, também, testes de toxicidade com os sinergistas PBO
(butdéxido de piperonila), DEM (dietili maleato) e DEF (S,S,S tributilfosforotritioato),
utilizando-se a linhagem mais resistente (S&o Paulo) de S. zeamais a pirimifés-metilico.
Além disso, estudou-se o comportamento de linhagens resistente (R) (Sdo Paulo) e
suscetivel (S) (Assis) a pirimifés-metilico em grdos de milho, avaliando-se o consumo de
graos e taxa reprodutiva dos insetos. Os resultados mostraram variabilidade entre as
populacdes avaliadas de S. zeamais, quanto a suscetibilidade ao inseticida pirimifés-
metilico, tendo sido detectada uma populagéo procedente de Sao Paulo, com intensidade
de resisténcia de aproximadamente cinco vezes e 69% de insetos resistentes ao
inseticida. Os testes com sinergistas indicaram envolvimento de enzimas
metabolizadoras, com destaque para as esterases, na resisténcia de S. zeamais a
pirimifds-metilico. As linhagens de S. zeamais suscetivel (Assis) e resistente a pirimifés-
metilico (S&o Paulo) causaram danos semelhantes aos grdos de milho. A linhagem
resistente a pirimifés-metilico (Sao Paulo) apresentou adultos de menor peso, porém,
com maior taxa de crescimento populacional, em relacdo a suscetivel (Assis), em gréos
de milho.

Palavras-chave: gorgulho-do-milho, praga de grdos armazenados, controle quimico



ABSTRACT

LIMA, T.L. Characterization and monitoring of pirimiphos-methyl insecticide resistance in
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Sdo Paulo-SP. 2016.
Dissertation (Master in Health, Food Safety and Environmental Agribusiness) - Instituto
Bioldgico.

The maize weevil, Sitophilus zeamais Motschulsky, is one of the main pests of stored
maize. The indiscriminate use of insecticides has led to the selection of insect populations
resistant to the main insecticides used for their control. The objectives of this research
were: to evaluate the susceptibility of different populations of S. zeamais, collected mainly
in the state of Sao Paulo, to the insecticide pirimiphos-methyl; conduct studies on the
characterization of resistance to insecticides with the use of synergists (enzyme
inhibitors); and evaluate the behavior of susceptible and resistant strains of S. zeamais in
grains maize. Four populations of S. zeamais were evaluated for susceptibility to
pyrimiphos-methyl, with estimation of 50% (LCs,) and 95% (LCgys) lethal concentrations,
and for the establishment of diagnostic concentration for the insecticide resistance
monitoring. The frequencies of pyrimiphos-methyl resistance were evaluated in eight
populations of S. zeamais collected in the following municipalities: Votuporanga, Assis,
Piracicaba, Ribeirdo Preto, Campinas, Morrinhos, Avaré and Sdo Paulo. Toxicity tests
were conducted with the synergists PBO (piperonyl butoxide), DEM (diethyl maleate) and
DEF (S, S, S tributylphosphorotriothioate) using the most resistant strain of S. zeamais to
pirimiphos-methyl. In addition, the behavior of pirimiphos-methyl resistant (R) (S&do Paulo)
and susceptible (S) (Assis) strains was studied in maize grains, evaluating the grain
consumption and the reproductive rate of the insects. The results showed a variability
among the populations of S. zeamais, for the susceptibility to the insecticide pirimiphos-
methyl, and a population from S&o Paulo, with resistance intensity of approximately five
times and 69% of resistant insects to the organophosphorus insecticide was detected.
The tests with the synergists indicated the involvement of metabolizing enzymes,
especially esterases, in the resistance of S. zeamais to pirimiphos-methyl. The S. zeamais
susceptible (Assis) and pirimiphos-methyl (S&o Paulo) resistant strains caused similar
damage to maize grains. The pirimiphos-methyl strain (Sdo Paulo) presented adults with
lower weight, but with a higher population growth rate, compared to the susceptible strain
(Assis), in maize grains.

Keywords: maize weevil, stored grain pest, chemical control.
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1. INTRODUCAO

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky 1885 (Coleoptera:
Curculionidae), destaca-se como uma das principais pragas do milho armazenado. Os
prejuizos oriundos de infestacdes de S. zeamais aos graos em armazenamento podem
ser causados tanto pelas larvas que se desenvolvem no interior dos graos, como pelos
adultos (SANTOS; FONTES, 1990; FARONI; SILVA, 2000).

Os principais prejuizos causados por S. zeamais sdo a perda de massa dos
graos, perda do poder germinativo, perda do valor nutritivo, redugcéo do padrdo comercial,
perda da qualidade por contaminacdo da massa de graos, alterando odor e sabor, além
da perda por contaminacao por fungos. Contaminacdes por fungos também podem estar
associadas aos danos causados nos graos por insetos, uma vez que a temperatura na
massa de gréaos se eleva favorecendo o crescimento de fungos. Graos infestados por S.
zeamais sdo comumente contaminados por Aspergillus flavus e aflatoxinas (CASTRO,
2011).

Em testes realizados por Campos e Bitran (1976), para avaliar o prejuizo
ocasionado pelo gorgulho do milho, foram registradas perdas de 33% no peso de grdos e
aproximadamente 95% de gréos atacados, apos 180 dias da infestacdo, mostrando a
importancia do manejo adequado dessa praga, uma vez que 0s insetos causam grandes
prejuizos econdmicos (PEDOTTI-STRIQUER, 2006).

Para o controle dos insetos-praga séo utilizadas grandes quantidades de
inseticidas quimicos. Porém, esses compostos quando mal utilizados, causam
desequilibrio biolégico, além de apresentarem riscos aos aplicadores e ao meio ambiente
(SAITO; LUCCHINI, 1998; GALLO et al., 2002). Além disso, o uso indiscriminado de
inseticidas quimicos pode levar & selecéo de populacdes resistentes de insetos, conforme
observado em diversas regides brasileiras, evidenciando a necessidade de mais estudos
sobre estratégias de manejo das pragas, visando preservar a vida Util dos inseticidas pelo
maior tempo possivel, uma vez que ha grande dificuldade para a substituicido desses
produtos (LORINI, 1998).

Dessa forma, o manejo da resisténcia das pragas aos inseticidas no ambiente de
armazenagem de grdos € uma pratica essencial, uma vez que se torna mais dificil
controlar essas pragas apos o desenvolvimento da resisténcia aos principais inseticidas
recomendados. O manejo da resisténcia visa reduzir a pressdo de sele¢do e assim

retardar o processo da evolugéo da resisténcia (LORINI, 1997).



