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RESUMO 

 

SOUSA, Adalberto Hipólito de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 
2010. Respostas fisiológicas e comportamentais de Sitophilus zeamais ao 
ozônio. Orientadora: Lêda Rita D’Antonino Faroni. Co-orientadores: Raul 
Narciso Carvalho Guedes e Marcos Rogério Tótola. 

 

A utilização da atmosfera enriquecida com o ozônio (O3) tem sido apontada 

como uma das principais alternativas para o controle de insetos-praga de produtos 

armazenados. Embora os efeitos tóxicos do ozônio para os insetos já sejam 

conhecidos, são escassas as informações sobre os seus efeitos no comportamento das 

pragas. Este trabalho tem por objetivo avaliar as respostas comportamentais de 

locomoção de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) sob concentrações 

sub-letais do ozônio, estabelecer relações entre o comportamento e os padrões 

fisiológicos das populações e verificar os riscos de evolução de resistência ao 

fumigante. Os resultados indicaram que nenhuma população de S. zeamais 

apresentou resistência ao ozônio. O comportamento locomotor dos insetos na 

presença do ozônio variou entre as populações, proporcionalmente ao 

comportamento locomotor na ausência do gás. Algumas populações apresentaram 

redução da atividade locomotora na presença do ozônio, indicando resposta 

comportamental do tipo estímulo-dependente nestas populações. Observou-se que a 

atividade locomotora dos insetos em função do incremento da concentração é 

dependente da população e do sexo. Em geral, a redução da atividade locomotora dos 

insetos foi mais expressiva nas fêmeas, embora o comportamento locomotor seja 

especifico para cada população. Por fim, não foi constatado ganho resistência ao 

ozônio nas populações de S. zeamais submetidas a ciclos sucessivos de seleção.  

 



 

 vii

ABSTRACT 

 

SOUSA, Adalberto Hipólito de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April of 
2010. Physiological and behavioral responses of Sitophilus zeamais to ozone. 
Adviser: Lêda Rita D’Antonino Faroni. Co-Advisers: Raul Narciso Carvalho 
Guedes and Marcos Rogério Tótola. 

 

Use of ozone enriched air (O3) has been considered as one of the major 

alternatives for controlling insect pests of stored products. Although the toxic effects 

of ozone on insects are already known, there is little information about its effects on 

insect pest behavior. This study aimed to evaluate the locomotor behavior of 

Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) in response to sub-lethal ozone 

concentrations, establish relationships between behavioral and physiological patterns 

of populations and evaluate the risk of development of resistance to the fumigant. 

The results indicated that none of the S. zeamais populations in study were resistant 

to ozone. Locomotor behavior of insects in response to ozone varied among the 

populations proportionally to locomotor behavior in the lack of the gas. Some 

populations had reduced locomotor activity when exposed to ozone, indicating a 

stimulus-dependent response. Locomotor activity of insects in response to increasing 

ozone concentrations was found to be dependent on the population and the sex. In 

general, reduction in locomotor activity was more pronounced in female insects, 

although locomotor behavior is specific to each population. In conclusion, selection 

for ozone resistance was not possible in populations of S. zeamais subjected to 

successive selection cycles.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Durante o armazenamento, a massa de grãos comporta-se como um 

ecossistema dinâmico, em que a deterioração dos grãos deve-se, principalmente, à 

interação entre agentes bióticos e abióticos (Loeck, 2002). Os insetos da ordem 

Coleoptera se destacam entre os insetos-praga de produtos armazenados porque 

apresentam a habilidade de penetrar e se desenvolver nas camadas mais profundas da 

massa de grãos armazenados em silos e graneleiros (Rees, 1996). O Sitophilus 

zeamais (Coleoptera: Curculionidae) é uma praga destruidora de grãos de cereais, 

com importância econômica reconhecida em regiões tropicais. Suas mandíbulas 

fortes são capazes de romper o tegumento dos grãos. A fêmea faz um orifício, 

geralmente na região do embrião, para depositar os seus ovos, os quais são 

posteriormente cobertos com um tampão gelatinoso produzido pela própria fêmea 

(Rees, 1996; Athié & Paula, 2002; Faroni & Sousa, 2006). 

O controle químico é o método mais empregado no controle das pragas de 

produtos armazenados (Guedes, 1990/1991). Porém, o uso contínuo e indiscriminado 

de inseticidas tem favorecido o desenvolvimento de populações resistentes, conforme 

reportado para a fosfina (Champ & Dyte, 1976; Pacheco et al., 1990; Pimentel et al., 

2007; 2009) e para os inseticidas organofosforados e piretróides (Santos, 1988; 

Pacheco et al., 1991; Guedes et al., 1994; Guedes et al., 1995; Ribeiro et al., 2003). A 

resistência é resultante de mudanças genéticas que possibilitam aos indivíduos 

resistentes suportar doses de inseticida que seriam letais para os indivíduos de uma 

população normal da mesma espécie (Guedes, 1990/1991; Subramanyam & 

Hagstrum, 1996). Os insetos de uma população podem apresentar resistência a mais 

de um inseticida, sendo reconhecida como resistência cruzada quando um único 

mecanismo confere resistência a dois ou mais inseticidas, ou resistência múltipla, 
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quando dois ou mais mecanismos diferentes coexistem no indivíduo e conferem 

resistência a dois ou mais inseticidas distintos (Georghiou, 1972; Mckenzie, 1996). 

Diante da preocupação com a evolução de resistência a inseticidas e da 

preocupação com os riscos oferecidos pelos inseticidas à saúde humana e ao meio 

ambiente, algumas pesquisas têm indicado a utilização da atmosfera modificada com 

o gás ozônio como um importante método alternativo de controle (Kells et al., 2001; 

Mendez et al., 2003; Sousa et al., 2008; Isikber & Öztekin, 2009; Lu et al., 2009). Os 

primeiros relatos sobre o ozônio datam de 1785, quando Van Marum, um físico 

holandês, observou que descargas elétricas no ar resultavam em um odor irritante 

característico (Rideal, 1920; Hill & Rice, 1982). Todavia, a descoberta do ozônio só 

foi anunciada oficialmente na Academia de Munique em 1940. Por ser um poderoso 

agente oxidante, o ozônio é altamente tóxico para fungos, bactérias, vírus, 

protozoários e insetos (Kells et al., 2001; Mendez et al., 2003; Sousa et al., 2008). As 

primeiras investigações utilizando ozônio como inseticida foram realizadas com 

insetos domésticos (formigas, baratas, moscas e traças), visando manter as condições 

de higiene do ambiente (Beard, 1965; Levy et al., 1972, 1973, 1974). 

Em insetos-praga de produtos armazenados, a primeira pesquisa foi 

publicada no início dos anos oitenta, sobre a toxicidade do ozônio para larvas, pupas 

e adultos de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) (Erdman, 1980). A 

eficácia do ozônio também foi estudada em nível de campo, onde se observou que a 

ozonização de uma massa de grãos de milho de 8,9 ton foi eficaz no controle de 

Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae), S. zeamais e T. castaneum (Kells et 

al., 2001). Estudos mostraram que o ozônio não modifica a qualidade dos grãos e é 

economicamente viável para milho (Pereira et al., 2007; 2008). Adicionalmente, o 

ozônio não apresenta resistência cruzada com a fosfina (Sousa et al., 2008). 
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A susceptibilidade dos insetos aos inseticidas tem sido frequentemente 

documentada nas últimas décadas, onde são prioritários os esforços para se 

entenderem os mecanismos bioquímico-fisiológicos associados a este fenômeno 

(Araújo et al., 2008; Silva et al., 2010). Porém, são escassas as informações sobre as 

respostas comportamentais dos insetos aos inseticidas. Não há informações na 

literatura consultada a respeito da influência dos fumigantes sobre o comportamento 

locomotor dos insetos-praga de produtos armazenados. As pesquisas mais 

expressivas neste campo de investigação científica estão relacionadas com inseticidas 

protetores (Watson & Barson, 1996; Pereira et al., 2009; Guedes et al., 2009a,b). 

