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RESUMO

CORREA, Alberto Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2009. Resisténcia fisiologica e comportamental de populacgdes de Sitophilus
zeamais a permetrina, esfenvalerato e esfenvalerato + fenitrotiona
Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-orientadores: Eliseu José
Guedes Pereira e Terezinha Maria Castro Della Lucia.

O caruncho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) ¢ considerado a principal praga do milho armazenado no Brasil,
sendo o seu controle realizado principalmente por inseticidas. A utilizagdo macica e
intensa destes compostos pode levar a selecdo de populagdes resistentes e,
conseqiientemente, a diminui¢do da eficiéncia do controle deste inseto-praga em
armazéns brasileiros. Neste trabalho foi realizado um levantamento da resisténcia
fisiologica e comportamental aos inseticidas esfenvalerato, permetrina ¢ a mistura
esfenvalerato + fenitrotiona em 27 populagdes de S. zeamais coletadas em varias
cidades brasileiras e no Paraguai, investigando também, possiveis custos adaptativos
relacionados ao fendmeno. Os insetos foram submetidos a bioensaios de
concentracdo-mortalidade com determinacdo das concentracdes letais CLsy € CLos.
As populacdes foram também submetidas a dois ensaios de caminhamento em
superficie tratada e ndo-tratada com residuo seco de inseticida para deteccdo de
resisténcia comportamental. Foram também determinados a taxa instantdnea de
crescimento populacional (rj), o consumo de grao de milho e massa corporal dos
individuos de cada populagdo estudada. Determinou-se ainda a taxa respiratoria, a
atividade de amilase e de lipase como indicativo da taxa metabolica dos insetos. Os
resultados dos bioensaios de mortalidade indicaram variacdo da razao de resisténcia
de 0,63 a 66,65 vezes para esfenvalerato, de 1,00 a 5,02 vezes para a mistura
esfenvalerato + fenitrotiona e de 0,79 a 69,59 vezes para permetrina em relacdo a
populacdo padrao de suscetibilidade (Sete Lagoas). Estes resultados indicam uma
diminui¢do da resisténcia a piretroides em populagdes brasileiras de caruncho do
milho em relagdo a estudos anteriores. As caracteristicas comportamentais de
caminhamento na area tratada variaram entre as populagdes e sexo. Houve repeléncia

de fémeas para permetrina e esfenvalerato quando comparado entre as populacdes.
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Nao foi detectada correlacdo entre a resisténcia fisiologica e a resisténcia
comportamental, evidenciando que a resisténcia fisioldégica ¢ independente da
resisténcia comportamental nas populacdes testadas. Nao se detectou diferenca
significativa na taxa instantdnea de crescimento (rj), na massa corporea € na taxa
respiratoria dos insetos. Detectou-se diferencas no consumo alimentar e na atividade
de amilase e atividade de lipase entre as populacdes testadas. Assim, podemos
concluir que nao houve custo adaptativo associado aos niveis de resisténcia

verificados nas populagdes estudadas.
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ABSTRACT

CORREA, Alberto Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2009.
Physiological and behavioral resistance of populations of Sitophilus
zeamais to permethrin, esfenvalerate and esfenvalerate + fenitrothion
Advisor: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-advisors: Eliseu José Guedes
Pereira and Terezinha Maria Castro Della Lucia.

The maize weevil, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) is considered the main pest of stored maize in Brazil and its control is
achieved mainly by insecticides. The massive and intensive use of these compounds
may lead to selection of resistant populations and consequently compromise the
control efficacy of this insect pest in Brazilian storage facilities. This work was a
survey of physiological and behavioral resistance to the insecticides esfenvalerate,
permethrin and the insecticide mixture esfenvalerate + fenitrothion in 27 populations
of S. zeamais collected in several Brazilian counties and Paraguay, and also
investigated possible costs associated with this phenomenon. The insects were
subjected to concentration-mortality bioassays to determine the lethal concentrations
LCsp and CLgs. The populations were also subjected to two walking trials on surfaces
treated and untreated with dried insecticide residues for detection of behavioral
resistance. We also determined the instantaneous rate of population increase (r),
maize consumption and body mass of individuals of each population. We also
determined the respiration rate, as well as amylase and lipase activity of the insects
from each population as an indication of their metabolic rate. The concentration-
mortality bioassays indicated resistance ratios ranging from 0.63 to 66.65x for
esfenvalerate, 1.00 to 5.02x for the insecticide mixture esfenvalerate + fenitrothion
from 0.79 to 69.59x for permethrin compared with the susceptible standard
population (Sete Lagoas). These results indicate a decrease in pyrethroid resistance
in Brazilian populations of maize weevil compared with previous studies. The
behavioral characteristics of walking in treated area varied among populations and
sex. There was avoidance to permethrin- and esfenvalerate-treated surfaces by
females from different populations. There was no correlation between physiological

and behavioral resistance, indicating that physiological resistance is independent of
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behavioral resistance in the populations tested. There was no significant difference in
the instantaneous rate of increase (rj), body mass and respiration rate among the
insects. In contrast, there were significant differences in food consumption and
amylase and lipase activity among populations. Therefore, we conclude that there
was no fitness cost associated with levels of resistance observed in the populations

studied.



1. INTRODUCAO

O uso intenso e freqiiente de inseticidas na agricultura, com o objetivo de
proteger os cultivos do ataque de artropodes, impde forte selecdo a estes compostos,
0 que pode resultar no desenvolvimento do fenomeno de resisténcia a inseticidas
(Brattsten ef al., 1986). A resisténcia a inseticidas resulta em problemas economicos
e ambientais, pois acarreta falhas de controle dos organismos-alvo, no aumento da
dose aplicada e da freqliéncia de aplicagdo dos inseticidas no ambiente (Mullin &
Scott, 1992).

Produtos armazenados sdo constantemente atacados por insetos-praga,
principalmente das ordens Coleoptera e Lepidoptera, causando danos quantitativos e
qualitativos na massa de graos. Em regides tropicais o problema ¢ agravado devido
as condi¢des se mostrarem propicias ao desenvolvimento e manutengdo das pragas
durante todo o ano. A sele¢do intensa e a evolugdo rapida da resisténcia a inseticidas
em populagdes naturais t€ém sido os principais obstaculos a serem superados no
manejo satisfatorio de insetos-praga (Kence & Keidje, 1997; Berticat et al., 2008),
principalmente se forem considerados ambientes onde o controle quimico € o método
mais utilizado, como no caso de pragas de graos armazenados (Guedes et al., 1994,
1995; Ribeiro et al., 2003; Oliveira et al., 2005).

A resisténcia a inseticidas em pragas de produtos armazenados é um caso
particular de resisténcia, pois além dos prejuizos diretos associados a esta, ainda
pode ser disseminada pelo comércio de produtos infestados por individuos resistentes
(Champ & Dyte, 1976; Subramanyam & Hagstrum, 1996). Esfor¢os tém sido
constantemente empregados na elaboracdo de métodos alternativos ao controle
quimico (Faroni et al., 2001; Gudrups et al., 2001; Collins & Cook, 2006; de
Oliveira et al., 2007; Souza et al., 2008; Velten et al., 2008), entretanto a utilizagao
de inseticidas continua sendo o principal método empregado para o controle de
insetos-praga de produtos armazenados, devido a sua maior eficiéncia e menor custo
(Guedes, 1990, 1991; Braga et al., 2001; White & Leesch, 1996).

O caruncho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:

Curculionidae), estd entre as pragas mais destrutivas e mundialmente bem



distribuidas dentre as de graos armazenados (Rees, 1996; Danho et al., 2002; Danho
& Haubruge, 2003). E considerada a principal praga do milho armazenado no Brasil,
sendo uma praga primadria por atacar o grao intacto (Lorini, 2002). Esta espécie inicia
a infestagdo no campo (Adda et al., 2002; Brown & Lee, 2002) e juntamente com sua
grande autonomia de voo e ao seu grande poder destrutivo (Hagstrum et al., 1996)
proporciona uma elevada perda do produto na fase de pos-colheita (Santos et. al,
1986, Santos & Montovani, 1997).

Historicamente, o controle quimico do caruncho do milho foi realizado
predominantemente mediante a utilizacdo de dicloro-difenil tricloroetano (DDT).
Contudo, com a proibicdo da utilizacdo destes compostos para fins agricolas em
meados da década de 80, novos compostos passaram a serem utilizados com
destaque para os inseticidas pertencentes aos grupos dos organofosforados e
piretroides (Guedes, 1990; Braga et al, 1991; Guedes et al., 1995) e mais
recentemente misturas advindas destes compostos. A utilizagdo massiva e intensa
destes compostos pode levar a selecio de populagdes resistentes e,
conseqiientemente, a diminui¢do da eficiéncia do controle deste inseto-praga em
armazéns brasileiros (Brattsten et al., 1986; Feyereisen, 1995; Fragoso et al., 2003,
2005; Ribeiro et al., 2003, 2007).

A resisténcia a inseticidas se traduz em mecanismos que sdo resultado de
alteracdes genOmicas apresentadas por alguns organismos possibilitando a sua
sobrevivéncia frente a doses letais de inseticidas para a maioria dos individuos de
uma populagdo normal da mesma espécie. A resisténcia a inseticidas se desenvolve
em insetos mediante a selecdo de individuos raros na populacdo que conseguem
sobreviver a agdo destes compostos nas doses utilizadas. Portanto, o fenomeno da
resisténcia ¢ pré-adaptativo ¢ ndo de efeito mutacional (Brattsten et al., 1986;
Guedes, 1990). Os principais mecanismos de resisténcia podem ser divididos
mecanismos fisiolégicos e comportamentais (Georghiou, 1972; Brattsten et al.,
1986). No entanto, os mecanismos fisioldégicos podem ainda serem divididos em
mecanismos bioquimicos e mecanismos fisioldgicos propriamente ditos (Georghiou,
1972; Brattsten et al., 1986).

Os mecanismos bioquimicos sdo aqueles de ocorréncia mais freqiiente e que

levam a niveis mais elevados de resisténcia (Scott, 1999). Estes estao relacionados ao



aumento da destoxificagdo metabolica devido a a¢do de enzimas destoxificativas e a
reducdo da sensibilidade do sitio de acao do inseticida (Taylor & Feyereisen, 1996;
Scott, 1999). As principais enzimas destoxificativas envolvidas na resisténcia a
inseticida sd3o monooxigenases dependentes de citocromo P450, esterases
(carboxilesterases e fosfotriesterases) e glutationa-S-transferases (Sonderlund &
Bloomquist, 1990; McKenzie, 1996).

Os mecanismos fisiologicos (stricto sensu) sdo aqueles que envolvem o
aumento da taxa de excre¢do dos compostos toxicos pelo organismo, o seqiiestro de
substancias toxicas (armazenando-as em tecidos ou 6rgdos ricos em lipideos) e a
reducdo da penetracdo do inseticida no inseto, este dependente das caracteristicas
quimicas da molécula de inseticida, da estrutura do tegumento e da fase de
desenvolvimento do inseto (Brattsten et al., 1986; Sonderlund & Bloomquist, 1990;
McKenzie, 1996).