O estudo da resisténcia de insetos de produtos armazenados a inseticidas é de
suma importancia, uma vez que, esses estudos podem trazer informagdes sobre a
ocorréncia de populacdes resistentes a determinados inseticidas, permitindo a escolha de
estratégias mais adequadas para o controle quimico dessas pragas. Nesse aspecto, a
utilizacédo de ingredientes ativos eficientes e concentragdes adequadas para o controle de
S. zeamais pode contribuir para a reducdo nas perdas provocadas por essas pragas, nos

custos de controle e nos residuos téxicos de inseticidas nos alimentos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

A pesquisa visa fornecer subsidios para o manejo integrado de S. zeamais em

milho no Brasil.
2.2. Objetivos Especificos
Avaliar a suscetibilidade de diferentes populagbes de S. zeamais, coletadas

principalmente no estado de S&o Paulo, ao inseticida pirimifés metilico.

Conduzir estudos com sinergistas para caracterizacdo bioquimica da resisténcia

de S. zeamais aos referidos inseticidas.

Avaliar o comportamento de linhagens S. zeamais suscetivel e resistente a
pirimifés metilico, em grdos milho (injdrias causadas em milho e taxa de crescimento

populacional da praga).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Insetos-praga no ambiente de armazenamento e sua importancia

socioecondmica

O aumento na producgéo de graos se deu devido ao aumento na demanda desses
produtos juntamente com a modernizagdo da agricultura e fatores mercadoldgicos,

gerando maior necessidade de armazenamento (SOARES et al., 2009).

A estimativa para colheita da safra de grdos 2015/16 no Brasil foi de cerca de
186,4 milhdes de toneladas. Desse total, o Brasil produziu 66.979,5 mil toneladas de
graos de milho (CONAB, 2016).

O surgimento de danos nos grdos causados por fungos ou carunchos ocorre
devido as condi¢bes inadequadas e tempo prolongado de armazenamento (CARVALHO;
ROSSETTO, 1968).

Os insetos-praga de grdos armazenados sao 0s principais causadores de perdas
de produtos estocados, sendo os responsaveis pela perda de quantidade e qualidade de
graos enviados para a comercializagdo. O grau de infestacdo e as condigcbes ambientais
do local de armazenamento estdo diretamente associados com a reducdo na qualidade
dos graos durante o armazenamento (VIEIRA, 1983; LORINI, 2002). Sendo assim, todos
os esforcos para o aumento da producdo de grdos podem ndo gerar beneficios a
populagcédo, se ndo houver melhoria nas condicbes de armazenamento e controle das
pragas desses produtos (FONTES et al., 2003).

Em paises com clima tropical e subtropical, estes insetos apresentam um rapido
aumento populacional, devido as condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento. Nos
armazéns e silos, essas pragas encontram abrigo, prote¢cdo e farta quantidade de
alimentos (BOTELHO, 2006; CAMPOS; ZORZENON, 2006).

Os insetos-praga de grdos armazenados podem ser classificados como pragas
primarias, capazes de atacar os graos inteiros e sadios; e secundarias, que se alimentam
dos gréos previamente danificados (PACHECO; DE PAULA, 1995).

Pragas primarias internas caracterizam-se por insetos dotados de mandibulas
desenvolvidas, com as quais rompem as peliculas protetoras e penetram nos gréos,
alimentando-se somente de seu conteldo interno, completando seu ciclo de

desenvolvimento no interior do gréo, sendo que, além de mais prejudiciais, abrem



caminho para o ataque de outros insetos (GALLO et al., 2002; CAMPOS; ZORZENON,
2006).

Segundo Santos et al. (1988), aproximadamente 15% do peso total de grdos
armazenados no Brasil € perdido devido as infestacdes por insetos. S. zeamais,
popularmente conhecido como gorgulho-do-milho, é uma das principais pragas de graos
armazenados de milho no Brasil (GUEDES, 1991).

O uso de inseticidas € o principal método de controle de insetos-praga de
produtos armazenados em paises tropicais, dentre eles o Brasil. Porém, a utilizacédo
destes tem sido limitada, devido a evolucao de resisténcia a esses compostos quimicos
em varias espécies de insetos associados a grdos armazenados (SUBRAMANYAM et al.,
1989; ARTHUR, 2004).

Em virtude do uso indiscriminado de inseticidas para o controle de pragas de
gréos armazenados, a resisténcia a inseticidas em popula¢des do caruncho S. zeamais
tem sido apontada como um dos principais fatores responsaveis pelo aparecimento de
falhas no controle dessa praga (GUEDES; ZHU, 1998; RIBEIRO et al., 2003; FRAGOSO
et al., 2003, 2005).

O fendmeno da resisténcia de pragas a inseticidas € um problema grave,

apresentando sérias implicacdes socioeconémicas (GUEDES et al., 2006).

3.2. Aspectos biol6gicos de Sitophilus zeamais

A espécie S. zeamais (Figura 1) € uma praga primaria interna e de profundidade.
E um inseto polifago e cosmopolita, encontrado principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, atacando milho, trigo, arroz e sorgo. Também podem se
desenvolver em produtos de cereais processados como o macarrdao (DANHO et al., 2002;
CAMPOQOS; ZORZENON, 2006; ANTUNES; DIONELLO, 2010).

Os adultos possuem coloragéo castanha escura, com quatro manchas claras nos
élitros. Medem de 3 a 5 mm. Possuem cabeca prolongada com rostro recurvado. As
antenas sao geniculo-clavadas, com o primeiro segmento alongado em angulo reto com
os demais segmentos, terminando em uma forma de clava. Possuem asas posteriores
bem desenvolvidas (PACHECO; PAULA, 1995; CAMPOS, 2005).

As fémeas ovipositam individualmente seus ovos nos gréos. Elas abrem orificios

no tegumento do grdo e, depois de depositar o ovo, fecham o orificio com uma



substancia glandular serosa. As fémeas podem ovipositar 282 ovos durante sua vida. O
namero de ovos postos € influenciado pelo tipo de grao e sua umidade, assim como, pela
temperatura do ambiente. Elas n&o ovipositam em graos que tenham teor de umidade
relativa interior abaixo de 12,5% (PACHECO; PAULA, 1995; CAMPQOS, 2005; PEREIRA;
SALVADORI, 2006).

As larvas séo do tipo curculioniformes, apresentam coloracdo amarela clara, com
a cabeca mais escura; e presenca de pregas transversais no dorso nos trés primeiros
segmentos abdominais. Passam por quatro instares larvais antes de atingir o estagio de
pupa. O periodo de desenvolvimento (ovo a adulto) é de aproximadamente 34 dias e a
longevidade de adultos pode chegar a 140 dias (PACHECO; PAULA, 1995).