Embora as respostas comportamentais dos insetos possam ser influenciadas pelos 

compostos tóxicos, nem sempre esta relação é estabelecida (Pereira et al., 2009). 

A resistência comportamental a inseticidas é uma característica hereditária e 

envolve o conjunto de todos os atos que os insetos de uma população realizam ou 

deixam de realizar para escapar dos efeitos deletérios dos inseticidas, ao contrário do 

que seria observado para indivíduos susceptíveis da mesma espécie; tal fenômeno 

também tem sido associado à capacidade de aprendizagem dos insetos (Lockwood et 

al., 1984; ffrench-Constant, 1994; Hoy et al., 1998). Neste caso, a população pode 

conservar a sua susceptibilidade intrínseca ao inseticida. Os mecanismos 

comportamentais podem ser estímulo-independente ou estímulo-dependentes 

(Georghiou, 1972). Resistência comportamental estímulo-independente inclui um 

comportamento padrão que previne a exposição à substância tóxica e independe da 

sua presença. Resistência comportamental estímulo-dependente refere-se a um 

aumento na habilidade do inseto de detectar a substância tóxica e a sua expressão 

depende da presença do composto (Georghiou, 1972; Lockwood et al., 1984). 



 

 4

Estudos que determinam o risco de evolução de resistência a inseticidas 

candidatos a uso podem prover informações importantes para a elaboração de 

estratégias de manejo de pragas, tais a determinação do número de gerações e de 

aplicações necessárias para o desenvolvimento de resistência (Tabashnik, 1992). A 

seleção de uma determinada característica pode estar associada à pleiotropia, que é a 

habilidade de um único gene afetar mais de uma característica no indivíduo 

(Raymond et al., 2005; Guedes et al., 2009a). A resistência a inseticida possibilita 

mudanças nos padrões normais da fisiologia, comportamento e reprodução dos 

insetos (Coustau et al., 2000; Berticat et al., 2002; Guedes et al., 2006). Estas 

características são importantes tanto para se estabelecerem associações com os 

mecanismos de ação dos inseticidas, como para se determinar a presença de custos 

adaptativos associados à resistência (McKenzie, 1996; Sousa et al., 2009). 

Para verificar a exposição de populações de S. zeamais a concentrações sub-

letais do ozônio e verificar se os indivíduos adquirem resistência adicional ao gás, 

foram conduzidos três conjuntos de ensaios. O primeiro teve por meta determinar a 

toxicidade do ozônio para as populações de S. zeamais e verificar os padrões 

comportamentais de caminhamento destas populações, quando expostas ao ozônio. O 

segundo teve por objetivo caracterizar o comportamento de caminhamento e de 

decolagem de indivíduos de populações de S. zeamais com diferentes padrões de 

caminhamento, sob concentrações sub-letais do ozônio. O terceiro grupo de 

bioensaios teve por meta avaliar a susceptibilidade ao ozônio de populações de S. 

zeamais submetidas à pressão de seleção com o gás e acompanhar os seus padrões de 

comportamento de caminhamento. Nos três grupos de bioensaios, foram avaliadas as 

taxas respiratórias e massa corporal.   
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RESUMO 

Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade do ozônio para 

populações de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) e verificar a influência 

do gás sobre o comportamento locomotor das populações. Adicionalmente, foram 

avaliadas as suas taxas respiratórias e massa corporal para reconhecer eventual 

associação destas com os níveis de susceptibilidade e padrões comportamentais. A 

toxicidade do ozônio foi determinada por meio de bioensaios tempo-resposta, 

utilizando-se a concentração do ozônio de 50 ppm, em fluxo contínuo de 2 L min-1. 

As populações foram submetidas a bioensaios de caminhamento na presença e na 

ausência do ozônio. Avaliaram-se também a produção de CO2 e a massa corpórea de 

cada população. Nenhuma das populações de S. zeamais apresentou resistência ao 

ozônio. Estas populações apresentaram diferentes padrões comportamentais de 

caminhamento (distância percorrida, tempo de repouso e velocidade de 

caminhamento) na presença e na ausência do ozônio e diferentes padrões de taxa 

respiratória e de massa corpórea. Todavia, não foram observadas correlações 

significativas entre a toxicidade do ozônio e os padrões comportamentais de 

caminhamento. O comportamento de caminhamento natural das populações foi 

influenciado pela massa corporal dos insetos, mas não foi influenciado pela taxa 

respiratória. Embora a distância percorrida pelas populações na presença do ozônio 

esteja associada com os padrões naturais de caminhamento dos insetos, foi observada 

redução na atividade locomotora de algumas populações na presença do ozônio. Isto 

indica que as respostas comportamentais de caminhamento de S. zeamais ao ozônio 

são do tipo estímulo-dependente, ao menos para algumas populações. 
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the ozone toxicity to populations of Sitophilus 

zeamais (Coleoptera: Curculionidae) and the influence of the gas on insect locomotor 

behavior. Additionally, respiration rates and body mass were evaluated in order to 

recognize possible associations with levels of susceptibility and behavioral patterns. 

Ozone toxicity was determined using time-response bioassays, in concentrations of 

50 ppm, at continuous flow of 2 L min-1. Insect populations were subjected to 

walking bioassays in the presence and absence of ozone. CO2 production and body 

mass of each population were also evaluated. None of the S. zeamais populations 

showed resistance to ozone. These populations showed different walking patterns 

(distance walked, resting time and walking velocity) in the presence and absence of 

ozone and different patterns of respiratory rate and body mass index. However, no 

significant correlations were found between ozone toxicity and walking patterns. 

Natural walking of insects was affected by body mass, but not by respiratory rate. 

Although the distance walked by the populations exposed to ozone is associated with 

the patterns of natural walking, there was a decrease in locomotor activity of some 

populations exposed to the gas. This indicates that the walking response of S. 

zeamais to ozone is stimulus-dependent, at least for some populations. 

Key words: locomotor behavior, alternative fumigant, maize weevil, storage.  
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1. INTRODUÇÃO 

A utilização do ozônio (O3) tem sido indicada como um método alternativo 

potencial para o controle de insetos-praga de produtos armazenados, por ser este um 

gás oxidante altamente tóxico para diversos organismos, como insetos, fungos, 

bactérias e vírus (Khadre et al., 2001; An et al., 2007; Isikber & Öztekin, 2009). 

Basicamente, o ozônio atua promovendo danos às membranas celulares ou 

desencadeando a morte celular em diversos organismos vivos mediante estresse 

oxidativo (Hollingsworth & Armstrong, 2005). O ozônio é uma forma triatômica do 

oxigênio e possui o segundo maior potencial de oxidação dentre os elementos 

químicos, sendo superado somente pelo flúor (F2) (Hill & Rice, 1982). 

A exposição das populações de insetos a concentrações ineficazes de 

inseticidas pode favorecer o desenvolvimento de resistência aos compostos químicos 

(Haynes, 1988; Hoy et al., 1998; Wang et al., 2004). Porém, estudos detalhados a 

respeito do efeito sub-letal dos fumigantes sobre o comportamento dos insetos são 

escassos na literatura. Quase todos os inseticidas influenciam o comportamento dos 

insetos e o conhecimento fenômeno pode contribuir para a elaboração de estratégias 

de manejo de populações de uma mesma espécie ou de espécies distintas que 

compõem o mesmo ambiente (Haynes, 1988; Watson et al., 1997). 