Os mecanismos comportamentais sdo determinados por agdes que
influenciam a resposta do organismo a pressdes seletivas exercidas por um
determinado inseticida. Os mecanismos comportamentais aumentam a capacidade de
uma populacdo de insetos escapar dos efeitos letais do inseticida, podendo estar
relacionados a capacidade de aprendizagem do inseto (Lockwood et al., 1984;
ffrench-Constant, 1994; Lorini & Galley, 1998; Hoy et al, 1998). Assim, a
populacdo conserva a sua susceptibilidade intrinseca ao inseticida, porém muda o seu
comportamento de forma a evitar o contato com o inseticida.

Mecanismos comportamentais podem ser estimulo-independentes ou
estimulo-dependentes (Georghiou, 1972). Resisténcia comportamental estimulo-
independente inclui um comportamento padrdo que previne a exposicao a substancia
toxica, ou seja, o individuo ndo necessita de contato prévio com o inseticida
(Georghiou, 1972; Lockwood et al., 1984). Resisténcia comportamental estimulo-
dependente refere-se a um aumento na habilidade do inseto de detectar a substancia
toxica, onde a mesma assume uma propriedade irritante e repelente que excita a
resposta de fuga do inseto apds a deteccdo da substancia (Lockwood et al., 1984).
Estudos sobre a agdo dos inseticidas usualmente priorizam os efeitos de carater

fisiolégico e bioquimico, dando pouca aten¢do as respostas comportamentais do



organismo resultantes da exposi¢do ao inseticida (Kongmee et al., 2004; Guedes et
al., 2009a).

Insetos-praga podem apresentar resisténcia a dois ou mais compostos toxicos
mediante o surgimento da resisténcia cruzada ou resisténcia multipla (Guedes et al.,
1995; Ribeiro et al., 2003; Berticat et al., 2008). Resisténcia cruzada refere-se a um
unico mecanismo conferindo resisténcia a dois ou mais compostos toxicos. Enquanto
resisténcia multipla envolve a coexisténcia de dois ou mais mecanismos de agdo
conferindo resisténcia a dois ou mais compostos toxicos. Varios relatos de resisténcia
cruzada a DDT e piretrdides em insetos sdo exclusivamente resultado de uma tnica
mutacdo genética no canal de sodio (sitio de agdo destes inseticidas) conhecida como
“knock-down resistance”, conferindo altos niveis de resisténcia a ambos o0s
compostos (Guedes et al., 1995; Soderlund & Knipple 2003; Wondji et al., 2008).

A sele¢do para uma nova caracteristica pode levar a mudangas em outras,
fendmeno conhecido como pleiotropia, que ¢ a habilidade de um unico gene afetar
mais de uma caracteristica do individuo (Raymond et al., 2005). Selecdo para
resisténcia a inseticida, pelo menos inicialmente, acarreta o surgimento de
correlagdes genéticas negativas para a adaptacdo do individuo a ambientes isentos de
inseticida (Coustau et al., 2000, Berticat et al., 2002, Bourguet et al., 2004; Guedes
et al., 2006). Esta idéia se baseia no principio de que existe uma realocacdo de
recursos dos processos metabolicos basicos para processos envolvidos na resisténcia
a inseticidas (p. ex. destoxificagdo), diminuindo o potencial reprodutivo do
organismo (Berticat et al., 2002; Oliveira et al., 2007). Esta desvantagem adaptativa
pode resultar em um declinio da freqiiéncia de individuos resistentes na populaciao na
auséncia destes compostos, ocasionando uma alteracdo ou reducdo da selegdo
promovida pela aplicacdo do inseticida. Entretanto, observam-se casos na literatura
em que uma populagdo apresenta resisténcia, mas nao custo adaptativo associado a
ela por serem capazes de mitigar os custos adaptativos ocasionados pelo fendmeno
(Beeman & Nanis, 1986; Haubruge & Arnaud, 2001; Raymond et al., 2001; Fragoso
et al., 2005; Guedes et al., 2006; Oliveira et al., 2007).

O consumo de O, (ou producao de CO;) juntamente com atividade de
enzimas do metabolismo digestivo e energético sdo informacdes uteis para o

entendimento dos custos associados a resisténcia a inseticidas (Marais & Chow,



2003; Guedes et al., 2006; Araujo et al., 2008ab). Ensaios realizados por Araujo et
al. (2008a) com populagdes resistentes de S. zeamais evidenciaram maiores valores
da taxa respiratoria e da atividade de amilase na populagdo resistente com auséncia
de custo adaptativo, contribuindo para o entendimento do fendmeno e seus
respectivos efeitos pleiotropicos.

Levantamentos de resisténcia a determinado grupo de inseticidas podem
auxiliar na escolha de produtos eficientes no controle de populagdes de insetos-praga
e a existéncia de custo adaptativo pode ser uma informacdo util no manejo de
resisténcia a inseticidas (McKenzie & Batterham, 1994; Haubruge & Arnaud, 2001;
Oliveira et al., 2007). No entanto, sdo ainda escassos os levantamentos de resisténcia
a inseticidas em populacdes brasileiras de insetos-praga de produtos armazenados
(Ribeiro et al., 2003). Portanto o presente trabalho teve como objetivo realizar um
levantamento de resisténcia a inseticidas piretréides, de forma isolada e em mistura
com organofosforado, em populagdes de S. zeamais, uma vez que este constitui um
grupo importante e em ampliacdo (principalmente em mistura com sinergistas ou
outros inseticidas) para o controle deste inseto-praga nas unidades armazenadoras de
grdos em regides tropicais (Lorini, 2002). Além deste levantamento, buscou-se
verificar padrdes comportamentais de caminhamento dos individuos frente a
superficie tratada com residuo seco de inseticida que possam indicar uma possivel
ocorréncia de resisténcia comportamental nas populagdes. Investigou-se ainda o
desempenho reprodutivo e metabodlico dos insetos de todas as populagdes com o
intuito de correlaciona-los com o nivel de resisténcia, na tentativa de detectar

possiveis custos adaptativos associados ao fendmeno de resisténcia a inseticidas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Populacdes de Sitophilus zeamais

Vinte e cinco populacdes de S. zeamais provenientes de diferentes cidades
brasileiras e duas do Paraguai foram utilizadas nos ensaios experimentais. As
populagdes foram coletadas, em sua maioria, durante os ultimos quatro anos nos
estados brasileiros de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Pernambuco, Santa Catarina, S3o Paulo ¢ nas regides de Pedro Juan
Caballero e Arroyo Jambure Amambay no Paraguai (Figura 1). A populacdo
considerada padrdo de susceptibilidade neste trabalho ¢ proveniente da Embrapa —
Centro Nacional de Pesquisa em Milho e Sorgo (CNPMS), localizada em Sete
Lagoas, Minas Gerais e vem sendo criada em laboratorio por mais de vinte anos na
auséncia de inseticidas. As populagdes de Jacarezinho — PR e Juiz de Fora — MG sdo
derivadas de populacdes coletadas respectivamente no final da década de 80 e em
1990 em armazéns destes municipios, e que em estudos anteriores apresentaram altos
niveis de resisténcia a DDT e piretroides (Guedes et al., 1994, 1995; Ribeiro ef al.,
2003; Fragoso et al., 2007; Corréa et al., 2008).

As populacdes foram multiplicadas a partir dos insetos contidos nas amostras
coletadas no campo e mantidas em recipientes de vidro (1,5 L), dentro de camaras
climaticas tipo B.O.D., sob condi¢des controladas de temperatura (27 + 2°C),
umidade relativa (70 + 10%) e fotoperiodo (LD 12:12). O substrato utilizado para

manuten¢do das populagdes foi milho isento de pragas e inseticidas.



1. Abre Campo - MG 13.NovaEra- MG

2. Amambay - PY 14. Pedro Juan Caballero - PY
3. Canarana - MT 15. Piracicaba- SP

4. Dowrados Borord - MS 16. Rio Verde - GO

4. Dowrados Linha Barreirinha - MS 17, Sacramento - MG

4. Dowrados Proterito - MS 18. Sdo José do Rio Pardo - SP
5. Espirito Santo do Pinhal - SP 19. S840 Jodo- PE

6. Guarapuava - PR 20. Sete Lagoas - MG

7. Guaxupé - MG 21. Tunapolis - SC

8. Tacui - MG 22 Unai - MG

9. Jacarezinho - PR 23 Vicentina- MS

10. Juiz de Fora - MG 24, Vigosa- MG

11. Machado - MG 25. Votuporanga - SP

12. Maracaju - MS

Figura 1- Locais de coleta de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) nos estados brasileiros e Paraguai.



2.2 Inseticidas e solvente

Os inseticidas, em grau técnico, utilizados para os bioensaios sdo pertencentes
ao grupo dos piretrdides: permetrina (92,2%, Syngenta, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
esfenvalerato (96,9%, Ilharabrds, Sorocaba, SP, Brasil); e ao grupo dos
organofosforados: fenitrotiona (96,8%, Iharabras, Sorocaba, SP, Brasil). Os
inseticidas permetrina e esfenvalerato foram utilizados de forma isolada, enquanto o
fenitrotiona foi utilizado em mistura com o esfenvalerato. A propor¢do dos
componentes da mistura, 20 partes de fenitrotiona mais uma parte de esfenvalerato,
foi baseada no inseticida comercial registrado no Ministério da Agricultura para o
controle do caruncho do milho em graos de milho armazenado no Brasil (AGROFIT,
2003). Foi utilizado acetona em grau analitico (99,8%, Vetec Quimica Fina, Duque
de Caxias, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) como solvente para as preparacdes das

concentragdes dos inseticidas.

2.3 Bioensaios de deteccéo de resisténcia

Foram realizados testes preliminares para se determinar o intervalo de
concentragdes do inseticida que causa mortalidades superiores a zero e inferiores a
100%. Nestes testes, frascos de vidro cilindricos com area interna equivalente a 35,4
cmz, foram tratados com 0,4 mL da solucdo de cada inseticida diluido em acetona,
quantidade necessaria para cobrir igualmente toda a parede do frasco para cada
concentragdo (Fragoso et al., 2003; 2005; Oliveira et al., 2005, 2007; Freitas et al.,
2009). Os frascos foram colocados em um rotor (Roto-Torque, modelo 7637, Cole
Parmer Instruments, Connecticut, EUA) para que o principio ativo fosse distribuido
uniformemente por toda a superficie interna do frasco apds a completa evaporagdo
do solvente.