Figura 1. Sitophilus zeamais vista dorsal. Foto: Thais L. Lima

3.3. Mecanismos de resisténcia a inseticidas

O controle quimico é a forma mais eficiente de se combater insetos-praga de
produtos armazenados, devido a sua rapidez de acao, baixo custo e facil aplicacéo. Essa
forma de controle vem sendo muito utilizada, em diversos casos, de maneira
indiscriminada, favorecendo o aparecimento de falhas no controle dessas pragas, em
consequéncia da selegdo de populagfes resistentes aos produtos quimicos utilizados
(GUEDES, 1999).



Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a resisténcia é uma habilidade de
uma populacdo de uma espécie de suportar doses de substancias tdxicas que seriam

letais para a maioria dos individuos de uma populacdo normal da mesma espécie.

De acordo com Smith (1970), o termo resisténcia é aplicado para caracterizar
espécies de insetos anteriormente suscetiveis, cuja populacdo ndo pode mais ser
controlada por um dado inseticida, na dose normalmente utilizada ou em nenhuma dose
(CERUTI, 2000).

A resisténcia deve ser vista como um fendbmeno pré-adaptativo, sendo assim, o
inseticida ndo induz as mudancas hereditarias, mas somente seleciona em cada geracao
0S genes responsaveis pela resisténcia, encontrados em poucos individuos (BROWN,
1958; CERUTI, 2000).

Segundo Brattsten et al. (1986), a resisténcia pode ocorrer de maneiras
diferentes, sendo que o0s principais mecanismos de resisténcia sdo agrupados em

comportamentais, fisiolégicos e bioquimicos (RIBEIRO, 2001).

No grupo dos mecanismos comportamentais, podem ser citadas alteragbes nos
o6rgdos sensoriais e na capacidade de aprendizado dos individuos, tendo como
consequéncia, melhoria na habilidade para evitar os efeitos letais de uma substancia
toxica (LOCKWOOD, 1984; BRATTSTEN et al., 1986; RIBEIRO, 2001).

No caso dos mecanismos fisiolégicos, pode ocorrer 0 aumento na excre¢cao dos
compostos téxicos do organismo ou, aumento da dificuldade de penetragédo do inseticida
no organismo, ou isolamento das moléculas inseticidas em estruturas inertes no interior
do corpo do inseto (BRATTSTEN et al., 2006; OPPENOORTH; WELLING, 1976;
RIBEIRO, 2001).

Entre os mecanismos bioquimicos, a detoxificacdo realizada por enzimas é um
dos mais importantes associados a evolucdo da resisténcia. Os inseticidas
organofosforados, carbamatos e piretréides podem ser detoxificados pela agédo de
monooxigenases, esterases, hidrolases e/ou glutationa S-transferases. Nesse caso,
esses grupos enzimaticos aumentam a polaridade da molécula inseticida, resultando no
aumento da excrecdo desses compostos pelo organismo (GEORGHIOU, 1972; CERUTI,
2000; SCOTT, 1999).

Segundo Guedes et al. (1995), estudos de resisténcia cruzada e resisténcia

multipla séo de suma importancia para determinar possiveis mecanismos de resisténcia e



auxiliar na escolha de inseticidas adequados para o controle de populagGes resistentes.
O termo resisténcia cruzada € utilizado quando o organismo apresenta um Unico
mecanismo de resisténcia que afeta a eficiéncia de dois ou mais inseticidas, e na
resisténcia multipla ocorre a presenca de varios mecanismos de resisténcia no
organismo, fazendo com que o inseto seja resistente a diversos grupos de inseticidas
(CAMPANHOLA, 1990).

O aumento no numero de casos de resisténcia de insetos-praga a inseticidas esta
associado ao aumento nas frequéncias de uso e nas doses utilizadas desses compostos
(CAMPANHOLA, 1990).

3.4. Resisténcia de Sitophilus zeamais a inseticidas

Segundo o IRAC-MSU (2016), ha relatos de populacfes de S. zeamais resistentes
a inseticidas, em pelo menos 15 paises. No Brasil, foram registrados casos de resisténcia
em oito estados brasileiros, incluindo S&o Paulo. Foram registrados casos de resisténcia
a dez ingredientes ativos, incluindo DDT, lindane (organoclorados); carbaril (carbamatos);
clorpirifés metil, malation (organofosforados); cipermetrina, deltametrina, permetrina

(piretroides); indoxacarb (oxadiazinas) e fosfina (inorganico).

Ribeiro (2001), em testes realizados com 12 populacbes de S. zeamais de
diferentes estados brasileiros, constatou que seis dessas populacdes eram resistentes a
cipermetrina, podendo haver falha no controle para esse piretroide. Bioensaios
combinando inseticidas com sinergistas sugeriram o0 envolvimento de esterases na
resisténcia de S. zeamais a cipermetrina (RIBEIRO et al., 2003).

Testes realizados por Ceruti e Lazarri (2003) indicaram a ocorréncia de
populagbes de Sitophilus oryzae (Linnaeus), S. zeamais e Rhyzopertha dominica
(Fabricius) (Coleoptera, Bostrichidae) com intensidades de resisténcia que poderiam
afetar a efetividade de deltametrina.

A constatacdo de populagbes de S. zeamais resistentes a DDT e piretroides foi
relatada no Brasil, no inicio da década de 1990 (GUEDES, 1993; GUEDES et al., 1994).
Naquela época, estudos de heranca da resisténcia ja indicavam a possibilidade de
existéncia de resisténcia multipla e/ou cruzada em popula¢cbes da praga com elevadas
magnitudes de resisténcia a piretroides. Essa informagéo foi recentemente confirmada

em trabalhos conduzidos por Ribeiro et al. (2003) e Fragoso et al. (2003), tendo sido



evidenciado o aumento da atividade detoxificativa (esterases, glutationa S-transferases)

como mecanismo de resisténcia de S. zeamais a piretroides.

Na maioria dos casos de resisténcia de artropodes-praga a pesticidas, ha algum
custo adaptativo associado a populacao resistente (BOURGUET et al., 2004; NICASTRO
et al., 2011), favorecendo o restabelecimento da suscetibilidade na auséncia de presséao
de selecdo. Entretanto, Fragoso et al. (2005), reportaram que o crescimento populacional
de uma das populacdes de S. zeamais resistentes a piretroides foi semelhante ao
apresentado pela populacdo padrdo de susceptibilidade, demonstrando que a resisténcia
a inseticidas em populacdes dessa praga pode nao significar custo fisiologico capaz de
modificar sua performance reprodutiva, evidenciando-se a importancia da adocéo de
estratégias visando evitar a evolucao da resisténcia em populac¢des do inseto-praga.