Estudos toxicológicos geralmente se concentram no efeito fisiológico dos 

inseticidas em detrimento do efeito causado por este no comportamento do inseto 

(Kongmee et al., 2004). Alguns insetos são capazes de mudar o seu comportamento 

por apresentarem percepção sensorial aos compostos tóxicos. Algumas mudanças no 

comportamento dos insetos podem diminuir a eficácia dos tratamentos com 

inseticidas, e assim os impactos letais de um inseticida podem ser superestimados em 

uma população. Tais alterações comportamentais podem, ainda, conduzir à evolução 
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de resistência comportamental aos inseticidas devido ao uso contínuo e 

indiscriminado destes produtos (Haynes, 1988; Gould, 1991; Hoy et al., 1998; 

Guedes et al., 2009a,b). Sabe-se que a expressão do comportamento dos insetos, 

assim como de outras características, é resultante da interação entre o ambiente onde 

se encontram e o genótipo dos mesmos (Sibly et al., 1997; Futuyma, 1998; Hoy et 

al., 1998; Stearns & Hoekstra, 2000). Nesse sentido, a plasticidade fenotípica de 

populações de insetos-praga de produtos armazenados pode ser modificada quando 

os mesmos são submetidas a exposições sub-letais do agente de controle. 

A taxa respiratória e a massa corporal dos insetos também podem contribuir 

para elucidar os mecanismos de ação dos inseticidas e para explicar as respostas 

comportamentais dos insetos a determinados inseticidas (Guedes et al., 2009a; 

Pereira et al., 2009). A susceptibilidade dos insetos aos fumigantes varia com a taxa 

respiratória (consumo de O2 ou produção de CO2) (Cotton, 1932), pois é determinada 

pela captação dos gases (Bond et al., 1969; Price, 1981; 1984; Chaudhry, 1997; 

Sousa et al., 2008). A taxa respiratória e a massa corporal refletem a soma das 

demandas energéticas dos processos fisiológicos dos insetos necessárias à 

manutenção do organismo e à expressão de mecanismos de defesa contra os 

inseticidas (Guedes et al., 2006; Araújo et al., 2008; Sousa et al., 2008). 

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade do 

ozônio para populações de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) e verificar 

a influência de exposições sub-letais do gás sobre o comportamento locomotor das 

populações. Adicionalmente, foram avaliadas as suas taxas respiratórias e massa 

corporal para reconhecer a possível associação destas com os níveis de 

susceptibilidade e padrões comportamentais das populações estudadas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Insetos 

Foram utilizadas 30 populações de S. zeamais coletadas nos estados 

brasileiros de Amazonas, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, 

Paraná, Pernambuco, Piauí, Santa Catarina e São Paulo e em localidade paraguaias 

de Pedro Juan Caballero e Arroyo Jambure Amambay (Tabela 1), sendo que algumas 

dessas populações são resistentes à fosfina (Pimentel et al., 2009). Os insetos foram 

criados em frascos de vidro de 1,5 L, em câmaras climáticas do tipo B.O.D., sob 

condições constantes de temperatura (27±2 ºC), umidade relativa (70±5%) e 

escotofase de 24 h. Foram utilizados grãos de milho como substrato alimentar com 

teor de água de 13% base úmida (b.u.), previamente expurgados e mantidos a -18 ºC 

para evitar reinfestação. 
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2.2. Toxicidade do ozônio 

A toxicidade do ozônio para as populações de S. zeamais foi determinada 

por meio de estimativas dos tempos de exposição letais para 50 e 95% dos insetos 

(TL50 e TL95). Para isso, foram estabelecidas curvas tempo-resposta mediante 

bioensaios com períodos crescentes de exposição ao ozônio. A concentração do 

gás foi fixada em 50 ppm (≈0,11 g m-3), em fluxo contínuo de 2 L min-1. Foram 

realizados testes preliminares para se estimar os tempos de exposição máximos e 

mínimos a serem utilizados nos bioensaios de tempo-resposta, tendo sido utilizado 

de cinco a seis períodos de exposição. 

A aplicação do ozônio foi realizada no interior de câmaras plásticas (13 

cm de largura × 20 cm de altura), a 27±2 ºC e umidade relativa de 70±5%. A 

injeção e exaustão do gás foram feitas por intermédio de uma conexão instalada a 

6 cm da base de cada câmara e outra na parte superior (tampa), respectivamente. 

O mesmo sistema foi utilizado para o controle, porém, utilizando-se gás oxigênio 

(pureza mínima de 99,99%). Os insetos de cada população foram colocados em 

gaiolas plásticas (4 cm de largura × 3,5 cm de altura) suspensas a 10 cm da base 

das câmaras. As gaiolas tiveram a tampa e o fundo confeccionados com tecido do 

tipo organza, permitindo a passagem livre do ozônio e do oxigênio. Foram 

utilizadas três repetições, cada uma com 50 adultos não-sexados, com idade 

variando de uma a quatro semanas. A mortalidade dos insetos foi avaliada após 

oito dias de cada período de exposição. 

 

2.3. Obtenção do ozônio e funcionamento do sistema 

O ozônio foi obtido através do gerador de ozônio O&L3.ORM (Ozone & 

Life, São José dos Campos, SP, Brasil) (Figura 1), o qual utiliza gás oxigênio 
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comprimido (pureza mínima de 99,99%) como insumo. Na saída do cilindro de 

oxigênio foi instalado um dispositivo com duas saídas de ar com vazão de 6 L 

min-1, uma passando pelo gerador de ozônio e a outra indo para o sistema que 

utilizou apenas o oxigênio (controle). O ozônio e o oxigênio foram distribuídos 

uniformemente para as câmaras onde se encontravam os insetos (Figura 2). O 

ozônio residual e oxigênio da exaustão foram conectados a um dispositivo 

confeccionado com PVC (4,5 cm de largura × 56 cm de altura), com coluna de 8,0 

cm de água, antes de serem lançados na atmosfera, de modo a garantir a 

distribuição uniforme do gás no interior das câmaras. 

Na geração do ozônio, o gás oxigênio passa por um reator refrigerado, 

onde existe uma descarga por barreira dielétrica. Esse tipo de descarga é 

produzido ao se aplicar uma alta voltagem entre dois eletrodos paralelos, tendo 

entre eles um dielétrico (vidro) e um espaço livre por onde flui o oxigênio. Nesse 

espaço livre é produzida uma descarga em forma de filamentos, onde são gerados 

elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigênio, 

formando o ozônio (O3). 

A concentração do ozônio indicada pelo gerador de ozônio foi 

confirmada por meio de um monitorador de ozônio contínuo (BMT Messetechnik 

GMBH - BMT 930), com precisão de 0,001 ppmv e pelo método iodométrico, 

utilizando-se titulação indireta (Eaton et al., 2000). 
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Figura 1. Gerador de ozônio O&L3.ORM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Esquema de aplicação do ozônio. 
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2.4. Caminhamento 

Os métodos utilizados foram adaptados de Watson et al. (1997), Guedes et 

al. (2009a) e Pereira et al. (2009). O caminhamento dos insetos não-sexados foi 

observado individualmente durante 10 min em arenas confeccionadas com acrílico 

(3,5 cm de altura × 15 cm de largura), cujas paredes foram revestidas com 

Teflon PTFE (DuPont, São Paulo, Brasil)  para evitar o escape dos insetos. A 

concentração do ozônio foi fixada em 50 ppm (≈0,11 g m-3), em fluxo contínuo de 

1,3 L min-1. A injeção e exaustão do gás foram realizadas por intermédio de duas 

conexões instaladas opostamente em cada arena. O controle foi constituído pelo 

mesmo sistema, injetando-se apenas oxigênio. 

O movimento de cada inseto dentro da arena foi registrado por um sistema 

de rastreamento que consiste de uma câmera CCD que registra e transfere as 

imagens digitalmente para um computador acoplado (ViewPoint Life Sciences Inc., 

Montreal, Canada). Cada inseto foi colocado no centro da arena com 2 min de 

antecedência do início dos testes para que ocorresse a saturação das câmaras com 

o ozônio e para que o inseto fizesse o reconhecimento da arena. As características 

avaliadas foram distância percorrida (cm), tempo de repouso (s) e velocidade de 

caminhamento (mm s-1). Foram utilizadas 20 repetições para cada população. Os 

testes foram realizados em sala com iluminação artificial, na temperatura de 27±2 

ºC, entre 7 e 19 h.  