Os testes preliminares foram formados por quatro tratamentos € o controle
(apenas o solvente) com trés repeti¢des cada, onde vinte insetos adultos nao-sexados
eram expostos ao residuo seco do inseticida por um periodo de 48 horas. Apos este
periodo, avaliou-se a mortalidade proporcionada pelas concentragdes dos respectivos
inseticidas utilizados. Com o objetivo de padronizar a avaliagdo, os insetos eram
considerados mortos quando ndo respondiam a estimulos provocados por um Unico

toque com a pinga.



ApoOs a realizacdo dos testes preliminares e determinagdo da faixa de
concentracdo a ser usada nos bioensaios definitivos, procedeu-se a realizagao dos
mesmos seguindo o delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des
contendo 20 insetos cada. Foram utilizados de seis a oito concentragdes para cada
combinagdo de inseticida e populagdo, além da testemunha que foi exposta apenas ao
solvente acetona. O bioensaio utilizado foi o mesmo anteriormente descrito
mantendo-se os frascos em camaras climaticas tipo B.O.D., com temperatura de 27 +

2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo LD 12:12.

2.4 Bioensaios comportamentais

Dois ensaios comportamentais de caminhamento foram realizados em arenas
totalmente ou parcialmente (metade) tratadas com residuo seco de inseticidas. As
arenas foram confeccionadas em placas de Petri com nove centimetros de diametro e
dois centimetros de altura, cujo fundo foi recoberto com discos de papel-filtro e as
paredes revestidas com teflon para evitar o escape dos insetos. O disco de papel-filtro
foi considerado tratado quando embebido com 1 mL da solugdo inseticida. A solugdo
utilizada proporcionava, apds a evaporacdo do solvente, uma concentracido
correspondente a CLos da populacao padrao de susceptibilidade. Esta concentragao
de inseticida ndo ¢ letal aos insetos para o periodo de exposicao utilizado (10 min),
como determinado em avaliagdes preliminares. O controle foi tratado apenas com 1
mL do solvente (acetona). Ambos os discos eram tratados em capela de exaustdo e
deixados secando por um periodo de 15 a 20 min.

O primeiro ensaio comportamental foi constituido de arenas impregnadas
com residuo seco do inseticida ou apenas com o solvente (controle) (Figura 2a). As
caracteristicas avaliadas foram distancia percorrida, tempo em movimento,
velocidade média de caminhamento e ntiimero de paradas na arena. No segundo
ensaio, uma unica arena foi confeccionada com metade da area tratada e metade ndo
tratada (controle). O disco usado no controle foi inserido no fundo da placa de Petri e
metade de um disco tratado com a solugdo de inseticida foi colada com cola branca
(base de resina sintética e dgua) (Goller, China) por cima do disco controle (Figura
2b). A caracteristica comportamental avaliada foi a propor¢do do tempo total de

permanéncia do individuo na metade correspondente ao controle da arena. Os testes



comportamentais foram realizados em sala com iluminagdo artificial cuja
temperatura média foi de 25 (£ 3°C), das 14 as 18 horas.

Em ambos os ensaios foram utilizados insetos adultos, sexados, com idade
entre 1 e 15 dias apds a emergéncia. Os insetos foram sexados pela observagao da
textura e perfuracdes do rostro, como proposto por Tolpo & Morrison (1965).
Posteriormente, foram alojados em arenas formadas por discos ndo tratados por um
periodo de 24 horas com intuito de aclimatag¢do do inseto a arena. Posteriormente, os
insetos foram colocados nas arenas, de acordo com o ensaio comportamental. As
arenas levadas ao sistema de rastreamento formado por uma camera de video
acoplada a um computador (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal — Canadd) para
avaliagdo dos paradmetros comportamentais por um periodo de 10 min. O
experimento foi delineado inteiramente ao acaso e estruturado em um fatorial (27
populacdes x 2 sexos x 3 inseticida) com 16 repeti¢des, onde cada repeti¢ao
constituiu-se de um unico inseto. A cada repeticao a placa de Petri e os papéis-filtro
foram trocados. O lado em que o inseto foi adicionado a cada repeti¢do foi definido

aleatoriamente.

{a) Arenal (b} Avena 2

Figura 2 - Arenas de caminhamento de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera:
Curculionidade) no teste com o ViewPoint. (a) ensaio 1, arena com disco
impregnado com residuo seco de inseticida (tratado - T) ou com o disco sem
inseticida embebido com acetona (controle - C); (b) ensaio 2, arena com metade da
area tratada (tratado - T) e metade ndo tratada (controle - C).
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2.5 Bioensaio de taxa instantanea de crescimento (ri)

Este ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeti¢des. Cada tratamento (populacdo de S. zeamais) foi formado por um pote de
vidro com capacidade de 1,5 L contendo 250 g de grios de milho de umidade
conhecida (base umida), isentos de pragas e inseticida. Cinqilienta insetos adultos,
nao sexados e com idade entre 0 a 15 dias apos a emergéncia foram adicionados aos
potes. Os potes com os insetos foram acondicionados em camaras climaticas tipo
B.O.D., com temperatura (27 = 2°C), umidade relativa (70 £ 10%) e fotoperiodo (LD
12:12) controlados. Apos 100 dias foram avaliados o numero de insetos vivos e
mortos, a massa corporal dos insetos vivos e o peso final da massa de graos.

A taxa instantanea de crescimento populacional (7;) foi calculada utilizando-

se a equacgdo a seguir (Stark & Bank, 2003).

AT

ri=

Onde:

r; = Taxa instantanea de crescimento populacional;
Ny= Numero final de insetos vivos;

N; = Numero inicial de insetos vivos;

AT = Variagdo de tempo (numero de dias em que o ensaio foi realizado).

2.6 Bioensaios Respirométricos

O ensaio de respirometria foi realizado em condi¢des de laboratdrio
utilizando um respirometro do tipo TR3C equipado com um analisador de CO;
(Sable System International, Las Vegas, EUA) e metodologia adaptada de Guedes et
al. (2006). Foram separados e sexados grupos de vinte insetos adultos devidamente
acondicionados numa camara com capacidade de 25 mL. Esta camara foi conectada a
um sistema completamente fechado, onde o CO; produzido pelos insetos (umL de
Co, / hora) ¢ varrido por um fluxo de ar isento de CO, e mensurado por um leitor

infravermelho de CO, conectado ao sistema. O experimento foi delineado
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inteiramente ao acaso e esquema fatorial (27 populacdes x 2 sexos) com trés

repeticoes.

2.7 Bioensaios Enzimaticos

Para os ensaios de amilase e lipase foram utilizados respectivamente os Kits
“K003” e “K025” da BIOCLIN (QUIBASA — Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil) e metodologia adaptada de Araujo ef al. (2008a). Para ambos
0s ensaios, os extratos enzimaticos foram obtidos a partir de cinco insetos adultos
sexados, macerados com 1 mL de agua deionizada (pH 3,0) e centrifugados a
velocidade de 10000 gmax por 15 min. O arranjo experimental foi o fatorial (27
populacdo x 2 sexo) com trés repetigdes no delineamento inteiramente casualizado.

O ensaio de amilase ¢ baseado na reagdo substrato (amido) e reagente de cor
com metodologia baseada na cinética de tempo fixo (Caraway, 1959 modificado). O
extrato enzimatico foi incubado com o substrato e a leitura foi realizada em
comprimento de onda de 660 nm. O ensaio de lipase ¢ também baseado em uma
metodologia colorimétrica contendo tampdo, inibidor enzimatico, reagente de cor,
substrato e acetona. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 410 nm. A
concentracdo de proteina nos extratos enzimaticos foi determinada pelo método de

Warburg-Christian (1941) para determinagdo de atividade especifica.

2.8 Anélises Estatisticas

Os resultados de mortalidade foram submetidos a andlise de Probit (Finney,
1971), por intermédio do procedimento PROC PROBIT do programa System of
Statistical Analyses - SAS (SAS Institute, 2000), gerando as curvas de concentragdo-
mortalidade. Os dados de mortalidade obtidos foram corrigidos pela mortalidade que
ocorreu no tratamento controle. A razdo de resisténcia indica quantas vezes uma
populacdo ¢ mais resistente que a populagdo considerada padrdao de suscetibilidade (p
< 0,05) quando o limite de confian¢a ndo inclui o valor 1 (Robertson and Preisler,
1992). Para se mensurar a magnitude da resisténcia das populagdes aos inseticidas,
foi calculada a razdo de resisténcia (RR) com limite de confianca de 95% baseada
nos valores das CLsp e CLgs do inseticida para cada populagdo como sugerido por

Robertson and Preisler (1992).
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Os resultados para o ensaio comportamental referente a arena completamente
tratada foram submetidos a andlise de variancia multivariada (populagdo x sexo x
inseticida) (PROC GLM com MANOVA Statement; SAS Institute, 2000) e os
parametros comportamentais avaliados foram submetidos a analise de correlagao de
Pearson (p < 0,05) (PROC CORR; SAS). Eventualmente o pardmetro
comportamental “distdncia percorrida” (considerado um parametro de maior
relevancia) foi submetido a uma andlise de varidncia univariada (PROC
UNIVARIATE; SAS Institute, 2000) e posteriormente, para cada inseticida, as
variaveis populacdo e sexo foram submetidos ao teste de Scott-Knott (p < 0,05)
(Sistema de Analise Estatistica e Genética — SAEG, 2000). Os dados referentes a
arena parcialmente tratada (metade tratada e metade controle) foram submetidos a
uma analise de variancia univariada (PROC UNIVARIATE; SAS Institute, 2000) ¢
subseqilientemente, para cada inseticida, também foram submetidos ao teste de Scott-
Knott (p < 0,05) (Sistema de Analise Estatistica e Genética — SAEG, 2000) com o
intuito de classificar em grupos as variaveis populacdo e sexo de acordo com o
parametro comportamental avaliado. Foi realizada uma analise de correlagao Pearson
(p < 0,05) (PROC CORR; SAS) entre a razao de resisténcia (CL50) e os pardmetros
comportamentais distancia percorrida e propor¢ao de tempo de permanéncia na area
ndo tratada da arena para cada inseticida.

Os dados referentes a taxa instantdnea de crescimento (r;) e taxa de consumo
de grao das populacdes de S. zeamais foram inicialmente submetidos a analise de
variancia univariada (PROC UNIVARIATE; SAS Institute, 2000). Enquanto, taxa
respiratdria, massa corpdrea, atividade de amilase e atividade de lipase foram
submetidos a analise de variancia multivariada (populagdo x sexo) (PROC GLM com
MANOVA Statement; SAS Institute, 2000). Cada parametro foi também submetido e
ao teste de Scott-Knott (p < 0,05) (Sistema de Andlise Estatistica e Genética — SAEG,
2000).