3.5. Sitophilus zeamais em milho e variedades resistentes

A elevada incidéncia de insetos-praga tanto na safrinha como na safra normal tem
acarretado o uso intensivo de inseticidas, com elevacdo dos custos de producdo,
aumento de residuos toxicos em graos e ocorréncia de intoxicagbes de homens e
animais (SENO et al., 2005), além do aumento na presséo de selecdo para resisténcia a
inseticidas em populagdes de campo (RIBEIRO et al., 2003; GUEDES et al., 2006). Para
minimizar esses problemas, deve-se buscar a introducdo de outros métodos de controle,

como por exemplo, o uso de variedades resistentes as pragas (ROSSETO, 1972).

Para o desenvolvimento de variedades resistentes as pragas sdo necessarios
estudos sobre a deteccao de gendtipos que sirvam como fonte de resisténcia (LARA,
1991). Miranda et al. (1995) observaram que as populagées hibridas Bonfinpolis, Caiano
(Sobralia), Dente de Rato, Bico de Ouro, Sabugo Pino, Brancéo, Palha Roxa (Celso Sul
de Minas) e BR 451 foram bastante afetadas por insetos-praga no campo, apresentando,

entretanto, grdos pouco preferidos pelo caruncho.

Segundo SENO et al. (2009), os hibridos de milho que melhor se destacaram
guanto a resisténcia foram o C 701 (Cargill) e o AG3050 (Agromen), sendo 0s mais
resistentes e indicados para plantio em locais com grande pressédo de infestacdo. De
acordo com Boica Junior et al. (1997), o genétipo C 701 apresenta baixa atratividade a S.

zeamais, quando comparado com outros genétipos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Populagdes de Sitophilus zeamais

Foram avaliadas popula¢cdes de S. zeamais provenientes de diferentes estados
brasileiros, mantidas no Laboratério de Pragas em Horticultura do Instituto Bioldgico
(Figura 2), em sala climatizada a 27 + 2 °C e umidade relativa do ar de 70 = 10% e
fotofase de 12 horas, usando graos de milho (isentos de residuos de inseticidas) como
substrato alimentar. As populac¢des foram coletadas em unidades armazenadoras e lojas

agropecuarias que comercializam racao a granel.

A linhagem suscetivel de referéncia (Votuporanga-SP) foi encaminhada pelo Prof.
Dr. Raul Narciso Guedes, do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), MG. Esta linhagem de S. zeamais é considerada padréo de suscetibilidade
e vem sendo mantida ha véarios anos em condi¢bes de laboratorio, livre de qualquer

tratamento quimico.

Também foram recebidas outras trés populacdes de S. zeamais, encaminhadas
pelo Dr. Raul Guedes da UFV, provenientes dos municipios de Morrinhos (GO),

Votuporanga (SP) e Piracicaba (SP).
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Figura 2. PopulacGes de Sitophilus zeamais em milho

4.1.1. Coleta de populac¢des de Sitophilus

Coletas de amostras de trigo foram realizadas a partir de dezembro de 2015, em
unidade de armazenamento do CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais de Sao Paulo), localizado no bairro de Jaguaré no municipio de Sao Paulo, que
recebe graos de trigo provenientes de diferentes locais da América do Sul.

As amostras foram levadas para o laboratério e apés triagem para identificacéo de
presenca de insetos, as amostras com maior nimero de insetos do género Sitophilus
foram acondicionadas em potes plasticos para o crescimento das populagfes (Tabela 1).

Tabela 1. Populag@es de Sitophilus sp. coletadas em Dezembro de 2015: origem e

guantidade de amostras

Origem Quantidade de Amostras
Parana 2

Sé&o Paulo 2

Argentina 5
Uruguai 1

Foi realizada uma coleta de amostra em S&o Paulo, SP, em loja agropecuaria que

vende racdo animal a granel, sendo obtida uma populacdo de Sitophilus sp.

Além disso, foram obtidas, em abril de 2017, outras quatro populacdes de
Sitophilus, procedentes de milho dos municipios de Assis (SP), Ribeirdao Preto (SP),
Campinas (SP) e Avaré (SP).

4.2. Identificagdo molecular das espécies

A semelhanca morfolégica entre os coleépteros do género Sitophilus dificulta a
identificacdo dessas espécies, principalmente S. zeamais e S. oryzae, ambas
responsaveis por infestacdes em graos de trigo, milho, sorgo e também em produtos

industrializados secos, como macarrdo. A diferenca morfolégica entre essas espécies,
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segundo Kurschel (1961), se encontra principalmente em caracteristicas na genitélia dos

insetos.

Dessa forma, para a correta identificacdo dos insetos coletados, individuos das

diversas amostras foram submetidos a analise molecular.

4.2.1. Extracdo de DNA

Cada espécime de inseto (mantido em alcool absoluto) foi colocado sobre papel
de filtro a fim de retirar o excesso de alcool, apds seco, 0 espécime foi congelado em
nitrogénio liquido e triturado com o auxilio de pistilo de plastico, a fim de fragmentar o

exoesqueleto e triturar os 6rgaos internos.

Foram acrescentados 200 pL de solucdo de lise, 50 yL de EDTA, 20 pL de
Proteinase K (20 mg/mL) e 5 yL de RNase em cada amostra. Os microtubos foram
incubados a 55°C em banho seco com agitagdo por um periodo de 3 horas. Foram
adicionados 250 pL de Lysisbuffer, seguido de agitacdo em vortex. O lisado foi transferido
para minicoluna e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos. O filtrado foi descartado e
foram adicionados 650 pL de Column Wash solution e centrifugado a 12.000 rpm por 1
minuto, descartando-se o filtrado; esse procedimento foi repetido 4 vezes. A minicoluna
foi centrifugada a 12.000 rpm por 3 minutos, foram adicionados 100 puL de Water
Nuclease Free, incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a

12.000 rpm por 1 minuto. O DNA purificado foi armazenado em freezer a -20°C.

4.2.2. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 460 pb do gene COI,
foi desenhado o par de iniciadores COI-F (5-GATTTTTTGGKCAYCCMGAAG-3’) e COI-
R (8- CRAATACRGCTCCTATWGATAAWAC-3’), baseado em regides conservadas do
gene de diversas espécies de artropodes (desenvolvido no Laboratério de Bioquimica
Fitopatoldgica do Instituto Biol6gico).