 

2.5. Taxa respiratória e massa corpórea 

A produção de dióxido de carbono (CO2) (µL de CO2 h–1/inseto) foi 

mensurada por meio de um respirômetro do tipo CO2 Analiser TR3C (Sable 

System International, Las Vegas, EUA), utilizando-se a metodologia adaptada de 
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trabalhos anteriores (Guedes et al., 2006; Sousa et al., 2008). Foram utilizadas 

câmaras respirométricas de 25 mL, cada uma contendo 20 insetos adultos não-

sexados, conectadas a um sistema completamente fechado. A produção de CO2 foi 

mensurada após o período de 15 h de aclimatação dos insetos nas câmaras, na 

temperatura de 27±2 ºC. Para fazer a varredura de todo o CO2 produzido no 

interior de cada câmara, procedeu-se à passagem de ar isento de CO2 em fluxo de 

100 mL min-1 por um período de dois min. Essa corrente de ar faz com que todas 

as moléculas de CO2 produzidas passem por um leitor de infravermelho acoplado 

ao sistema, que continuamente faz a mensuração do CO2 produzido pelos insetos 

e acumulado no interior de cada câmara. O controle foi constituído por câmaras 

respirométricas sem insetos e foi utilizado para normalizar os dados da taxa 

respiratória de cada população. Após a mensuração do CO2, os insetos foram 

removidos das câmaras e em seguida foram pesados usando-se uma balança 

analítica (Sartorius BP 210D, Göttingen, Germany). Os valores da taxa 

respiratória não foram normalizados pela massa corpórea porque este 

procedimento mascara o efeito individual das variáveis (Hayes, 2001). Foram 

utilizadas quatro repetições para cada população.  

 

2.6. Análises estatísticas 

Os dados dos bioensaios de tempo-resposta foram submetidos à análise 

de probit (PROC PROBIT; SAS Institute, 2002) para gerar as curvas de tempo-

mortalidade. Os intervalos de confiança para as razões de toxicidade (RTs) foram 

calculados conforme Robertson & Preisler (1992) e os valores dos tempos letais 

(TLs) foram considerados significativamente diferentes (P<0,05) se os intervalos 

de confiança das RTs não englobarem o valor 1. 



 

 23 

Os resultados das variáveis de caminhamento (distância percorrida, 

tempo de repouso e velocidade de caminhamento) para as populações nos 

tratamentos com ozônio e sem ozônio (controle) foram submetidos à análise de 

variância (PROC GLM; SAS Institute, 2002). Posteriormente, foram realizados 

testes de agrupamento de médias de Scott–Knott entre as populações (P<0,05) 

(Scott and Knott, 1974; SAEG, 2005) e teste de F entre os tratamentos com e sem 

ozônio (P<0,05) (PROC GLM; SAS Institute, 2002). Os dados da produção de 

CO2 e de massa corpórea também foram submetidos à análise de variância e teste 

de agrupamento de médias de Scott–Knott (P<0,05) (Scott and Knott, 1974; 

SAEG, 2005). 

Realizou-se uma análise de trilha para identificar e quantificar as 

interações diretas e indiretas entre distância percorrida na presença do ozônio, 

distância percorrida no controle, toxicidade do ozônio, massa corpórea, taxa 

respiratória e resistência à fosfina (Pimentel et al., 2009). A utilização da 

característica “distância percorrida” na análise de trilha foi baseada nos 

coeficientes de correlação entre distância percorrida × tempo de repouso × 

velocidade de caminhamento (PROC CORR; SAS Institute, 2002). As interações 

da análise de trilha são representadas por coeficientes de correlação, que 

quantificam as interações entre as variáveis independentes, e coeficientes de 

regressão, responsáveis por quantificar o efeito direto na variável resposta (PROC 

REG e PROC CALIS; SAS Institute, 2002), conforme Mitchell (1993).  
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3. RESULTADOS  

 
3.1. Toxicidade do ozônio 

As curvas de tempo-mortalidade das populações de S. zeamais expostas 

ao ozônio são apresentadas na Tabela 2. As curvas de tempo-resposta foram 

usadas para se identificar a população padrão de susceptibilidade, bem como para 

identificar a toxicidade do ozônio para as populações. Embora tenha ocorrido 

variação na susceptibilidade das populações de S. zeamais ao ozônio, esta 

variação foi demasiado (< 2 vezes) para ser reconhecida como resistência ao 

ozônio. A razão de toxicidade (RT) dos TL50 e TL95 variou de 1,0 a 1,97 e de 1,0 a 

1,73 vezes, respectivamente. A maioria das inclinações das curvas de tempo-

mortalidade foram similares entre as populações, exceto em algumas populações 

que apresentaram inclinações moderadamente maiores, indicando homogeneidade 

de resposta ao ozônio. 
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3.2. Caminhamento 

Observou-se diferença significativa para as características 

comportamentais de caminhamento entre as populações de S. zeamais (distância 

percorrida: F29;1140=11,43; P<0,01; tempo de repouso: F29;1140=8,88; P<0,01; 

velocidade de caminhamento: F29;1140=10,94; P<0,01), tratamento com ozônio e 

sem ozônio (distância percorrida: F1;1140=141,26; P<0,01; tempo de repouso: 

F1;1140=87,35; P<0,01; velocidade de caminhamento: F1;1140=70,11; P<0,01) e para 

a interação entre estas duas variáveis (distância percorrida: F29;1140=2,67; P<0,01; 

tempo de repouso: F29;1140=2,19; P<0,01; velocidade de caminhamento: 

F29;1140=2,31; P<0,01). 

As características comportamentais de caminhamento apresentaram 

diferenças substanciais entre as populações (Figuras 3, 4 e 5). As variações 

observadas para a distância percorrida entre as populações no controle e no 

tratamento com ozônio foram de 60,68 e 69,85%, respectivamente; para o tempo 

de repouso, de 52,73% e 63,66%; e de 84,29% e 85,32% para a velocidade de 

caminhamento. Embora algumas das características de caminhamento das 

populações tenham sido afetadas significativamente pelo gás ozônio, não foram 

constatadas variações substanciais entre o controle e o tratamento com ozônio. As 

variações das respostas comportamentais de caminhamento também estão 

exemplificadas por cinco populações na Figura 6. 

A distância percorrida apresentou correlação significativa e positiva com 

a velocidade de caminhamento na presença do ozônio (n=30; r=0,65; P<0,0001) e 

no controle (n=30; r=0,82; P<0,0001), porém apresentou correlação significativa 

e negativa com o tempo de repouso tanto na ausência (n=30; r=–0,94 ; P<0,0001) 

quanto na presença do ozônio (n=30; r=–0,94; P<0,0001). Para as correlações entre 
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o tempo de repouso e a velocidade de caminhamento, verificou-se correlação 

significativa negativa no controle (n=30; r=–0,57; P<0,0001), mas não foi 

constatada correlação significativa para o tratamento com ozônio (n=30; r=–0,27; 

P=0,15).  
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Figura 3. Distância percorrida (cm) (±E.P.M.) por indivíduos das populações de 

Sitophilus zeamais submetidas a arenas com ozônio (50 ppm) e sem ozônio 

(controle) durante 10 min. Médias agrupadas com barras na mesma altura não 

diferem entre as populações pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) e os asteriscos 

indicam diferença significativa entre a população exposta e não exposta ao ozônio 

pelo teste de F (P<0,05). 
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Figura 4. Tempo de repouso (s) (±E.P.M.) dos indivíduos das populações de 

Sitophilus zeamais submetidas a arenas com ozônio (50 ppm) e sem ozônio 

(controle) durante 10 min. Médias agrupadas com barras na mesma altura não 

diferem entre as populações pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) e os asteriscos 

indicam diferença significativa entre a população exposta e não exposta ao ozônio 

pelo teste de F (P<0,05). 
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Figura 5. Velocidade de caminhamento (±E.P.M.) dos indivíduos das populações 

de Sitophilus zeamais submetidas a arenas com ozônio (50 ppm) e sem ozônio 

(controle) durante 10 min. Médias agrupadas com barras na mesma altura não 

diferem entre as populações pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) e os asteriscos 

indicam diferença significativa entre a população exposta e não exposta ao ozônio 

pelo teste de F (P<0,05). 
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3.3. Taxa respiratória, massa corpórea e associações com o caminhamento das 

populações 

A taxa respiratória (µL de CO2 h–1/inseto) diferiu significativamente 

entre as populações de S. zeamais (F29;90=7,01; P<0,0001) (Figura 7A), com uma 

variação da produção de CO2 de 41,24%. A massa corpórea individual dos insetos 

(mg) também diferiu significativamente entre as populações (F29;90=13,37; 

P<0,0001) (Figura 7B), com uma variação de 70,77%. 