Posteriormente foi realizada uma andlise de correlacdo canonica (parcial),
utilizando o procedimento PROC CANCORR (SAS Institute, 2000), com objeto de
determinar se existe correlacao significativa (p < 0,05) entre a taxa instantdnea de

crescimento e as razdes de resisténcia (RRc[ ), a distancia percorrida e a proporgao

do tempo de permanéncia na area nao tratada.
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A andlise de trilha foi utilizada para identificar e quantificar as interagdes
diretas e indiretas entre a taxa instantanea de crescimento (1;) com a taxa de consumo
de grao, a taxa respiratdria, a massa corpdrea, a atividade de amilase e a atividade de
lipase. As interagdes sdo representadas por coeficientes de correlagdo, que quantifica
as interagdes entre as varidveis independentes, e coeficientes de regressao,
responsaveis por quantificar o efeito direto na varidvel resposta. As analises foram
realizadas usando os procedimentos PROC REG e PROC CALIS (SAS Institute,
2000), seguindo os passos descritos por Mitchell (1993).

Os dados referentes a massa corpérea, a atividade de amilase e lipase nao
satisfizeram aos pressupostos de homogeneidade de varidncia e de normalidade
sendo necessario recorrer as transformagdes LOG (x+1) para massa corpérea e LOG

(x) para atividades de amilase e lipase.
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3. RESULTADOS

3.1 Bioensaios de deteccéo de resisténcia

Os resultados dos bioensaios para detec¢ao de resisténcia em populacdes de
S. zeamais mostram baixos valores de x> e altos p valores (<12 e >0,06
respectivamente), indicando adequacdo dos dados ao modelo probit para estimativa
das curvas de mortalidade. Isto possibilitou as estimativas dos pardmetros de
mortalidade CLsy e CLys (Tabelas 1, 2 e 3).

As populagdes avaliadas mostraram, em sua maioria, baixa resisténcia ao
inseticida esfenvalerato com a razdo de resisténcia variando de 0,63 a 66,65 vezes em
relacdo a populagdo padrao de susceptibilidade (Tabela 1). A populagdo que
apresentou menor valor de CLsy foi a de Unai, enquanto a que apresentou maior
valor foi a de Juiz de Fora. As populagdes de Unai, Piracicaba, Canarana, Dourados -
Borord, Maracaju e Guaxupé foram consideradas susceptiveis em relagdo a
populacdo de Sete Lagoas (padrio de susceptibilidade) de acordo com a razdo de
resisténcia (RR) e seus respectivos limites de confianga (Robertson and Preisler,
1992). Enquanto as populacdes de Espirito Santo do Pinhal, Jacarezinho e Juiz de
Fora apresentam resisténcia moderada com razdo de resisténcia variando entre 10 a
100 vezes. As inclinagdes das curvas de mortalidade variaram entre as populacdes,
variagdo esta que esteve entre 0,56 + 0,06 (Espirito Santo do Pinhal) e 0,91 + 0,08
(Maracaju). Por causa desta variagdo, a ordem de suscetibilidade das populagdes

baseada na CLs foi diferente daquela baseada na CLos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Suscetibilidade de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) a esfenvalerato.

Populagio N ITEIII,?\‘/;I%O CL?'gfn?ZS 7) RR50 (IC 95%) CLﬁgfn?zs ) RRg5 (IC 95%) ¥ P

Sete Lagoas’ 700 0.80+0,06 642 (4.65-9.19) 100 (0.62-1,61) 711,69 (326.90-2001,00) 1,00 (028-3.51) 444 049
Piracicaba 700 0,64 + 0,07 5,97 (4,10 - 8,62) 0,93 (0,40 -0,97)  2273,00 (989,48 - 6831,00) 3,19 (0,16 -1,52) 3,72 0,71
Unai 760 0,85+0,05 402(299-530) 0,63 (0,57-153) 34749 (187,16-802,01) 049 (0,87-11,76) 2,70 0,75
Canarana 800 0,75 + 0,05 7,43 (5,45 -10,12) 1,16 (0,74 - 1,82)  1160,00 (593,22 - 2751,00) 1,63 (0,51 - 5,24) 1,03 0,98
Dourados - Borord 700 0814006  7.63(5.60-10,50) 1,19(0,75-1.88) 827,66 (40537 -2140,00) 1,16 (035-3.89) 4,03 0,55
Maracaju 800 0,91 + 0,08 8,71 (6,38 -11,59) 1,36 (0,87 - 2,12) 569,98 (308,24 - 1330,00) 0,80 (0,26 -2,50) 3,82 0,70
Guaxupé 800 0,70 + 0,06 9,85 (7,06 -13,79) 1,54 (0,96 - 2,46)  2148,00 (961,22 - 6349,00) 3,02 (0,84-10,90) 4,39 0,62
Vicentina 800 0,75 + 0,06 10,49 (7,53 - 14,54) 1,63 (1,03 - 2,61) 1617,00 (747,24 - 4658,00) 2,27 (0,64 -8,02) 5,19 0,52
Pedro Juan Caballero 800 0,70 £ 0,05 10,63 (7,69 - 14,85)  1,66(1,04 -2,64) 2340,00 (1081,00 - 6437,00) 3,29 (0,95-11,48) 5,17 0,52
Abre Campo 700 0,67 + 0,06 11,90 (8,36 -17,05) 1,85(1,14-3,01) 3420,00 (1326,00 - 13160,00) 4,81 (1,16 -20,03) 2,71 0,74
Dourados - Proterito 780 084+007  12,79(9,53-1721) 1,99 (128-3,11)  1160,00 (582,33 -2951,00) 1,63 (0,49-536) 8,09 023
Rio Verde 800 0,84 0,07 12,97 (9,73 -17,33) 2,02 (1,30-3,14) 1169,00 (597,62 - 2873,00) 1,64 (0,51 -5,32) 1,92 0,93
Tunapolis 700 0,71 £ 0,07 13,60 (9,55-19,43) 2,12 (1,31-3,44) 2836,00 (1113,00-11076,00) 3,98 (0,96 - 16,55) 3,09 0,69
Amabay 800 0,76 + 0,07 14,75 (10,57 - 20,71) 2,30(1,43-3,68)  2128,00 (934,00 - 6745,00) 2,99 (0,81 -11,08) 5,41 0,49
Jacui 780 0,86 + 0,08 18,63 (13,66 - 25,68) 2,90 (1,84 -4,58)  1522,00 (692,90 - 4752,00) 2,14(0,59-7,74) 6,75 0,34

'N = Numero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrio da média; *Populagdo padrio de suscetibilidade, CL = Concentrago letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagio resistente/CLs, da populagio susceptivel; 3° = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Continuacgédo Tabela 1- Suscetibilidade de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) a esfenvalerato.

Populagio N fneinacio CL?;SH?ZS 7) RRs( (IC 95%) CL91§| giﬁf%) RRgs (IC95%) 2 P

Sacramento 800 083006 1990(14,85-27,22) 3,10 (1,98 - 4,86) 1937,00 (944,18 - 5048,00) 272(081-9,13) 405 067
Guarapuava 800 070+007 20,64 (1444-3044)  322(1.96-528) 474600 (1697,00-21765,00) 6,67 (147-3046) 118 098
Machado 800 0,66+0,06 2454(1683-37,56)  3.82(228-641)  7674,00 (2587,00-37301,00) 10,78 (2.26-51.81)  7.81 0,25
Vigosa 580 0.80+0,10  24,56(9,73-51,00)  3.83(2.01-7.28)  2747,00 (784,65 -31060,00)  3.86 (090-1657) 880 0,07
Sio José do Rio Pardo 800 0,78 +0,08 25,70 (1830-37,36) 4,00 247-6,50) 329000 (1278,00- 13421,00) 4,62 (1,10-19.49) 550 048
Dourados - Barreirinha 800 0,00=0,10 32,61 (24,40-4541) 5,08 (3,23 - 7,98) 2188,00 (926,59 - 8068,00) 3,07(0.78-12,03) 516 052
Votuporanga 800 070+0,07  3554(20,55-63,03)  5.54(320-9.60) 780300 (2376,00-50855,00) 10,96 (2,54-47,52) 11,14 008
Sio Jodo 800 070+005 3872(27.82-5417)  6,03(3.77-9.65)  8364,00 (3800,00-23923,00)  11,75(332-41,78) 587 044
Nova Era 700 0.58+007 41,61(2553-7525) 648 (348-12,08)  27621,00 (6465,00 - 269280,00) 38,81 (5,36-284,01) 8,13 0,15

Espirito Santo do Pinhal 800 0,56 + 0,06 87,70 (52,23 - 176,60) 13,66 (6,94 - 26,90)  74752,00 (15543,00 - 821625,00) 105,03 (12,98 - 861,05) 1,99 0,92
Jacarezinho 800 0,65+0,07 162,48 (90,31-306,51) 25,32 (14,17-45,23) 54146,00 (14179,00 - 470125,00) 76,08 (15,51 - 375,88) 11,58 0,07

Juiz de Fora 700 0,80+0,08 427,76 (307,03 -611,89) 66,65 (41,42-107,26) 48843,00 (19825,00 - 185096,00) 68,63 (17,00 - 277,13) 7,03 0,22

'N = Numero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrio da média; *Populagdo padrio de suscetibilidade, CL = Concentrago letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagdo resistente/CLs, da populagdo susceptivel; 3° = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Todas as populagdes de S. zeamais apresentaram baixos niveis de resisténcia
a mistura esfenvalerato + fenitrotiona (Tabela 2). A magnitude ou razdo de
resisténcia (RR) com base na CLs variou de 1,00 a 5,02 vezes, sendo as populacdes
de Sete Lagoas e Piracicaba as mais suscetiveis e a populagdo de Unai a mais
resistente a mistura. Pelo critério adotado por Robertson and Preisler (1992), as
populagdes de Piracicaba, Amambay, Rio Verde, Sacramento, Dourados — Borord,
Canarana, Maracaju, Guaxupé e Vicosa sdo susceptiveis em relacdo a populagdo
padrio de susceptibilidade. A semelhanca do ocorrido para esfenvalerato, houve
variagdo nas inclinagdes das curvas concentragdo-mortalidade, inclinagdo esta que se
mostrou menor € maior, respectivamente, para as populacoes de Votuporanga (0,64 +
0,15) e Piracicaba (3,61 = 0,30). Como esperado, em razdo das diferentes
inclinagdes, a ordem de suscetibilidade das populacdes a mistura fenitrotiona +

esfenvalerato baseada na CLs, foi diferente daquela baseada na CLgs (Tabela 2).
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Tabela 2 — Suscetibilidade de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidac) a mistura esfenvalerato +

fenitrotiona.