Para a reacao de PCR, foram utilizados 1 yL do DNA, 1 pL de cada iniciador a 10
MM, 5 uL de tampao 5X para PCR, 0,5 pyL de dNTPs a 10 mM, 0,2 yL de GoTag DNA
polimerase 5U/uL (Promega) e 16,3 pL de agua MilliQ estéril, volume total de 25 pL. As
amplificacdes foram realizadas em termociclador (BIORAD-T100™ Thermal Cycler) com

0 seguinte programa:
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94 °C por 2 minutos — deshaturacao inicial

94 °C por 15 segundos — desnaturagao

50 °C por 30 segundos — anelamento 40 ciclos
72 °C por 30 segundos — extensao

72 °C por 4 minutos — extensao final

12 °C por tempo indeterminado

Para verificagdo da amplificacdo do produto esperado foi realizada eletroforese
em gel de agarose 0,8% em tampdo TAE, adicionando-se brometo de etideo na
concentracao final de 0,1 pg/mL. Para cada amostra, foram aplicados 3 pL do produto
amplificado adicionado de 1 pL de tampdo de carregamento BlueJuice™ 10X (Life
Technologies). O marcador de tamanho molecular 1 Kb DNA ladder (Life Technologies)
foi utilizado para estimar o tamanho do produto amplificado. A eletroforese foi realizada a
90 V por 30 min. A imagem do gel sobre transiluminador de luz ultravioleta foi capturada
em equipamento fotodocumentador digital (Alpha Innotech).

4.2.3. Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos da PCR foram purificados seguindo-se o protocolo descrito por
Schmitz e Riesner (2006). Foi adicionado ao produto da PCR (46 uL), 1,6 uL de EDTA
0,5 M; 21,0 pL de PEG a 50% e 8,1 pL de NaCl 5 M. Apés incubagédo a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugou-se durante 10 minutos a 14.000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 125 uL de etanol 70%, centrifugado a
14.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi seco em uma
centrifuga a vacuo por 10 minutos. O DNA foi suspendido em 30 pL agua de MilliQ

esterilizada.

4.2.4. Sequenciamento de DNA
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Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminacdo de
cadeia (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). A reacdo de sequenciamento foi
realizada em placas de 96 pocgos de 200 uL e constituiu de 5 yL do produto da PCR
purificado, 1,5 gL de tampao de diluigdo 5X, 1 uL de Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e
0,32 pL de iniciador a 10 yM e 2,18 pyL de H,O. O programa utilizado no termociclador
T100 (BioRad) constituiu de:

96 °C por 60 segundo

96 °C por 5 segundos

50 °C por 30 segundos 40 ciclos
60 °C por 4 minutos

12 °C por tempo indeterminado

A reacao de sequenciamento foi precipitada pela adicao de 40 uL de isopropanol
75% em cada amostra e centrifugagdo a 4.000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e a placa foi centrifugada invertida sobre papel toalha a 1.000 g por 1 minuto.
Foram adicionados 100 pL de isopropanol 75% por amostra, o qual foi descartado em
seguida. Apés nova centrifugacdo com a placa invertida sobre papel toalha a 1.000 g por
1 minuto, a mesma foi mantida em estufa a 37°C por 30 minutos para secar. As amostras
foram retomadas em 10 uL de formamida HiDi (Applied Biosystems) e desnaturadas em
termociclador por 2 minutos a 95°C. As amostras foram analisadas em sequenciador

capilar 3500 XL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas com o uso do programa BioEdit verséo
7.2.5 (HALL, 2013).

4.3. Inseticida quimico e sinergistas

Para a conducdo dos bioensaios em laboratorio, foi adquirido o inseticida:
pirimifés-metilico (Actellic® 500 EC, Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. — S&o Paulo,
organofosforado), registrado no Brasil, para o controle de S. zeamais em produtos

armazenados.



14

Os sinergistas PBO (butdxido de piperonila, 98%); DEM (dietil maleato, 98%);
DEF (S,S,S - tributilfosforotritioato, 98%), foram adquiridos da Chem Service Inc. (PA,
EUA).

4.4. Resisténcia de Sitophilus zeamais a inseticidas

4.4.1. Bioensaios com inseticidas para obtencdo das curvas de concentracao-

resposta

As populagcbes de S. zeamais utilizadas neste estudo foram provenientes dos
seguintes municipios: Sao Paulo, Votuporanga, Piracicaba e Morrinhos.

Os bioensaios (por contato residual) foram conduzidos seguindo-se a metodologia
descrita por Guedes et al. (1996). O inseticida, diluidos em acetona (150 pL), foi
distribuido uniformemente na area interna de frascos cilindricos de vidro transparente de
20 mL de volume (OLIVEIRA et al., 2005). Para a obtencdo das curvas de concentracao-
resposta, foram utilizadas 5 a 7 concentrac¢des de pirimifés-metilico, para cada populagéo
de S. zeamais avaliada. O tratamento testemunha foi constituido por recipientes

impregnados somente por acetona.

Apés o tratamento dos frascos e secagem dos inseticidas aplicados, foram
confinados em cada frasco, 20 individuos adultos ndo sexados de S. zeamais, que
ficaram expostos ao inseticida, por 24 horas. Ao termino desse periodo, realizou-se a
avaliagdo da mortalidade do inseto-praga. O inseto foi considerado morto quando néo
apresentou habilidade suficiente para coordenar suas atividades locomotoras e néo
conseguiu caminhar por uma distancia minima equivalente ao seu comprimento do corpo
(OLIVEIRA et al., 2005).

O experimento foi inteiramente casualizado com pelo menos quatro repeticoes,

totalizando 80 insetos por concentragdo do inseticida, para cada populagdo avaliada.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit (FINNEY, 1971),
utilizando-se o programa Polo Plus (LEORA SOFTWARE, 2003), para a estimativa das
concentracdes letais 50% (CLsg) de cada inseticida, para as diferentes populacbes

avaliadas.

4.4.2. Estimativa da concentracado diagnéstica para o monitoramento da resisténcia



15

Para a estimativa da diagndstica, foi realizado bioensaio de sensibilidade ao
inseticida pirimifés-metilico, utilizando-se a linhagem de Votuporanga-SP, considerada

suscetivel de referéncia a inseticidas.

A definicAo de uma concentracdo diagnostica (ou discriminatéria) facilitaria o
monitoramento da resisténcia de S. zeamais a inseticidas, podendo-se estimar a
porcentagem de insetos resistentes em cada populacdo coletada, utilizando-se apenas

uma unica concentracdo do inseticida avaliado.

A concentracdo diagndstica (ou discriminatéria) seria aquela capaz de matar
100% dos individuos suscetiveis, sem afetar os resistentes. De acordo com Halliday e
Burnham (1990), o uso dessa concentragdo para 0 monitoramento da resisténcia é mais
eficiente que o estudo baseado na estimativa da CLso, podendo-se detectar a resisténcia

em populacdes em que a frequéncia de individuos resistentes ainda se mostra baixa.
4.4.3. Monitoramento da resisténcia a pirimifés-metilico

As populacdes avaliadas neste estudo foram obtidas de milho nos municipios de
Assis, Piracicaba, Ribeirdo Preto, Campinas, Morrinhos e Avaré, e de racdo animal em
S&o Paulo. Utilizou-se a linhagem de Votuporanga como padréo de suscetibilidade.