Os fatores potencialmente determinantes do comportamento de 

caminhamento das populações foram estudados mediante análise de trilha (Figura 

8). O parâmetro comportamental utilizado nesta análise foi a distância percorrida, 

uma vez que todas as correlações realizadas com a distância percorrida foram 

significativas. O modelo mostrou-se significativo pelo teste de Qui-quadrado a 

5% de probabilidade (x2 = 3,10; df = 5; P=0,68). Observou-se correlação 

significativa e positiva entre a massa corpórea e a taxa respiratória das 

populações. A massa corpórea das populações influenciou significativamente e 

negativamente a distância percorrida no controle, afetando assim a distância 

percorrida sob o ozônio; a massa corpórea também afeta a resistência à fosfina. 

No entanto, não influenciou a toxicidade do ozônio. A distância percorrida pelas 

populações na presença do ozônio não foi influenciada pela toxicidade deste 

fumigante. Já a taxa respiratória das populações apresentou efeito significativo e 

negativo sobre a resistência à fosfina e efeito significativo e positivo sobre a 

toxicidade do ozônio; no entanto, não influenciou a distância percorrida pelas 

populações no controle. 

Os efeitos direto, indireto e total de cada característica utilizada na 

análise de trilha (distância percorrida no controle, toxicidade do ozônio, massa 
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corpórea, taxa respiratória e resistência à fosfina) também foram determinados 

sobre a distância percorrida pelos insetos na presença do ozônio (Tabela 3). 

Observa-se que modelo utilizado para correlacionar a distância percorrida pelas 

populações na presença do ozônio com as variáveis potencialmente determinantes 

deste parâmetro (massa corpórea, taxa respiratória, distância percorrida na 

ausência do O3 e toxicidade do ozônio) não foi significativo (R2=0,51; P=0,07). 

Tal resultado se deve principalmente ao fato de que a distância percorrida pelas 

populações na presença do ozônio não foi influenciada significativamente pela 

toxicidade do ozônio.  
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4. DISCUSSÃO 

Este é o primeiro relato sobre a toxicidade do ozônio para populações de S. 

zeamais e sobre as modificações comportamentais dos insetos na presença do ozônio 

e suas interações com os padrões fisiológicos dos mesmos. As curvas de tempo-

mortalidade indicaram que as populações de S. zeamais não apresentaram resistência 

ao ozônio. Por outro lado, foram observados diferentes padrões comportamentais de 

caminhamento (distância percorrida, tempo de repouso e velocidade de 

caminhamento) entre as populações, tanto na presença como na ausência do ozônio. 

Também foi verificado que algumas populações reduziram a atividade locomotora na 

presença do gás, indicando a ocorrência de plasticidade fenotípica desta característica 

comportamental em algumas populações. Tais respostas comportamentais 

geralmente estão associadas aos processos sensoriais dos insetos e podem 

desencadear a evolução de resistência comportamental aos inseticidas convencionais 

e candidatos a uso (Haynes, 1988; Hoy et al., 1998; Desneux, 2007), caso tais 

variações de respostas sejam herdadas. 

Como algumas populações de S. zeamais reduziram sua atividade 

locomotora num curto período de exposição ao ozônio (10 min), pode-se afirmar que 

esta resposta comportamental é do tipo estímulo-dependente, ou seja, é desencadeada 

por um estímulo sensorial (Lockwood et al., 1985; Wang et al., 2004; Muenworn et 

al., 2006). As alterações comportamentais dos insetos na presença de inseticidas 

podem lhes proporcionar menor exposição dos compostos tóxicos (Cox et al., 1997; 

Guedes et al., 2009b) e, com isso, favorecer o desenvolvimento de resistência 

comportamental aos inseticidas (Cox et al., 1997; Guedes et al., 2009b). A resposta 

comportamental apresentada pelos insetos na presença do ozônio pode estar 

associada ainda a mecanismos fisiológicos que possibilitam a redução dos efeitos 
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deletérios dos compostos tóxicos. Neste sentido, a redução da atividade de 

caminhamento dos insetos na presença do ozônio pode desencadear, por exemplo, a 

redução da atividade respiratória dos insetos ao perceberem a presença do ozônio, 

conforme reportado para adultos de S. oryzae, Tribolium castaneum (Coleoptera: 

Tenebrionidae) e Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae) (Lu et al., 2009). 

Tais respostas fisiológicas, aliadas às respostas comportamentais, são importantes 

para minimizar os efeitos deletérios do ozônio sobre os organismos. 

Os padrões comportamentais de caminhamento das populações não foram 

correlacionados com a toxicidade do ozônio. Tal fato refuta a hipótese de Geoghiou 

(1972), a qual afirma que sempre ocorre correlação negativa entre as respostas 

comportamentais e a susceptibilidade aos inseticidas. Esta hipótese foi sustentada 

durante anos devido ao fato de que a resistência comportamental poderia levar à 

redução da exposição aos inseticidas e, desta forma, minimizar os efeitos deletérios 

dos compostos químicos (Gould, 1984; Jallow & Hoy, 2005). Uma alternativa para a 

hipótese de Georghiou é a possibilidade de uma evolução conjunta de respostas 

comportamentais e fisiológicas (Lockwood et al. 1984). Com relação ao ozônio, foi 

constatada independência entre as bases fisiológicas associadas à toxicidade do 

ozônio e as respostas comportamentais de locomoção, da mesma forma que foram 

observados para outros inseticidas (Lockwood et al., 1984; Suiter & Gould, 1994; 

Chareonviriyaphap et al., 1997; Renou et al., 1997; Kongmee et al., 2004; Wang et 

al., 2004; Guedes et al., 2009a; Pereira et al., 2009). 

Respostas comportamentais têm base fisiológica, de forma que uma 

manifestação física pode ocorrer em detrimento às características fisiológicas do 

organismo (Lockwood, 1984; Watson & Barson, 1996; Watson et al., 1997; Guedes 

et al., 2009a; Pereira et al., 2009). No presente estudo, todavia, a distância percorrida 
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pelas populações na presença do ozônio não foi influenciada pela taxa respiratória e 

pela massa corpórea dos insetos, embora tenha sido constatado que a distância 

percorrida pelos insetos no controle diminuiu com o aumento da massa corporal.   

Como a resistência à fosfina está associada à menor taxa respiratória e 

massa corporal dos insetos (Pimentel et al., 2007, 2009), pode-se afirmar que as 

características envolvidas com os mecanismos de resistência à fosfina influenciaram 

diretamente a distância percorrida pelas populações nas arenas não tratadas com o 

ozônio e, consequentemente, isto desencadeou o menor caminhamento na presença 

do ozônio. A taxa respiratória (captação de O2 ou produção de CO2) é uma medida 

indireta da transferência de energia (formação de ATP) (Clarke, 1993; Steven & 

Gastón, 1999). Então, a correlação observada entre a taxa respiratória e a massa 

corporal das populações de S. zeamais é esperada, considerando-se que populações 

com maior massa corpórea necessitam de maior mobilização de energia para a 

mantença do organismo (Packard & Boardman, 1999; Hayes, 2001; Araújo et al., 

2008; Silva et al., 2010). 