Populagio N' o Inclinacho CLﬁggfn??%) RRs ) (IC 95%) CLﬁg(}fn?E%) RRos(IC95%) P
Sete Lagoas3 600 2,21+0,39 0,0052 (0,0032 - 0,0066) 1,00 (0,75 - 1,34) 0,029 (0,018 - 0,105) 1,00 (0,51 - 1,98) 7,85 0,10
Piracicaba 780 3,61 +£0,30 0,0052 (0,0047 - 0,0055) 1,00 (0,80 - 1,24) 0,014 (0,012 - 0,017) 0,51 (0,31 - 0,85) 9,03 0,17
Amambay 780 1,93 +0,32 0,0053 (0,0037 - 0,0067) 1,03 (0,77-1,36) 0,038 (0,022 - 0,136) 1,32 (0,63-2,79) 10,42 0,06
Rio Verde 700 2,17+0,19 0,0057 (0,0049 - 0,0064) 1,09 (0,86 - 1,39) 0,032 (0,025 - 0,045) 2,20 (0,64 - 1,96) 3,20 0,67
Sacramento 700 2,16+0,22 0,0057 (0,0050 - 0,0063) 1,10 (0,87 -1,39) 0,033 (0,025 - 0,049) 1,15 (0,64 -2,05) 8,96 0,11
Dourados - Boror6 540 1,40 £ 0,36 0,0060 (0,0019 - 0,0086) 1,15 (0,79 - 1,68) 0,089 (0,032 - 40,46) 3,08 (0,83-11,59) 8,49 0,08
Canarana 680  1,93+0,29 0,0062 (0,0043 - 0,0079) 1,20 (0,89 - 1,61) 0,044 (0,026 - 0,131) 1,53(0,75-3,11) 10,92 0,05
Maracaju 740 2,20+0,19 0,0063 (0,0055 - 0,0070) 1,21 (0,95-1,53) 0,035 (0,027 - 0,048) 121(0,70-2,11) 8,66 0,19
Guaxupé 600 2,02 +£0,23 0,0064 (0,0057 - 0,0073) 1,24 (0,98 - 1,58) 0,042 (0,029 - 0,072) 1,45 (0,76 - 2,77) 515 0,27
Vigosa 640 1,81 +0,21 0,0069 (0,0049 - 0,0091) 1,33 (0,98 - 1,81) 0,056 (0,035 - 0,123) 1,93 (1,01 - 3,71) 9,82 0,08
Sdo José do Rio Pardo 600 1,63 £0,26 0,0071 (0,0045 - 0,0100) 1,38 (1,00 - 1,90) 0,073 (0,036 - 0,390) 2,53 (1,10 - 5,84) 9,09 0,06
Sao Jodo 760 2,55+0,21 0,0075 (0,0068 - 0,0082) 1,44 (1,15 -1,81) 0,033 (0,026 - 0,044) 1,15 (0,67 - 1,97) 4,50 0,61
Nova Era 600 1,62+ 0,25 0,0076 (0,0047 - 0,0105) 1,46 (1,05 -2,03) 0,078 (0,040 - 0,395) 2,71 (1,19 - 6,17) 8,91 0,06
Espirito Santo do Pinhal 580 1,15+0,16 0,0076 (0,0057 - 0,0095) 1,46 (1,07 -2,01) 0,204 (0,108 - 0,590) 7,03 (2,80-17,90) 1,22 0,88
Jacui 600 0,75+0,15 0,0076 (0,0045 - 0,0105) 1,47 (0,96 - 2,24) 1,165 (0,309 - 25,45) 40,20 (5,97 -277,15) 6,74 0,15

'N = Numero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrio da média; *Populagdo padrio de suscetibilidade, CL = Concentrago letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagdo resistente/CLs, da populagio susceptivel; 5° = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Continuacao Tabela 2— Suscetibilidade de 27 populagoes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae) a mistura esfenvalerato

+ fenitrotiona.

Populagio N fnetinacto CLfggfIﬁ?%) RRs (IC 95%) CLjflgfgf%) RRys (IC 95%) 2 P

Vicentina 700 1,75+0,20 0,0078 (0,0068 - 0,0089) 1,50 (1,18 - 1,91) 0,067 (0,044 - 0,131) 2,33 (1,15 - 4,74) 9,19 0,10
Machado 700 1,07+0,14 0,0084 (0,0066 - 0,0103) 1,62 (1,20 - 2,18) 0,291 (0,142 - 0,978) 10,06 (3,65 - 28,13) 9,09 0,11
Abre Campo 700 1,56+0,16 0,0085 (0,0072 - 0,0098) 1,64 (1,27 -2,11) 0,096 (0,064 - 0,173) 3,32 (1,69 - 6,57) 8,18 0,15
Juiz de Fora 600 2,58+0,20 0,0096 (0,0086 - 0,0106) 1,84 (1,46 - 2,33) 0,041 (0,033 - 0,055) 1,44 (0,84 - 2,48) 542 0,25
Tunapolis 660 1,36+0,15 0,0121(0,0102 - 0,0146) 2,33 (1,78 - 3,05) 0,195 (0,112 - 0,463) 6,75 (2,96 - 15,57) 8,75 0,12
Dourados - Barrerinha 580 1,05+0,16 0,0127(0,0100-0,0161) 2,45 (1,80 - 3,33) 0,468 (0,201 - 2,183) 16,14 (4,93 - 53,64) 526 0,26
Guarapuava 700 0,93+0,14 0,0175(0,0138 - 0,0242) 3,37 (2,40 - 4,73) 1,020 (0,364 - 6,506) 35,20 (8,66 - 145,56) 2,70 0,75
Pedro Juan Caballero 600 1,21+0,16 0,0177(0,0145 - 0,0226) 3,41 (2,53 - 4,60) 0,407 (0,197 - 1,367) 14,06 (5,06 - 39,50) 5,14 0,27
Votuporanga 600 0,64+0,15 0,0185(0,0128 - 0,0320) 3,55 (2,27 - 5,56) 6,751 (0,923 -1402,00) 232,82 (12,47 - 4474,61) 5,99 0,20
Dourados - Proterito 780 1,36+0,13 0,0204 (0,0170 - 0,0258) 3,93 (2,94 - 5,26) 0,331 (0,187 - 0,753) 11,41 (5,01 - 26,21) 2,58 0,86
Jacarezinho 560 1,18+0,22 0,0211 (0,0128 - 0,0395) 4,06 (2,73 - 6,04) 0,519 (0,155 - 18,36) 17,91 (4,66 - 69,65) 9,44 0,05
Unai 760 1,40 £0,13  0,0261 (0,0214 - 0,0340) 5,02 (3,70 - 6,83) 0,395 (0,221 - 0,913) 13,63 (5,92-31,64) 648 0,37

'N = Numero total de insetos por bioensaio; “EPM = Erro padrio da média; *Populagio Padrdo de suscetibilidade, CL = Concentragio letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagio resistente/CLs, da populagio susceptivel; x> = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Nos bioensaios para permetrina, a populagcdo que apresentou maior CLs foi a
Juiz de Fora sendo 69,59 vezes mais resistente que a populacdo padrao de
susceptibilidade (Tabela 3). As populacdes que apresentaram menores valores de
CLsy foram as de Rio Verde, Sete Lagoas e Piracicaba respectivamente, sendo
consideradas susceptiveis pelo critério adotado por Robertson and Preisler (1992). A
inclinacao das curvas variou entre 0,70 + 0,05 a 1,56 + 0,14 para Vigosa ¢ Canarana
respectivamente, fazendo com que a ordem de suscetibilidade das populacdes
baseada na CLs, também seja diferente em relacdo a CLgs (Tabela 3).

Embora a CLys sirva como parametro de controle efetivo das populacdes a
campo, a magnitude de resisténcia para os trés inseticidas testados foi calculada a
partir da CLso. Isto porque este ¢ o ponto de melhor ajuste do modelo (menor
amplitude dos desvios-padrdo), o que confere uma maior credibilidade a estimativa
da concentracao letal e da razdo de resisténcia (Robertson & Preisler, 1992; Eaton &

Klaassen, 2003).

21



Tabela 3 — Suscetibilidade de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) a permetrina.

Populagio N Inetinacdo CLS;;gfrgf%) RRs (IC 95%) CLg; gfrgﬁ/) RRgs (IC95%) o P

Sete Lagoas® 800 1,43 +0,09 1,58 (1,29 - 1,95) 1,00 (0,75-1,34) 22,25 (15,26 - 35,68) 1,00 (0,55-1,81) 445 0,62
Rio Verde 800 0,82 +0,05 1,25 (0,89 - 1,70) 0,79 (0,54 - 1,16) 129,94 (78,32 -244,93) 588 (2,91-11,86) 10,44 0,11
Piracicaba 600  1,13+0,13 1,81 (0,97 - 3,14) 1,14 (0,73 -1,78) 52,29 (21,60 - 256,68) 2,36 (0,96-5,78) 9,39 0,05
Pedro Juan Caballero 600  129+0,16 2,66 (1,41 - 4.23) 1,68 (1,11-2,54) 50,17 (24,31 - 196,25) 2,26(1,03-4,93) 9,13 0,06
Tunapolis 600 1,16 +0,10 2,70 (2,11 - 3,38) 1,71 (1,25-2,33) 70,09 (44,86 - 127,78) 3,16(1,63-6,12) 2,69 0,61
Vicentina 600 0,80+ 0,07 2,84 (1,97 - 3,95) 1,80 (1,21 -2,68) 324,98 (163,87 - 836,68) 14,71 (5,99 - 36,11) 3,35 0,50
Abre Campo 600 0,97 +0,07 2,89 (2,15 - 3,97) 1,83 (1,26-2,63) 140,53 (76,52 -307,98) 6,34 (2,84-14,16) 5,89 021
Dourados - Borord 800  1,31£0,10 3,69 (2,92 - 4,54) 233(1,73-3,15) 66,96 (47,51 - 104,05) 3,01 (1,70-533) 7,19 0,30
Guaxupé 700 0,84 + 0,07 4,20 (3,12 - 5,66) 2,65 (1,85-3,80) 373,47 (187,30 - 953,20) 16,89 (6,87-41,50) 591 0,31
Amambay 800 0,77 £ 0,06 4,43 (3,25 - 5,96) 2,80 (1,95-4,02) 596,35 (301,81 - 1476,00) 27,00 (11,15-65,37) 4,83 0,57
Sdo José do Rio Pardo 800 0,86 + 0,06 4,43 (3,36 - 5,80) 2,80 (2,00 -3,93) 365,63 (206,14 - 766,26) 16,53 (7,65 -35,72) 9,55 0,15
Jacui 700 0,96 + 0,08 4,62 (3,44 - 6,10) 2,92 (2,06 - 4,14) 236,56 (133,26 - 514,73) 10,68 (4,88 - 23,35) 2,06 0,84
Dourados - Proterito 800 1,11+ 0,09 5,23 (4,09 - 6,55) 3,31 (2,43 -4,51) 158,73 (99,13 - 299,62) 7,15 (3,61 - 14,18) 8,87 0,18
Dourados - Barrerinha 700 0,94 + 0,08 5,28 (3,91 - 6,99) 3,34 (2,35-4,74) 301,25 (168,96 - 654,42) 13,60 (6,21 - 29,80) 7,20 0,21
Guarapuava 600  1,19+0,10 5,55 (4,33 - 7,00) 3,51 (2,56 -4,80) 134,24 (85,87-24227) 6,04 (3,13-11,68) 721 0,13

'N = Numero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrio da média; *Populagdo padrio de suscetibilidade, CL = Concentragio letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagdo resistente/CLs, da populagio susceptivel; 5° = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Continuacgédo Tabela 3 — Suscetibilidade de 27 populacdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) a permetrina.