ApoOs o recebimento dos insetos, eles foram criados em milho isento de residuos
de inseticidas, por pelo menos uma geracdo, em condi¢cdes de laboratoério (25°C), antes

da realizacdo dos testes toxicologicos.

Os testes toxicolégicos foram realizados seguindo-se a mesma metodologia
descrita no item 4.4.1, utlizando-se a concentracdo discriminatoria estimada para

pirimifés-metilico.

Foram utilizados pelo menos 100 adultos (4 repeticdes de 20 insetos), para a

obtencéo da frequéncia de resisténcia de S. zeamais, para cada populacéo avaliada.

As percentagens de mortalidade para cada populacdo de S. zeamais foram

corrigidas através da férmula de Abbott (ABBOTT, 1925), transformadas para

arcsem/x/100 . As médias de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste t a 5% de

significancia.

4.4.4. Selecéo pararesisténcia a inseticidas
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Foram realizadas selecdes para resisténcia a pirimifés-metilico, utilizando-se a
populagdo de S. zeamais (S&o Paulo) mais resistente encontrada para o referido
inseticida. A concentragdo inicial utilizada foi a que causou aproximadamente 60% de
mortalidade na populacdo estudada.

4.4.5. Caracterizacao bioguimica da resisténcia

4.4.5.1. Estudos com sinergistas

Foram iniciados testes com os sinergistas: PBO (butoxido de piperonila), DEM
(dietil maleato), DEF (S,S,S-tributilfosforotritioato)], seguindo-se a metodologia descrita
por Ribeiro et al. (2003).

O PBO é um inibidor de monoxigenases dependentes do citocromo P-450; DEM é
inibidor de glutationa-S-transferases; e DEF é inibidor de esterases (FOURNIER et al.,
1987).

Os sinergistas, na concentracdo 1 mg/mL (RIBEIRO et al.,, 2003)., foram
impregnados na parede interna de frascos de vidro de 20mL, conforme descrito
anteriormente. Foram colocados 20 insetos adultos em cada frasco, mantendo-se os
mesmos em contato com o0s sinergistas por um periodo de duas horas. ApGs esse
periodo, os insetos foram transferidos para novos frascos de vidro previamente tratados

com diferentes concentracdes do inseticida organofosforado pirimifés-metilico.

O experimento foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes. As
percentagens de mortalidade para cada populacdo ou linhagem de S. zeamais foram
corrigidas através da formula de Abbott (ABBOTT, 1925).

Para fins de analise estatistica, os dados foram transformados em +/x + 0,5. As
médias de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste t a 5% de significancia. As

analises foram realizadas utilizando-se o programa Bio Estat 5.0 (AYRES et al., 2007).
4.6. Comportamento de linhagens resistente e suscetivel ainseticida em milho
Avaliou-se o comportamento de duas linhagens de S. zeamais: uma resistente ao

organofosforado pirimifés-metilico (S&o Paulo, selecionada para resisténcia ao inseticida)

e uma suscetivel ao inseticida (Assis) em gréos de milho.
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A metodologia do estudo foi baseada em SENO et al. (2009). Para avaliar o efeito
da infestacdo de S. zeamais sobre os grdos de milho, foram pesados 90,0 gramas de
milho, os quais foram acondicionados em potes plasticos, liberando-se em seu interior 20
insetos adultos (ndo sexados). Posteriormente, os potes foram fechados para evitar a
fuga dos insetos. Para cada linhagem foram utilizadas 5 repeticdes, submetidas a
ambiente controlado, em sala climatizada com temperaturas entre 26 e 28°C (Figura 3),
por um periodo de 62 dias. Aos 42 e 62 dias apoés o inicio da infestagdo dos insetos em
milho, foi realizada a contagem de insetos emergidos e a pesagem dos grdos. Na

avaliacao final, também foi feita a pesagem dos adultos emergidos em cada pote.

Figura 3. Linhagens de Assis (S) e de Sdo Paulo (R) de Sitophilus zeamais em milho.

Para fins de analise estatistica, os dados foram transformados em +/x + 0,5. O
consumo de gréos, o numero e o peso dos insetos emergidos por parcela foram
comparados pelo teste t a 5% de significaAncia. As analises foram realizadas utilizando-se
o programa Bio Estat 5.0 (AYRES et al., 2007).

Realizou-se, também, analise de correlagédo entre o peso dos adultos e o numero
de insetos emergidos em cada parcela, estimando-se o coeficiente de correlacdo de
Pearson (AYRES et al., 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Populagdes de Sitophilus zeamais
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5.1.1. Identificacdo das espécies

As analises moleculares mostraram que todas as popula¢cdes coletadas em trigo
no CEAGESP pertenciam a espécie S. oryzae. A populacdo coletada de racdo animal no
municipio de S&o Paulo (Populacdo Sao Paulo) e as demais populagbes (Assis, Ribeirdo
Preto, Campinas, Avaré), procedentes de milho, foram identificadas como sendo da
espécie S. zeamais.

Rosseto (1969) reportou que a distribuicdo geografica de S. zeamais e S. oryzae
poderia ser influenciada pela temperatura e umidade, sendo a primeira espécie
encontrada com maior frequéncia em milho e distribuida de maneira generalizada no
estado de Sado Paulo e a segunda espécie encontrada com maior frequéncia na regiao
triticola, com clima mais frio e Umido no sul do estado. Esse relato corrobora os
resultados obtidos através das analises moleculares, pelas quais houve a confirmacéo da
presenca de apenas S. oryzae nas amostras de trigo coletadas no CEAGESP, ndo tendo
sido detectada a presenca de S. zeamais no referido material.

5.2. Resisténcia de Sitophilus zeamais a inseticidas

5.2.1. Bioensaios com inseticidas

Os resultados indicam variabilidade quanto a suscetibilidade ao inseticida
pirimifos-metilico nas diferentes populacdes avaliadas de S. zeamais. Com relacdo a
CLso, 0 maior contraste foi observado entre a populagdo de Sao Paulo (coletada de ragéo
animal) e a de Morrinhos (GO), sendo que, a populacdo de S&o Paulo mostrou-se 4,6

vezes mais resistente que a de Morrinhos.

Considerando-se a Clgs, a populagdo de Sdo Paulo mostrou-se 5,1 vezes mais
resistente que a linhagem de Votuporanga, considerada suscetivel de referéncia a

inseticidas (Tabela 2).

A populagdo de S&o Paulo apresentou a menor suscetibilidade ao inseticida

organofosforado, entre todas as populacdes avaliadas no presente trabalho (Tabela 2).