Considerando que as populações utilizadas neste trabalho não apresentaram 

resistência ao ozônio e que algumas destas apresentaram elevados níveis de 

resistência à fosfina (Pimentel et al., 2009), pode-se afirmar que não existe 

resistência cruzada entre os dois fumigantes em populações de S. zeamais, conforme 

já reportado para outros insetos-praga de produtos armazenados (Zhanggui et al., 

2003; Sousa et al., 2008). Por outro lado, constatou-se redução da atividade 

locomotora de algumas populações na presença do ozônio. Tal comportamento pode 

favorecer a seleção adicional para resistência ao ozônio em tais populações devido a 

menor submissão aos efeitos deletérios do fumigante. Como uma das prerrogativas 

para o desenvolvimento de estratégias de uso de novos inseticidas visa manter a 
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susceptibilidade dos insetos, são válidos os esforços para que se utilizem 

concentrações do ozônio de fato eficazes no controle das pragas. Outras alternativas 

são o uso intercalado ou alternado do ozônio com outros inseticidas, conforme 

indicado em programas de manejo de pragas (Metcalf, 1980; McKenzie & 

Batterham, 1998; Sousa et al., 2008, 2009; Hagstrum & Subramanyam, 2009). 
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RESUMO 

É consenso que os insetos apresentam diversas respostas comportamentais 

na presença dos inseticidas. Todavia, tais respostas têm sido negligenciadas em 

estudos toxicológicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de 

concentrações sub-letais do ozônio sobre o comportamento locomotor de populações 

de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Adicionalmente, avaliou-se a 

taxa respiratória e massa corpórea das populações. As características 

comportamentais avaliadas foram distância percorrida, tempo de repouso e 

velocidade de caminhamento de machos e fêmeas, além de iniciação de vôo para 

insetos não-sexados. Foram estabelecidas as concentrações de ozônio de 0, 30, 40, 50 

e 60 ppm para a população com menor atividade locomotora natural (Amambay) e as 

concentrações de 0, 50, 75, 100, 125 e 150 ppm de ozônio para a população com 

maior atividade locomotora natural (São João). Observou-se que a atividade 

locomotora variou entre as populações e sexos com o incremento das concentrações 

sub-letais do ozônio. A atividade de caminhamento dos insetos da população 

Amambay reduziu com o incremento da concentração do ozônio, sendo que esta 

redução foi mais expressiva nas fêmeas. Por outro lado, a atividade de caminhamento 

da população de São João não variou com o aumento da concentração de ozônio. A 

taxa respiratória e a massa corpórea variaram significativamente entre as populações, 

mas não variaram entre os sexos. O tempo de repouso das populações de S. zeamais 

se correlacionou positivamente com a taxa respiratória dos insetos, indicando que 

indivíduos que apresentam maiores taxas respiratórias permanecem parados por 

maior tempo na presença do ozônio.  
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ABSTRACT 

It is agreed that insects have different behavioral responses to insecticides. 

However, such responses have been overlooked in toxicological studies. The aim of 

this study was to evaluate the effect of sub-lethal ozone concentrations on locomotor 

behavior of Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Additionally, respiration 

rates and body mass were evaluated. The studied behavioral characteristics included 

distance walked, resting time and walking velocity of males and females, as well as 

flight initiation of non-sexed insects. Ozone concentrations of 0, 30, 40, 50 and 60 

ppm were used for the population of lower natural locomotor activity (Amambay) 

and the concentrations of 0, 50, 75, 100, 125 and 150 ppm for the population of 

higher natural locomotor activity (São João). Locomotor activity varied between 

populations and sexes with increasing sub-lethal ozone concentrations. The walking 

activity of the Amambay insect population was reduced with increasing ozone 

concentration and this response was more pronounced in females. Conversely, the 

walking activity of the São João insect population showed no variation with 

increasing ozone concentration. Respiratory rate and body mass varied significantly 

between populations, but not between sexes. Resting time of S. zeamais populations 

was positively correlated with respiration rate, indicating that individuals with higher 

respiration rates remain still for a longer time under Ozone exposure.  

Key words: sub-lethal concentrations, alternative fumigant, locomotor behavior, 

phenotypic plasticity, storage.  
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1. INTRODUÇÃO 

A resistência a inseticidas e as preocupações com os riscos oferecidos pelos 

inseticidas à saúde humana e ao meio ambiente têm impulsionado a busca por 

métodos alternativos de controle de insetos-praga de produtos armazenados. 

Pesquisas recentes indicam que o enriquecimento do ambiente de armazenamento 

com o ozônio é uma importante alternativa a ser utilizada na proteção de produtos 

armazenados (Kells et al., 2001; Mendez et al., 2003; Sousa et al., 2008; Isikber & 

Öztekin, 2009; Lu et al., 2009). Além de apresentar efeito tóxico para os insetos, o 

ozônio não apresenta resistência cruzada com a fosfina, o único fumigante utilizado 

em vários países (Sousa et al., 2008), e não altera a qualidade do produto tratado 

(Pereira et al., 2008). 

Outro aspecto que merece atenção é a influência de exposições sub-letais de 

inseticidas sobre o comportamento locomotor dos insetos e suas correlações com os 

aspectos fisiológicos dos indivíduos. Os insetos podem apresentar uma série de 

respostas fisiológicas e comportamentais para vários compostos tóxicos em 

ambientes naturais ou de manejo (Wang et al., 2004; Kljajić & Perić, 2007; 

Verheggen et al., 2007). O comportamento dos insetos é pouco abordado em estudos 

toxicológicos, embora se saiba que os insetos são capazes de modificar o seu 

comportamento em resposta à sua percepção sensorial aos inseticidas, de forma a 

comprometer a eficácia destes produtos (Hoy et al., 1998; Pereira et al., 2009). 

Certos inseticidas estimulam ou inibem o comportamento locomotor dos 

insetos, como o caminhamento e a habilidade de vôo (Watson & Barson, 1996; 

Watson et al.,1997; Guedes et al., 2009a; Pereira et al., 2009). Os inseticidas podem 

interferir na coordenação motora dos insetos, deixá-los convulsivos e interferir nos 

padrões normais de reprodução, localização de hospedeiros, dispersão, migração e 
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alimentação (Haynes, 1988). Os mecanismos comportamentais podem ser estímulo-

independente ou estímulo-dependente. A resposta comportamental é estímulo-

dependente quando se refere ao aumento da habilidade dos insetos para detectar um 

composto tóxico e, em consequência, desencadeia uma propriedade irritante ou 

repelente que aumenta a resposta após a detecção do inseticida, mesmo sem contato 

com o mesmo (Georghiou, 1972; Lockwood et al., 1984). Com relação a resposta 

comportamental estímulo-independente, a menor exposição dos insetos para o 

composto tóxico se deve a uma característica comportamental inata à população 

(Anonymous, 1958; Georghiou, 1972; Lockwood et al., 1984). Ambos os tipos de 

respostas são reconhecidas como resistência comportamental para um composto 

tóxico quando as características são herdadas (Georghiou, 1972; Lockwood et al., 

1984). Tais conceitos foram considerados na realização deste trabalho.  