Populagio N fneinacio CLS%SSH?ZS ") RR5 (IC 95%) CLﬁgfgf %) RRgs (IC 95%) ¢ P

Sacramento 600 1,08+0,11 564 (4,29-748) 3,56 (2,53 - 5,01) 189,82 (100,68 -471,54)  8,56(3,63-20,16) 4,10 0,39
Canarana 600 1,56+0,14 570 (4,39 -7,17) 3,60 (2,62 - 4,94) 64,27 (44,36 - 106,59) 2,89 (1,59-525) 7,06 0,13
Nova Era 800 1,09+0,09 6,09 (4,80 -7,62) 3.85 (238 - 6,23) 196,20 (120,79-37595) 884 (243-3222) 2,00 092
Unai 600 1,07+0,12  7,12(543-9,.24) 4,50 (3,23 - 6,26) 24222 (126,36 - 649,17) 1092 (4,49-26,57) 390 0,42
Espirito Santo do Pinhal 800 1,01+0,10 8,25 (6,30 - 10,65) 521 (375 -7,24) 35436 (189,60 -872,72) 1599 (6,84-37.38) 7,09 031
Machado 700 0.85+0,09 9,50 (6,90 - 12,87) 6,00 (4,16-8,67) 81547 (365,15-2749,00) 36,87 (12,84-10586) 517 040
Maracaju 600 0.94+0,15  986(471-20,04)  623(376-1031) 54344 (146,63 - 12250,00) 24,53 (6,33-9516) 8,66 0,07
Sdo Jodio 800 0.82+0,06 13,63 (10,18-1840)  8,62(6,03-1232)  1419,00 (710,71-3560,00) 64,17 (26,23 - 15699) 9,38 0,15
Vigosa 800 0,70+0,05 2442 (17.45-3491) 1544 (10,35-23,02) 5384,00 (2446,00 - 14961,00) 244,13 (91,15-653,86) 9,79 0,13
Votuporanga 800 124+0,08 2518(20,18-31,36) 1591 (11,80-21,47) 52991 (352,48-887,65)  23.85(12,84-4430) 598 042
Jacarezinho 780 1,02+0,10 88,89 (57,52-138,57) 56,18 (37,69 -83,64)  3658,00 (1625,00 - 12653,00) 165,01 (67,82 -401,46) 11,95 0,06
Juiz de Fora 660 123+0,13 110,12 (68,30 - 186,40) 69,59 (45,67 - 106,05)  2407,00 (1041,00 - 9492,00) 108,34 (44,33 - 264,75) 10,75 0,06

'N = Numero total de insetos por bioensaio; EPM = Erro padrio da média; *Populagdo padrio de suscetibilidade, CL = Concentrago letal; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95% de probabilidade; RR = Razio de Resisténcia: CLs, da populagdo resistente/CLs, da populagdo susceptivel; 3° = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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3.2 Bioensaios Comportamentais
3.2.1 Caminhamento em arena completamente tratada

As caracteristicas comportamentais avaliadas nas populacdes de S. zeamais
para as arenas completamente tratadas com residuo seco de inseticidas diferiram
significativamente para os inseticidas (dfyumaen = 15/8279,3; Wilks’ lambda =
0,9073; F = 19,79; p < 0,0001), populagdes (dfymaen = 130/14781; Wilks’ lambda =
0,8353; F =4,23; p < 0,001), sexo (dfaum/den = 5/2999; Wilks’ lambda = 0,9948; F =
3,14; p < 0,0078) e para a interacdo inseticida x popula¢do x sexo (dfyum/den =
390/14976; Wilks’ lambda = 0,8491; F = 1,28; p < 0,0002) quando submetidas a
analise de variancia multivariada.

Os resultados referentes ao tempo em movimento variaram de 339,9 + 6,7s a
432,4 £ 9,7s, enquanto a velocidade média de caminhamento variou entre 0,61 +
0,007cm/s e 0,70 = 0,11cm/s e o nimero de paradas na arena variou de 752 + 28 a
992 +24.

A andlise de correlacdo mostra alta correlacdo entre distancia percorrida e as
demais caracteristicas avaliadas. A caracteristica distancia percorrida mostrou
correlacdo positiva com o tempo em movimento ¢ com a velocidade média de
caminhamento, no entanto apresentou correlagdo negativa com o nimero de paradas
na arena (Tabela 4). Assim, apenas distancia percorrida foi considerada nas anélises
subseqiientes, cuja tendéncia e diferencas sdo representativas dos demais pardmetros

avaliados nestes bioensaios.
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Tabela 4. Correlagdo de Pearson entre distancia percorrida (cm), tempo em
movimento (s), velocidade média de caminhamento (cm/s) e nimero de paradas na
arena de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade)
resultantes de ensaios comportamentais de caminhamento comparando arenas
completamente tratadas, individualmente, com trés inseticidas (esfenvalerato,
permetrina e fenitrotiona + esfenvalerato).

Correlagao Distancia Percorrida (cm)
r P
Tempo em Movimento (s) 0,84 <0,0001
Velocidade média de caminhamento (cm/s) 0,66 <0,0001
Numero de paradas na arena -0,43 <0,0001

A caracteristica comportamental distancia percorrida quando analisado
isoladamente também mostrou significativa contribui¢do no comportamento das
populacdes de S. zeamais, e seus respectivos sexos, frente as arenas totalmente
tratadas com inseticida (F(215; 3003) = 3,46; p < 0,0001). A intera¢do inseticida x
populagdo x sexo também foi significativa para o parametro avaliado (F7z) = 1,35; p

=0,02).
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Padroes caracteristicos do caminhamento de S. zeamais em arena

completamente tratada ¢ mostrado na Figura 3.

Esfenvalerato +
Controle Esfenvalerato Fenitrotiona Permetrina

Fémea

Macho

Figura 3. Arena representando o caminhamento de individuos de 27 populagdes de
Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) submetidas a arenas
totalmente impregnadas com residuo seco de inseticidas por um periodo de 10 min.

Os resultados da distancia percorrida pelas fémeas e pelos machos nas arenas
sem inseticida (controle), com esfenvalerato ¢ com a mistura esfenvalerato +
fenitrotiona mostraram diferenca significativa entre as populagdes pelo teste de
Scott-knott (p = 0,05), o que ndo ocorreu para os testes referentes a permetrina
(Figura 4).

Na arena correspondente ao controle ndo se verificou diferenca entre a
distancia percorrida por machos e fémeas da mesma populagiao (Figura 4a). Os
machos percorreram maiores distdncias que as fémeas em arenas com esfenvalerato
para as populacdes de Guarapuava e Abre Campo (Figura 4b); em arenas com
esfenvalerato + fenitrotiona para as populacdes de Sao José do Rio Pardo e Canarana
(Figura 4c) e em arenas com permetrina para as populacdes de Sete Lagoas (Figura
4d). o inverso ocorreu para as populagdes de Nova Era em arenas com esfenvalerato

+ fenitrotiona (Figura 4c) e Unai para a arena com permetrina (Figura 4d).
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Figura 4. Distancia percorrida em 10 mim (cm) (£ erro padrdo) por machos ¢ fémeas
de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) em
superficie: (a) controle, (b) esfenvalerato, (c) esfenvalerato + fenitrotiona e (d)
permetrina. Médias agrupadas com barras na mesma altura ndo diferem entre as
populacdes e médias que apresentam asteriscos diferem entre sexo na mesma
populacao pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.2.2 Caminhamento em arena parcialmente (metade) tratada
Os mapas do comportamento das populacdes de S. zeamais em arenas metade

tratada com inseticida sdo mostrados na Figura 5.

Esfenvalerato +
Esfenvalerato Fenitrotiona Permetrina

Tratado

Fémea

Controle

Tratado

Macho

Controle

Figura 5. Arena representando o caminhamento por 10 min de individuos de 27
populacdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) em metade de
arenas com residuo seco de inseticidas.

A propor¢ao do tempo de permanéncia do individuo na metade ndo tratada da
arena diferiu significativamente pela andlise de variancia univariada (Fe1. 2237
=1,48; p < 0,0001). A interacdo inseticida x populagdo x sexo também foi
significativa a 5% de probabilidade (F(s2) = 1,41; p = 0,03).

Os machos de todas as populagdes permaneceram o mesmo tempo na metade
tratada da arena do que na ndo tratada com os inseticidas. O mesmo ocorrendo com
as fémeas quando a metade da arena foi tratada com esfenvalerato + fenitrotiona. Ja
para as arenas com metade tratada com esfenvalerato ou permetrina as fémeas das
populacdes de S. zeamais se dividiram em dois grupos: um com maior nimero de
fémeas na superficie tratada e outro grupo com maior nimero de fémeas na

superficie ndo tratada (Figura 6).
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Os testes realizados com o intuito de observar as caracteristicas
comportamentais entre fémeas e machos da mesma populacao na arena parcialmente
tratada com inseticida mostraram que propor¢ao do tempo de permanéncia na metade
ndo tratada ¢ significativamente maior nas fémeas em relacdo aos machos para a
populacdo de Nova Era quando submetidas ao inseticida esfenvalerato (Figura 6a).
Para a mistura esfenvalerato + fenitrotiona as fémeas oriundas da populacao de
Guaxupé apresentaram maior propor¢do do tempo de permanéncia na metade nao
tratada, o oposto ocorrendo para as populacdes de Canarana e Vigosa onde os
machos apresentaram os maiores valores (Figura 6b). Os machos de Guarapuava e as
fémeas de Votuporanga e Juiz de Fora também apresentaram maior propor¢ao do
tempo de permanéncia na metade ndo tratada em relagdo aos machos quando

submetidos a permetrina (Figura 6c).
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Figura 6. Propor¢do do tempo de permanéncia na metade ndo tratada da arena (+ erro padrdao) em 10 min por machos e fémeas de 27
populacdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade): (a) esfenvalerato, (b) esfenvalerato + fenitrotiona e (¢) permetrina.

Meédias agrupadas com barras na mesma altura ndo diferem entre as populagdes e médias que apresentam asteriscos diferem entre sexo na
mesma populagdo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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As RRj5() de permetrina e de esfenvalerato das populagdes testadas mostraram

correlacdo positiva e significativa (p < 0,0001), o mesmo ndo acontecendo para a
mistura esfenvalerato + fenitrotiona. Nao detectou-se correlagdo significativa entre as
razoes de resisténcia e as caracteristicas comportamentais avaliadas para os
inseticidas. Entretanto, foi detectada correlagdo positiva e significativa entre as
caracteristicas comportamentais distancia percorrida e propor¢do do tempo na area

tratada para o inseticida esfenvalerato (Tabela 5).
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Tabela 5. Correlagdo de Pearson entre razdo de resisténcia (CL50), distancia percorrida (cm) e propor¢ao do tempo na area nao tratada de
27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) submetidas a esfenvalerato, esfenvalerato + fenitrotiona e
permetrina.