N&o foram observadas diferencas significativas entre a populacdo de Morrinhos e
as de Piracicaba e Votuporanga, havendo sobreposicdo dos intervalos de confianga (a

95%) das concentracdes letais 50% (CLsp) de pirimifés-metilico (Tabela 2).
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A resisténcia de S. zeamais a DDT e piretroides foi reportada por diversos autores
(GUEDES et al.,, 1994, 1995; RIBEIRO et al., 2003), porém, a resisténcia ao
organofosforado pirimifés-metilico ndo foi observada em populagfes desta espécie em
um estudo realizado por Ribeiro et al. (2003), que envolveu a coleta de amostras de
milho, em diferentes localidades brasileiras (Braganca Paulista, SP; Campos dos
Goytacazes, RJ; Cristalina, GO; Fatima do Sul, MS; lvinhema, MS; Jacarezinho, PR;
Nova Andradina, MS; Penpolis, SP; Sao José do Rio Preto, SP; Sete Lagoas; MG;
Uberlandia, MG).

Baixas magnitudes de resisténcia (RR < 14,1 vezes) a inseticidas
organofosforados (fenitrotion) também foram observadas por Corréa et al. (2011), em
populagbes de S. zeamais coletadas em diferentes regides (Sul, Sudeste, Centro Oeste)

brasileiras.
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Tabela 2. Testes de toxicidade de pirimifés-metilico em diferentes populacfes ou linhagens de
Sitophlius zeamais: Numero total de insetos utilizados para a obtencdo das curvas de
concentracao-resposta (n); estimativa das concentracdes letais 50% (ClLsg) € 95% (ClLgs) €
intervalos de confianca (I.C.) a 95%; coeficiente angular e erro padrdo da média (EP); Qui-

quadrado (Xz), grau de liberdade (g.l.) e razdes de resisténcia (RRsg € RRgs).

Populagéo/ n CLso (ppm) CLagg (ppm) Coeficiente X g.l.  RRsp* RRgs**
Linhagem (1.C. 50%) (I.C. 95%) Angular
+EP
Sé&o Paulo 400 15,04 28,68 586+0,93 4,89 3 3,40 5,13

(13,49 - 18,11) (22,38 — 45,67)

Votuporanga 400 4,43 5,59 16,30 +2,05 045 2 1 1
(4,31 - 4,54) (5,31 - 6,05)

Piracicaba 400 3,71 9,41 407+050 091 3 083 168
(319-411) (8,28 -11,44)

Morrinhos 400 3,28 8,72 387+093 065 3 074 155
(061-437) (6,54 —18,50)

*RRso = ClLsg R dividido pela ClLso S
**RRgs = Clgs dividido pela CLgsS

5.2.2. Concentracdo diagnostica para o monitoramento da resisténcia

Os testes utilizando pirimifés-metilico indicaram mortalidade de 100% de adultos
da linhagem de Votuporanga-SP, a partir das concentragfes de 6,25 ppm de i.a., como

pode ser observado na Figura 4.

A concentracdo diagnéstica escolhida para os estudos de monitoramento da
resisténcia de S. zeamais a pirimifés-metilico foi de 9,40 ppm de i.a., equivalente & ClLgg o
de pirimifés-metilico para a linhagem de Votuporanga, que apresentou 0s mais baixos
valores de CLgs, entre as linhagens avaliadas, ndo diferindo estatisticamente das

populacdes de Morrinhos e Piracicaba, com relagdo a CLsy.
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Figura 4. Concentracdo diagnéstica de pirimifés-metilico para monitoramento da resisténcia de
Sitophilus zeamais ao inseticida organofosforado, utilizando-se como parametro as concentracdes
necessarias para causar 100% de mortalidade em adultos da linhagem suscetivel de referéncia
(Votuporanga-SP). Area hachurada da figura corresponde ao intervalo da concentragéo
diagndstica para o monitoramento da resisténcia.

Utilizando-se a concentracdo diagnostica de 9,40 ppm de i.a., foi possivel
observar uma elevada porcentagem (68,8%) de insetos resistentes na populagdo Sao

Paulo, diferindo estatisticamente das demais populagfes avaliadas (Figura 5).

As linhagens/populagbes de Votuporanga, Piracicaba, Assis e Ribeirdo Preto
apresentaram as mais baixas frequéncias de resisténcia (= 1,25%). Frequéncias
intermediarias de resisténcia (16,2 a 23,8%) foram observadas para as populagbes de

Campinas, Avaré e Morrinhos (Figura 5).

Elevadas porcentagens de insetos resistentes (até 100%) a piretroides
(cipermetrina, deltametrina, permetrina) também foram detectadas em algumas

populacgfes brasileiras (ex.: Jacarezinho) de S. zeamais (RIBEIRO et al., 2003).
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Figura 5. Sobrevivéncia média (%) de adultos de diferentes populac¢des ou linhagens de Sitophilus
zeamais tratados com pirimifés-metilico, em sua concentragdo diagndstica (9,40 ppm de i.a.).

Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste t a 5% de significancia.

5.2.3. Caracterizacdo bioquimica da resisténcia

5.2.3.1. Estudos com sinergistas

Os estudos com sinergistas indicam que um aumento no metabolismo enzimatico
estaria envolvido na resisténcia de S. zeamais a pirimifos-metilico, com destaque para as
esterases, devido ao maior efeito sinérgico obtido com o uso de DEF (S,S,S-
tributilfosforotritioato), que seria um inibidor inespecifico de esterases. Nesse caso,
observou-se um aumento significativo (F = 144,8; g.l. = 7, 24; p < 0,0001) na mortalidade
de adultos de S. zeamais, que passou de 31,2%, quando tratados apenas com pirimifos-
metilico, para 82,2%, quando os insetos foram tratados previamente com DEF (Figura 6).

As esterases sdo enzimas hidroliticas que podem mediar a clivagem hidrolitica de
ésteres em acido e alcool. Tem sido reportado que inseticidas de diferentes grupos
guimicos, tais como organofosforados, carbamatos e piretroides, seriam metabolizados
pela acdo de enzimas esterases (BARATA et al. 2004; HUANG; OTTEA, 2004; KONUS,
2015).

Os outros sinergistas (PBO e DEM) também induziram aumentos na mortalidade
causada pelo inseticida, porém, em uma proporcdo menor que a verificada para DEF
(Figura 6).
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Figura 6. Efeito dos sinergistas DEF (S,S,S-tributilfosforotritioato), DEM (dietil maleato) e PBO
(butoxido de piperonila), sobre a toxicidade de pirimifés-metilico em adultos da populacdo Sao
Paulo de Sitophlius zeamais. Os insetos foram expostos aos sinergistas (contato residual,
concentracao de 1 mg/mL) por duas horas antes da exposi¢do dos mesmos ao inseticida, aplicado
(concentragdo de 9,40 ppm de i.a.) na superficie interna de tubos de vidro de 20 mL (contato
residual por 24 horas). Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste t a 5% de
significancia.