As principais pesquisas sobre a influência de doses sub-letais de compostos 

tóxicos sobre o comportamento locomotor dos insetos-praga de produtos 

armazenados se referem basicamente aos inseticidas organofosforados e piretróides 

(Watson & Barson, 1996; Lorini & Galley, 1998; Beckel et al., 2004; Beckel et al., 

2005; Pereira et al., 2009; Guedes et al., 2009a). Apesar da resistência aos 

fumigantes ter recebido destaque nos últimos anos (Benhalima et al., 2004; Collins et 

al., 2005; Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007; 2009), em particular a fosfina, 

não existem informações no que se refere aos efeitos de gases sobre o 

comportamento dos insetos-praga de produtos armazenados. A associação de 

exposições sub-letais de inseticidas candidatos a uso com as características 

fisiológicas dos insetos pode ajudar a entender os mecanismos de ação destes gases e 

contribuir para a elaboração de estratégias de manejo de pragas (Dethier et al., 1960; 

Gammon, 1978; Lockwood et al., 1984; Pekár & Haddad, 2005).  
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Como os fumigantes são absorvidos, principalmente, através do sistema de 

trocas gasosas dos insetos, fatores que influenciam este processo podem afetar a 

captação dos fumigantes (Cotton, 1932; Bond et al., 1969; Sousa et al., 2008; Lu et 

al., 2009). A taxa respiratória e, ainda, a massa corporal também podem representar a 

soma das demandas energéticas dos processos fisiológicos dos insetos necessárias 

para produzir mecanismos de defesa contra os inseticidas (Guedes et al., 2006; 

Oliveira et al., 2007; Araújo et al., 2008). Considerando que estas características, 

influenciam a toxicidade dos fumigantes, são válidos os esforços para entender os 

seus efeitos sobre o comportamento locomotor de populações sob exposições sub-

letais do ozônio.  

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo caracterizar o 

comportamento de caminhamento e de decolagem de indivíduos de populações de 

Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), com diferentes padrões de 

caminhamento, sob concentrações sub-letais do ozônio. Adicionalmente foram 

avaliadas a taxa respiratória e massa corpórea dos indivíduos e associadas com os 

padrões comportamentais de caminhamento e de decolagem para vôo.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Insetos 

Foram utilizadas duas populações de S. zeamais com performances de 

caminhamento distintos, as quais foram selecionadas a partir de estudos prévios 

(Capítulo 1), sob  atmosfera enriquecida com 50 ppm de ozônio, em fluxo contínuo 

de 1,3 L min-1. A população com maior atividade de caminhamento foi coletada em 

São João, Pernambuco, Brasil e a população com menor atividade de caminhamento 

foi coletada em Amambay, Paraguay. Os insetos foram criados em frascos de vidro 
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de 1,5 L, em câmaras climáticas tipo B.O.D., sob condições constantes de 

temperatura (27±2 ºC), umidade relativa (70±5%) e escotofase de 24 h. Foram 

utilizados grãos de milho como substrato alimentar com teor de água de 13% base 

úmida (b.u.), previamente expurgados e mantidos a -18 ºC para evitar reinfestação. 

 

2.2. Obtenção do ozônio  

O ozônio foi obtido através do gerador de ozônio O&L3.ORM (Ozone & 

Life, São José dos Campos, SP, Brasil). O gás foi gerado utilizando-se gás oxigênio 

comprimido (pureza mínima de 99,99%) como insumo, em fluxo contínuo de 1,3 L 

min-1. Na geração do ozônio, o gás oxigênio passa por um reator refrigerado, onde 

existe uma descarga por barreira dielétrica. Esse tipo de descarga é produzido ao 

aplicar uma alta voltagem entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um 

dielétrico (vidro) e um espaço livre por onde flui o oxigênio. Nesse espaço livre é 

produzida uma descarga em forma de filamentos, onde são gerados elétrons com 

energia suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigênio, formando o 

ozônio (O3). As concentrações indicadas pelo gerador de ozônio foram confirmadas 

através de um monitorador de ozônio contínuo (BMT Messetechnik GMBH - BMT 

930), com precisão de 0,001 ppmv e pelo método iodométrico, utilizando titulação 

indireta (Eaton et al., 2000). 

 

2.3. Caminhamento 

Os métodos utilizados foram adaptados em conformidade com Watson et al. 

(1997), Guedes et al. (2009a) e Pereira et al. (2009). O caminhamento dos insetos 

machos e fêmeas foi observado individualmente durante 10 min em arenas 

confeccionados com acrílico (3,5 cm de altura × 15 cm de largura), cujas paredes 
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foram revestidas com Teflon PTFE (DuPont, São Paulo, Brasil)  para evitar a fuga 

dos insetos. Foram utilizadas as concentrações de ozônio de 0, 30, 40, 50, 60 e 70 

ppm para a população de Amambay e as concentrações de 0, 50, 75, 100, 125 e 150 

ppm para a população de São João, em fluxo contínuo de 1,3 L min-1. Estas 

concentrações estão na faixa sub-letal para as duas populações. Foram maiores para a 

população de São João devido a esta população não apresentar variação de resposta 

comportamental nas concentrações utilizadas para a população de Amambay. A 

injeção e exaustão do gás foram realizadas por intermédio de duas conexões 

instaladas opostamente em cada arena. 

O movimento dos insetos dentro da arena foi registrado por um sistema de 

rastreamento que consiste de uma câmera CCD que registra e transfere as imagens 

digitalmente para um computador acoplado (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal, 

Canada). Cada inseto foi sexado e colocado individualmente no centro da arena, 2 

min antes do início dos testes para que ocorresse a saturação das câmaras com o 

ozônio e para que o inseto fizesse o reconhecimento da arena. As características 

avaliadas foram distância percorrida (cm), tempo de repouso (s) e velocidade de 

caminhamento (mm/s). Foram utilizadas 15 repetições para cada população. Os 

testes foram realizados em sala climatizada (27±2 ºC), entre 7 e 19 h. 

 

2.4. Decolagem 

A metodologia utilizada foi adaptada dos procedimentos descritos por 

Perez-Mendoza et al. (1999) e Guedes et al. (2009a). A aplicação do ozônio foi feita 

no interior de câmaras de ozonização (13 cm de largura × 20 cm de altura) contendo 

uma conexão a 4 cm da base para a injeção do gás e outra na parte superior da 

câmara para a exaustão. O ozônio residual da exaustão foi direcionado para um 
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dispositivo confeccionado de PVC (4,5 cm de largura × 56 cm de altura), com coluna 

de 8,0 cm de água, antes de serem lançados na atmosfera, de modo a garantir a 

neutralidade do “efeito parede”. Foram utilizadas as concentrações de 0, 30, 40, 50, 

60 e 70 ppm para a população de Amambay e as concentrações de 0, 50, 75, 100, 125 

e 150 ppm para a população de São João, em fluxo contínuo de 1,3 L min-1 para 

todas as concentrações. 

A iniciação de vôo foi realizada em câmaras transparentes (17 cm de altura 

× 15 cm de diâmetro interno) colocadas a 6 cm da base da câmara de ozonização. Os 

insetos foram liberados na parte inferior das câmaras, as quais tiveram as paredes 

internas revestidas com Teflon PTFE (DuPont, São Paulo, Brasil) até 2 cm de 

altura para evitar que os insetos subissem nestas, e o restante impregnadas com cola 

entomológica (Bio Controle, São Paulo, Brasil). As câmaras de vôo tiveram a tampa 

e o fundo confeccionados com tecido do tipo organza para permitir a passagem livre 

do ozônio. Foram utilizadas três repetições, cada uma com 200 adultos não-sexados, 

com idade variando de uma a quatro semanas. Os bioensaios foram conduzidos sob 

condições constantes de temperatura (30±2 ºC) e umidade relativa (70±5%). O tempo 

de observação foi de 30 min e os parâmetros avaliados foram o número de insetos 

que iniciaram o vôo (decolagem) e a altura de vôo. Foram utilizadas três repetições 

para cada combinação de população e concentração.  