Razao de resisténcia (CL50) Proporcao do tempo na area nao tratada
. + . +
Permetrina Esfen'vale.rato Esfenvalerato  Permetrina Esfen'vale.rato Esfenvalerato
Fenitrotiona Fenitrotiona
Esfenvalerato 091* 0,09 - - - 0,19
Razao de Esfenvalerato +
resisténcia (CL50) Fenitrotiona 0,25 i i i 0,29 i
Permetrina - - - 0,25 - -
Esfenvalerato - - 0,19 - - 0,43*
Distancia Esfenvalerato +
Percorrida (cm) Fenitrotiona i -0,03 i i 0,22 i
Permetrina -0,09 - - -0,27 - -

*significativo a 5% de probabilidade
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3.3 Bioensaios de taxa instantédnea de crescimento (r;), taxa respiratéria e
enzimaticos

A andlise de variancia univariada ndo detectou diferenga significativa para a
taxa instantanea de crescimento (ri) entre as populagdes (0,0213 + 0,0004/dia) (F 2.
s4y = 0,73; p = 0,80). No entanto, para a taxa de consumo de grido vrificou-se
diferenga significativa (Fpe; s4) = 2,11; p = 0,01) entre as populagdes. Os dados
referentes ao consumo de grao submetidos ao teste de Scott-Knott (p = 0,05) estdo

apresentadas na Figura 7.
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Figura 7. Consumo de grao (g) (£ erro padrdo) de 27 populag¢des de Sitophilus
zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade). Médias seguidas pelas mesmas barra
ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Foi detectado diferenca significativa na taxa respiratdria, massa corporea,
atividade de amilase e atividade de lipase entre as populagdes de S. zeamais (dfyum/den
= 104/419,1; Wilks’ lambda = 0,0335; F = 5,46; p < 0,001) e para a interagdo
populacao x sexo (dfyumden = 104/419,1; Wilks’ lambda = 0,1425; F = 2,56; p <

0,0001) quando submetidas a andlise de varidncia multivariada. As variaveis taxa
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respiratoria (1,75 + 0,03 uL de CO, h™' / inseto) (Fs3; 108y = 0,99; p < 0,50) e massa
corporea (2,96 + 0,018 mg / inseto) (Fs3; 105y = 0,94; p < 0,60) ndo foram
significativas para populacdo e sexo quando avaliadas isoladamente. Interagdo
significativa entre populagdo x sexo foi encontrada para a atividade de amilase (Fis;
3003) = 3,46; p < 0,0001) e atividade de lipase (F(21s; 3003) = 3,46; p < 0,0001), que
foram entdo submetidas ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Figura 8).

A atividade especifica de amilase em fémeas variou de 10956,16 (£ 498) (U
de amilase/dL/mg de proteina) a 521,18 (£ 76) (U de amilase/dL/mg de proteina)
para Pedro Juan Caballero e Guaxupé respectivamente, enquanto para os machos a
variacao foi de 8892,56 (+ 1266) (U de amilase/dL/mg de proteina) para Pedro Juan
Cabalhero a 821,98 (+ 266) (U de amilase/dL/mg de proteina) para Dourados-
Boror6. Os machos das populacdes de Canarana, Guarapuava, Maracaju, Abre
Campo e Jacui apresentaram maior da atividade de amilase que as fémeas. Ja as
fémeas das populagdes de Amambay e Dourados-Borord apresentaram maior
atividade de amilase do que os machos (Figura 8a).

Para atividade especifica de lipase a populagdo de Juiz de Fora apresentou
maior valor entre as fémeas (1112,73 £ 69 U de lipase/dL/mg de proteina) e a
populacdo de Tunapolis o menor valor (45,72 + 9 U de lipase/dL/mg de proteina).
Para os machos, as populagdes de Juiz de Fora (636,52 = 47 U de lipase/dL/mg de
proteina), Dourados-Barrerinha (549,94 £ 99 U de lipase/dL/mg de proteina) e
Canarana (452,23 + 146 U de lipase/dL/mg de proteina) foram superiores, enquanto
a populagdo de Unai (55,75 = 10 U de lipase/dL/mg de proteina) apresentou a menor
atividade de lipase. As fémeas oriundas das popula¢des de Dourados-Bororo, Vigosa
e Guarapuava apresentaram maior atividade de lipase em relagdo aos respectivos
machos, enquanto nas populagdes de Dourados-Barrerinha, Canarana, Maracaju e

Machado os machos apresentaram maior atividade (Figura 8b).
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(a) Atividade de amilase (b) Atividade de lipase
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Figura 8. (a) Atividade especifica de amilase (U de amilase/dL/mg de proteina) (= Erro Padrao) (b) Atividade especifica de lipase (U de
lipase/dL/mg de proteina) (+ erro padrdo) de machos e fémeas de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade).
Médias agrupadas com barras na mesma altura ndo diferem entre as populagdes e médias que apresentam asteriscos diferem entre sexo na
mesma populagdo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A taxa instantdnea de crescimento (ri) ndo apresentou correlacdo canodnica

(parcial) significativa com a razdo de resisténcia (RRc[ ), distdncia caminhada e

propor¢ao do tempo de permanéncia na area nao tratada da arena para os inseticidas
testados (Tabela 6).

Os fatores potencialmente determinantes da taxa instantanea de crescimento
foram subseqiientemente avaliados mediante analise de trilha. Assim, os efeitos
direto, indireto e total de cada caracteristica avaliada (taxa de consumo de grao, taxa
respiratoria, massa corporea, atividade de amilase e atividade de lipase) na taxa
instantanea de crescimento (ri) das populagdes de S. zeamais foram avaliados através
do digrama de trilha como descrito no modelo da Figura 9. Na confec¢do do modelo
ndo foi considerado o efeito de sexo devido ao baixo efeito encontrado desta variavel
nas caracteristicas avaliadas. O modelo mostrou-se significativo pelo teste de Qui-
quadrado a 5% de probabilidade (X2 = 2,90; df = 3; p = 0,41). As correlagdes e
regressdes € seus respectivos coeficientes e significincia estdo representados no
diagrama de trilha (Figura 9).

O diagrama de trilha mostra correlagdo significativa e positiva entre a
atividade de amilase e lipase das populagdes de caruncho do milho, no entanto as
mesmas nao apresentaram efeitos significativos no consumo de grao (Figura 9).
Correlacdo positiva e significativa foi encontrada entre a taxa respiratoria e o
consumo de grao, no entanto a correlagdo entre taxa respiratoria € massa corporea
ndo foi significativa (Figura 9). Consumo de grdo, atividade de amilase e atividade
de lipase tiveram efeito significativo sobre a massa corporea dos insetos (Figura 9).
Os efeitos positivos e significativos (R* = 0,43; p = 0,004) mostraram relagio das
variaveis consumo de grao, atividade de amilase e atividade de lipase na massa
corpérea dos individuos (Tabela 7). A taxa instantdnea de crescimento (ri) foi
significativamente afetada pelo consumo de grdo, mas ndo pela massa corporea
(Figura 9). Os efeitos diretos, indiretos e totais entre o r; € as variaveis testadas nao

foram significativos (R* = 0,05; p = 0,56) (Tabela 7).
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Tabela 6. Correlagdo candnica (parcial) entre taxa instantdnea de crescimento e a razdo de resisténcia; taxa instantdnea de crescimento e
distancia caminhada (cm); e taxa instantanea de crescimento e propor¢do do tempo na area ndo tratada da arena de 27 populagdes de
Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade).

Taxa Instantanea de crescimento (r1)

Correlagdo c F gl
C < Candnica aproximado (num/den) p
orrelacao
Esfenvalerato 0,24
Razao de Fenitrotiona + i
resisténcia (CL50) Esfenvalerato 0,11 0,27 0,93 0,59 323 0,62
Permetrina 0,26
Esfenvalerato -0,17
D1st?1nc1a Fenitrotiona + 027 0.30 0.90 0.81 3: 23 0,50
percorrida (cm) Esfenvalerato
Permetrina 0,02
Esfenvalerato 0,13
Propor¢ao do o
tempo na 4rea nio Fenitrotiona + 20,13 031 0,90 0,82 3:23 0,50
Esfenvalerato
tratada
Permetrina 0,28

37



X*=290; df=3; p=0,41*

Atividade de Amilase

0,31

Taxa Respiratoria

0,61%**

Massa Corporea

Atividade de Lipase

0,18

0,49%*

T

0,18

Taxa Instantanea de

v

0,53%**

'

Consumo de Grao

Crescimento (ri)

0,61%*

Figura 9. Diagrama de trilha sobre a influéncia da massa corporea (mg / inseto), taxa respiratoria (uml de CO, / hora / inseto), taxa de
consumo de grao (g) e atividade de amilase (U de lipase/dL/mg de proteina) e atividade de lipase (U de lipase/dL/mg de proteina) na taxa
instantanea de crescimento (ri) de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade) criados em grios de milho
isento de inseticidas. Setas unidirecionais indicam interagdo casual (regressdo) enquanto setas bidirecionais indicam correlagdo entre as
variaveis. Linhas continuas representam correlagcdes positivas e o nivel de significancia € representado por asteriscos (*p < 0,05; **p <
0,01). A maior espessura da linha informa maior correlagdo entre as variaveis.
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Tabela 7. Efeito direto (ED), indireto (EI) ¢ total (ET) para o diagrama de trilha apresentado na Fig. 9 para o modelo de efeitos sobre a taxa
instantanea de crescimento de 27 populagdes de Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidade).

Variavel Consumo de Grao (g) Massa Corpodrea (mg/inseto) Taxa Instantanea de Crescimento (r1)

ED EI ET ED EI ET ED EI ET

Atividade de Amilase (U de

amilase/dL/mg de proteina) 0,084 - 0,084 0,361 0,034 0,395 - -0,002 -0,002
Atividade de Lipase (Ude | 5, - 0,154 0,123 0062 0,185 ; 0,077 0,077
lipase/dL/mg de proteina)
Consumo de Grio (g) - - - 0,404 - 0,404 0,675 -0,060 0,615
Massa Corpdrea (mg/inseto) - - - - - - -0,015 - -0,015
R’ 0,03 0,43 0,05
P 0,35 0,004 * 0,56
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4. DISCUSSAO

Os bioensaios de mortalidade para os inseticidas esfenvalerato e permetrina
mostram claramente uma redugdo da resisténcia a piretroides em populagdes
brasileiras de caruncho do milho, considerando os levantamentos realizados por
Guedes et al. (1995) e Ribeiro et al. (2003) com niveis de resisténcia superior a 1000
vezes. As populacdes que apresentaram os maiores niveis de resisténcia a
esfenvalerato e permetrina foram Juiz de Fora e Jacarezinho respectivamente. Essas
populagdes ja foram alvos de intensos estudos envolvendo resisténcia a inseticidas e
sdo mantidas em laboratorio, na auséncia de inseticidas, por um periodo superior a 15
anos (Ribeiro et al., 2003, 2007; Fragoso et al, 2005, 2007; Guedes et al., 2006;
Oliveira et al., 2007; Araujo et al., 2008ab; Corréa et al., 2008; Guedes et al.,
2009ab), o que culminou na redugdo da resisténcia a piretréides nestas populagdes
em relagdo aos niveis encontrados quando coletadas no campo.