O envolvimento de esterases na resisténcia de pragas a inseticidas também foi
reportado para diversas espécies de importancia econdmica (ex.: Plutella xylostella;
Culex spp., Myzus persicae) incluindo S. zeamais (DOICHUANNGAM et al., 1989;
MONTELLA et a., 2012; GORDON; OTTEA, 2012; BASS et al., 2014; KONUS, 2015).
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5.3. Comportamento de linhagens resistente e suscetivel a inseticida em milho

Os estudos de comportamento de S. zeamais mostraram um consumo de graos
de milho semelhante para as linhagens suscetivel (Assis) e resistente a pirimifés-metilico
(Séo Paulo), nas avaliacOes realizadas aos 42 dias (t = 0,86; g,l. = 8; p = 0,475) e 62 dias
(t=0,15; g,I. = 8; p = 0,878) apos o inicio da infestacdo dos insetos em milho (Figura 7).
Os resultados indicam que os insetos das duas linhagens causariam danos semelhantes

aos graos.
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Figura 7. Consumo de grdos de milho para as linhagens de S. zeamais resistente a pirimifés-

metilico (Sao Paulo) e suscetivel (Assis), aos 42 e 62 dias ap6s o inicio da infestacdo.
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No caso da taxa de crescimento populacional de S. zeamais em milho, observou-
se maior numero de adultos emergidos para a linhagem resistente (S&o Paulo) a
pirimifos-metilico, em relacdo a suscetivel (Assis), nas avaliagOes realizadas aos 42 dias
(t=7,13; g,l. =8; p<0,0001) e 62 dias (t = 7,98; g,l. = 8; p < 0,0001) apds o inicio da
infestacao (Figura 8).
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Figura 8. Numero de adultos emergidos em milho para as linhagens de S. zeamais resistente a

pirimifés-metilico (S&o Paulo) e suscetivel (Assis), aos 42 e 62 dias apds o inicio da infestacéo.

Considerando-se, porém, o porte dos insetos emergidos, observou-se que 0 peso
dos adultos da linhagem suscetivel (Assis) foi 2,3 vezes maior que o dos adultos da
linhagem resistente (S&o Paulo) (Figura 9).
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Nesse caso, 0 peso dos adultos (Figura 9) foi inversamente proporcional ao
nimero de adultos emergidos, que foi em média 2,8 vezes maior para a linhagem
resistente (Figura 8), aos 62 dias ap6s o inicio da infestagdo, observando-se uma
correlacdo negativa e significativa (t = 7,179; r = - 0,938, g.I, = 7, p = 0,0002) entre
numero de insetos e o peso dos insetos emergidos (Figura 10).
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Figura 9. Peso de adultos emergidos em milho para as linhagens de S. zeamais resistente a

pirimifés-metilico (S&o Paulo) e suscetivel (Assis), aos 42 e 62 dias apds o inicio da infestagéo.
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Figura 10. Relagdo entre numero de adultos emergidos e peso dos adultos emergidos em milho,
considerando-se as duas linhagens de S. zeamais, resistente a pirimifés-metilico (S8o Paulo) e

suscetivel (Assis), aos 62 dias apoés o inicio da infestagao.
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Os resultados indicam auséncia de custo adaptativo significativo na linhagem de
S. zeamais resistente ao inseticida organofosforado. Apesar do menor porte dos insetos
da linhagem resistente, eles apresentaram maior taxa de crescimento populacional,
mostrando-se até mais bem adaptados e competitivos que os da linhagem suscetivel,

mesmo em condi¢des de auséncia de residuos de inseticidas quimicos nos graos.

Essa maior taxa de crescimento populacional, observada para a linhagem Sé&o
Paulo de S. zeamais, representa uma caracteristica favoravel a evolugéo da resisténcia a
inseticidas, devido & maior possibilidade de variabilidade genética para resisténcia entre
0os descendentes, que ocorreriam em maior numero em cada geracdo (ROUSH;
McKENZIE, 1987).

Na maioria dos casos, ha algum custo adaptativo associado a resisténcia de
artropodes a inseticidas, geralmente em fungdo da alocacdo de recursos para
metabolizar os inseticidas nas linhagens resistentes, levando a redugfes nas taxas de
reproducdo e/ou aumento no ciclo de vida dos insetos resistentes (BERTICAT et al.,
2002; COUSTAU et al., 2000).

No entanto, processos de selegéo para resisténcia em longo prazo podem levar a
mudangas ou sele¢cdes de genes que servem para mitigar os custos adaptativos da
resisténcia a inseticidas (McKENZIE; BATTERHAM, 1994; McKENZIE; O’FARRELL,
1993).

Este parece ser o caso da linhagem Sao Paulo de S. zeamais que apresentou
maior potencial reprodutivo em graos de milho que a linhagem suscetivel (Assis). Uma
das possiveis explicacdes para o fenbmeno seria um aumento na competitividade por
acasalamento dos machos da linhagem R, favorecendo o aumento na taxa de
reproducdo dos insetos resistentes. Esse comportamento ja foi reportado por outros
autores para S. zeamais (RIBEIRO et al. 2007).

Um melhor desempenho da linhagem resistente da praga em comparacdo com a
linhagem suscetivel, como observado no presente estudo, representa uma séria
preocupacdo para o manejo da resisténcia da praga a inseticidas, devido a tendéncia de
ndo restabelecimento da suscetibilidade (mesmo na auséncia de pressdo de selecao),
com potencial para aumento na propor¢cado dos individuos resistentes a inseticidas nos

depdsitos de graos armazenados no Brasil (RIBEIRO et al., 2007).
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6. CONCLUSOES

Ha variabilidade entre as populacdes brasileiras de S. zeamais, quanto a
suscetibilidade ao inseticida pirimifés-metilico, tendo sido detectada uma populacao
procedente de Sdo Paulo, com intensidade de resisténcia de aproximadamente cinco

vezes e 69% de insetos resistentes.

Ha envolvimento de enzimas metabolizadoras, com destaque para as esterases,

na resisténcia de S. zeamais a pirimifés-metilico.

As linhagens de S. zeamais suscetivel (Assis) e resistente a pirimifds-metilico
(Sao Paulo) causam danos semelhantes aos gréos de milho.

A linhagem de S. zeamais resistente a pirimifés-metilico (Sdo Paulo) apresenta
adultos de menor peso, porém, com maior taxa de crescimento populacional, em relacéo

a suscetivel (Assis), em graos de milho.
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