Possivelmente os altos niveis encontrados de resisténcia a piretréides em
populacdes brasileiras de S. zeamais no final da década de 80 sdo advindos da
resisténcia cruzada com DDT (Guedes et al, 1994, 1995; Fragoso et al., 2003;
Ribeiro et al, 2003). A proibicdo da utilizacdo deste composto em 1985 e
substitui¢do deste por novos inseticidas no mercado, somado ao uso de métodos
alternativos eficientes de controle, promoveram uma menor pressiao de selecdo sob
essas populagdes, atenuando o problema da resisténcia a piretroides em populagdes
brasileiras de S. zeamais.

O inseticida esfenvalerato registrado recentemente para o tratamento de graos
armazenados no territorio brasileiro ¢ recomendado apenas em mistura com
fenitrotiona (AGROFIT, 2008). No entanto, o nivel de resisténcia das populacdes de
S. zeamais a esse inseticida ¢ semelhante aquele encontrado para permetrina
(recomendado no Brasil para grios armazenados). Desta forma, resisténcia a
esfenvalerato no pais é provavelmente resultado de resisténcia cruzada a piretrdides,
0 que tem sido reportado no Brasil em outros levantamentos (Guedes et al., 1995;
Fragoso et al.,, 2003; Ribeiro et al., 2003). Isto ¢ reforcado em nosso estudo pela

correlacdo positiva e significativa entre resisténcia a permetrina e esfenvalerato.
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Estudos recentes realizados com populacdes de S. zeamais resistentes a
piretroides e DDT confirmaram a suspeita de alteragdo do sitio de a¢ao como
principal mecanismo de resisténcia a estes compostos (R.A. Araujo, comunicagdo
pessoal). Essa alteragdo ¢ ocasionada por uma mutagdo estrutural nas proteinas dos
canais de sédio localizados no sistema nervoso dos insetos e ¢ denominada “knock-
down resistance” (Kdr) (Feyereisen, 1995; ffrench-Constant, 1999; Soderlund &
Knipple, 2003).

Os resultados para os bioensaios de resisténcia a mistura esfenvalerato +
fenitrotiona sugerem a existéncia de resisténcia multipla a piretroides e
organofosforados e resisténcia cruzada a piretréides em populagdes brasileiras de
caruncho do milho (Ribeiro et al., 2003; Freitas et al., 2009). Entretanto, os baixos
niveis de resisténcia encontrados a mistura estdo diretamente relacionados com a
recente utilizagdo em conjunto destes compostos para o controle de insetos-praga de
graos armazenados, proporcionando maior eficiéncia de controle. O baixo valor de
inclinagdo das curvas de mortalidade para os inseticidas testados reforca esta
hipdtese, pois evidencia ampla variabilidade de resposta das populagdes de S.
zeamais as dosagens aplicadas dos inseticidas, o que possibilita uma alta capacidade
de selegdo para resisténcia a mistura.

Aumento da atividade de enzimas destoxificativas, mecanismo secundario de
resisténcia para piretrdides e organofosforados, possibilita a resisténcia cruzada para
estes inseticidas em vdarios insetos-praga (Brattsten et al, 1986). Huang & Han
(2007) constataram que resisténcia cruzada em Spodoptera litura (Frabricius)
(Lepidoptera:  Noctuidae) entre piretrdides e inseticidas inibidores de
acetilcolinesterase (organofosforados e carbamatos) ¢ exclusivamente devido ao
aumento da atividade de esterases e das monooxigenases dependentes de citocromo
P450.

Grandes diferencas entre as populagdes de caruncho do milho sdo resultado
do manejo destes insetos-praga e da natureza descontinua do processo de
armazenamento de graos. Unidades armazenadoras de graos provavelmente
acentuam os ciclos sazonais destas populagdes o que possibilita o estabelecimento
rapido de novas populagdes a partir de um numero reduzido de individuos (Tran &

Credland, 1995).
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Os padrdes comportamentais de caminhamento dos insetos em ambas as
arenas utilizadas apresentam variacdo para sexo € principalmente para populagdo.
Também foi constatada repeléncia das fémeas aos inseticidas esfenvalerato e
permetrina em algumas populagdes de S. zeamais testadas. Os diferentes padrdes de
caminhamento das populagdes e de sexo possivelmente esta relacionada com as
diferencgas existentes entre o metabolismo das populacdes levando a produgdo de
diferentes intermedidrios capazes de influenciar no comportamento dos insetos
(Guedes et al., 2006; Guedes et al., 2009a).

Essa variagdo interpopulacional deve ser causada por diferencas nos
processos sensoriais dos insetos levando a evolugdo de resisténcia comportamental a
inseticidas (Haynes, 1988; Hoy et al., 1998; Desneux, 2007), se tais diferencas forem
herdaveis. Resultados encontrados por Beckel et al. (2004) demonstraram que
adultos de Rhyzoperta dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae) resistentes a
deltametrina reduziram a velocidade sobre a superficie tratada com esse inseticida
evitando ou diminuindo o contato.

Virios estudos sobre resisténcia comportamental culminaram com a hipotese
teorica de Georghiou (1972) que relata correlacdo negativa entre resisténcia
comportamental e resisténcia fisiologica a inseticidas (Kongmee et al., 2004; Wang
et al., 2004; Jallow & Hoy, 2005). Esta hipdtese ¢ sustentada devido ao fato de que a
resisténcia comportamental leva a redug@o da exposicao aos inseticidas e desta forma
minimiza a pressdo de selecdo para os mecanismos fisioldgicos de resisténcia
(Gould, 1984; Jallow & Hoy, 2005).

Lockwood et al. (1984) ofereceram uma visdo alternativa a hipdtese de
Georghiou (1972) e propuseram que existiria a possibilidade de uma coevolugdo
entre resisténcia comportamental e fisiologica, sendo sua idéia alavancada por duas
principais relagdes. Primeiramente, todo comportamento tem uma base fisioldgica,
sendo uma manifestacdo fisica das caracteristicas fisiolégicas do organismo, e
também a ocorréncia simultanea da resisténcia comportamental e fisiologica pode
existir se um unico mecanismo fisiolégico ou comportamental ndo prové nivel
suficiente de resisténcia a um determinado inseticida.

Neste trabalho ndo foi observada correlagdo positiva ou negativa entre a

resisténcia comportamental e fisioldgica. Assim, podemos sugerir uma terceira
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hipétese de independéncia entre a resisténcia fisiologica e comportamental
(Chareonviriyaphao et al., 1997), provavelmente resultado da baixa pressdo de
selecdo a inseticidas nestas populacdes de caruncho do milho como demonstrado nos
bioensaios de mortalidade. Guedes et al. (2009b) observou maior repeléncia por
graos tratados com deltametrina em populagdes resistentes de caruncho do milho em
relagdo a populacao susceptivel a este inseticida. A repeléncia aos graos tratados esta
possivelmente relacionada com o wuso abusivo de inseticidas em produtos
armazenados nas décadas de 80 e inicio da década de 90, o que possivelmente
contribuiu para a evolugdo conjunta da resisténcia comportamental e fisioldgica
nestas populagdes de S. zeamais (Lockwood et al., 1984; Guedes et al., 2009b).

O desempenho demografico, avaliado através da taxa instantanea de
crescimento (r;), ndo mostrou diferenga significativa entre as populagdes testadas,
indicando auséncia de custo adaptativo associado a resisténcia a inseticidas nas
populagdes estudadas de S. zeamais. Este resultado ¢ condizente com a baixa razao
de resisténcia das populacdes, o que ndo acarreta em efeitos negativos mensuraveis
no desempenho reprodutivo dos individuos (Freitas et al., 2009). As correlagdes ndo
significativas da taxa instantdnea de crescimento com as razdes de resisténcia e com
os padroes comportamentais avaliados acentuam a baixa influéncia dos niveis de
resisténcia encontrados no desempenho demografico das populagdes de caruncho do
milho.

O diagrama de trilha demonstra alto efeito da atividade de amilase, da
atividade de lipase e do consumo de grao sobre a massa corpérea dos insetos. O
aumento da massa corporea, diretamente relacionado como o incremento energético
propiciado por enzimas digestivas (Araujo et al., 2008a), tem sido identificado como
uma caracteristica de alta influéncia no r; de populagdes de caruncho do milho
(Fragoso et al., 2005; Guedes et al., 2006) e conseqiientemente, uma forte relacao
com a mitigacao do custo adaptativo em populacgdes resistentes a inseticidas (Fragoso
et al., 2005; Oliveira et al., 2005, 2007; Guedes et al., 2006; Corréa et al., 2008). No
presente trabalho esta relagdo entre a massa corporal e o r; ndo foi detectada,
provavelmente devido a baixa variacdo destas caracteristicas nas populagdes
estudadas e os niveis baixo a moderado de resisténcia a inseticidas, ndo incorrendo

em custos adaptativos significativos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As populagdes de S. zeamais avaliadas em sua maioria apresentaram baixos a
moderados niveis de resisténcia a inseticidas piretroides e a mistura piretroide +
organofosforado. No entanto, existem fortes indicios de resisténcia cruzada entre
piretroides e resisténcia multipla para piretroides e organofosforados em algumas
populacdes. Variacdes na inclinagdo das curvas de mortalidade indicam grande
variabilidade genética nas populagdes testadas e potencial de sele¢do adicional para
resisténcia a inseticidas organofosforados e piretréides, mesmo em misturas.

O comportamento de caminhamento em arenas tratadas com residuo seco de
inseticidas ¢ varidvel entre as populagdes e entre os sexos, confirmando a suspeitas
de resisténcia comportamental em popula¢des de caruncho do milho. No entanto, a
resisténcia comportamental nas populacdes de caruncho do milho testadas nao esta
associada a resisténcia fisioldgica aos inseticidas.

A taxa instantanea de crescimento das populagdes foi semelhante, indicando
auséncia de custo adaptativo para resisténcia a piretréides nessas populacdes de
caruncho do milho. A resisténcia fisiologica, nos niveis encontrados, ndo esta

influenciando no desempenho reprodutivo das populagdes.
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