 

2.5. Taxa respiratória e massa corpórea 

A produção de dióxido de carbono (CO2) (µL de CO2 h–1/inseto) foi 

mensurada em um respirômetro do tipo CO2 Analiser TR3C (Sable System 

International, Las Vegas, EUA), utilizando a metodologia adaptada de trabalhos 

anteriores (Guedes et al., 2006; Sousa et al., 2008). Foram utilizadas câmaras 
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respirométricas de 25 mL, cada uma contendo 20 insetos adultos não-sexados, 

conectadas a um sistema completamente fechado. A produção de CO2 foi mensurada 

após o período de 15 h de aclimatação dos insetos nas câmaras, na temperatura de 

27±2 ºC. Para fazer a varredura de todo o CO2 produzido no interior de cada câmara, 

procedeu-se à passagem de ar isento de CO2 em fluxo de 100 mL min-1 por um 

período de dois min. Essa corrente de ar faz com que todas as moléculas de CO2 

produzidas passem por um leitor de infravermelho acoplado ao sistema, que 

continuamente faz a mensuração do CO2 produzido pelos insetos e contido no 

interior de cada câmara. O controle foi constituído por câmaras respirométricas sem 

insetos e foi utilizado para normalizar os dados da taxa respiratória de cada 

população. Após a mensuração do CO2, os insetos foram removidos das câmaras e 

em seguida foram pesados usando uma balança analítica (Sartorius BP 210D, 

Göttingen, Germany). Os valores da taxa respiratória não foram normalizados pela 

massa corpórea porque este procedimento mascara o efeito individual das variáveis 

(Hayes, 2001). Foram utilizadas quatro repetições para cada população.  

 

2.6. Análises estatísticas 

Os resultados gerais dos bioensaios de caminhamento foram submetidos a 

análise multivariada de covariância (sexo × população), tendo a concentração como 

covariável (PROC GLM com procedimento MANOVA; SAS Institute, 2002). Para o 

levantamento de vôo, também foram realizadas análises de covariância, porém, entre 

as concentrações e populações. Os dados de caminhamento e levantamento de vôo 

foram submetidos a análises de regressões em função da concentração do ozônio 

sempre que observado variação significativa entre estas, utilizando-se o software 

SigmaPlot (SPSS, 2001). 
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Os dados de produção de CO2 e massa corpórea foram submetidos à análise 

de variância (P<0,05), sendo representados em histograma de barra elaborados no 

software SigmaPlot (SPSS, 2001). Adicionalmente, foram feitas análises de 

correlação entre as características comportamentais de caminhamento (distância 

percorrida, tempo de repouso e velocidade de caminhamento) × produção de CO2 × 

massa corpórea (PROC CORR; SAS Institute, 2002). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Caminhamento e decolagem  

A distância percorrida foi influenciada significativamente pela concentração 

do ozônio (F8;266=6,56; P<0,0001), pela população (F1;266=203,72; P<0,0001) e pelo 

sexo (F1;2664=10,91; P=0,0011). Observou-se interação significativa entre 

concentração × população (F1;266=4,60; P=0,03), no entanto, não ocorreu interação 

significativa para concentração × sexo (F5;266=1,17; P=0,32) e população × sexo 

(F1;266=0,04; P=0,85) e nem interação tripla da análise de covariância multivariada 

(F1;266=1,61; P=0,20). 

Os padrões de caminhamento das duas populações são representados através 

das trilhas de caminhamento formadas pelas populações (Figuras 1 e 2). Os insetos 

da população de São João percorreram maiores distâncias que os da população de 

Amambay, embora tenha sido constada redução significativa apenas na população de 

Amambay (Figura 3 e Tabela 1). A distância percorrida pelos insetos machos foi 

maior que a distância percorrida pelas fêmeas em ambas as populações. 
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 Controle 100 ppm 150 ppm 
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Figura 1. Arena representando o caminhamento de insetos machos e fêmeas da 

população de São João de Sitophilus zeamais submetidos a arenas sem ozônio 

(controle) e com ozônio nas concentrações de 100 e 150 ppm durante 10 min.  

 

 Controle 40 ppm 60 ppm 
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Figura 2. Arena representando o caminhamento de insetos machos e fêmeas da 

população de Amambay de Sitophilus zeamais submetidos a arenas sem ozônio 

(controle) e com ozônio nas concentrações de 40 e 60 ppm durante 10 min. 
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Concentração (ppm)
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Figura 3. Distância percorrida (cm) por indivíduos machos e fêmeas das populações 

de São João e Amambay de Sitophilus zeamais submetidas a arenas tratadas com 

ozônio em diferentes concentrações durante 10 min. Cada símbolo representa a 

média das repetições. As equações estão apresentadas na Tabela 1. 
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Observou-se variação significativa no tempo de repouso em resposta a 

concentração do ozônio (F8;266=4,48; P<0,0001), população (F1;266=175,09; P<0,0001) e 

ao sexo (F1;266=12,93; P=0,0004). Verificou-se interação significativa para concentração 

× população (F1;266=9,61; P<0,002), mas não foi constada interação significativa entre 

concentração × sexo (F5;266=1,73; P=0,13) e população × sexo (F1;266=1,17; P=0,28), e 

não ocorreu interação tripla da análise de variância multivariada (F1;266=1,65; P=0,20).  

O tempo de repouso dos indivíduos da população de Amambay foi maior que o 

da população de São João, tendo ocorrido aumento significativo com o incremento da 

concentração do ozônio apenas na população de Amambay (Figura 4 e Tabela 1). Este 

aumento do tempo de repouso foi mais expressivo nas fêmeas do que nos machos na 

população de Amambay, porém, não houve variação para o sexo na população de São 

João.  
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Figura 4. Tempo de repouso (s) de indivíduos machos e fêmeas das populações de São 

João e Amambay de Sitophilus zeamais submetidas a arenas tratadas com ozônio em 

diferentes concentrações durante 10 min. Cada símbolo representa a média das 

repetições. As equações estão apresentadas na Tabela 1. 
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A velocidade de caminhamento variou significativamente entre as 

concentrações (F8;266=3,30; P=0,0013), entre as populações (F1;224=85,30; P<0,000) e 

entre os sexos (F1;266=9,24; P=0,003). Verificou-se interação significativa entre 

população × sexo (F1;266=4,99; P=0,026), porém, não ocorreu interação significativa 

entre  concentração × população (F1;266=2,26; P=0,13) e concentração × sexo 

(F5;266=1,65; P=0,15) e nem interação tripla da análise de variância multivariada 

(F1;266=0,23; P=0,63). 

Embora a população de São João tenha apresentado velocidade de 

caminhamento substancialmente maior do que a população de Amambay (Figura 5), a 

velocidade de caminhamento da população de São João não diferiu significativamente 

entre as concentrações. A velocidade de caminhamento da população de Amambay 

diminuiu significativamente com o incremento da concentração do ozônio, tanto para os 

machos como para as fêmeas (Tabela 1). Todavia, a redução na velocidade foi mais 

expressiva nas fêmeas.  

 

 

 



 

 65 

Concentração (ppm)

0 25 50 75 100 125 150 175

V
el

oc
id

ad
e 

de
 c

am
in

ha
m

en
to

 (
m

m
/s

)

6,6

6,8

7,0

7,2

7,4

7,6

7,8

8,0

São João

Amambay

Amambay 

 

Figura 5. Velocidade de caminhamento (mm/s) de indivíduos machos e fêmeas das 

populações de São João e Amambay de Sitophilus zeamais submetidas a arenas tratadas 

com ozônio em diferentes concentrações durante 10 min. Cada símbolo representa a 

média das repetições. As equações estão apresentadas na Tabela 1. 
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 Observou-se variação significativa na proporção de insetos que iniciaram vôo 

em resposta à concentração de ozônio (F5;16=1,63; P=0,007) e entre as populações 

(F1;16=87,45; P<0,0001); no entanto, não ocorreu interação significativa entre estes 

fatores (F1;16=1,17; P=0,30). A proporção de insetos que decolaram diminuiu 

significativamente com o incremento da concentração nas duas populações, sendo que a 

população de São João, em geral, apresentou maiores valores (Figura 6 e Tabela 1). 

Com relação à altura de vôo, não foi verificada variação significativa entre as 

populações (F1;16=0,26; P=0,61), entre as concentrações (F5;16=0,49; P=0,78) e nem 

entre as suas interações (F1;16=0,38; P=0,55). As médias da altura de vôo das 

populações de São João e Amambay foram 6,46±0,95 e 6,57±2,23 cm, respectivamente. 
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Figura 6. Proporção de adultos não-sexados das populações de São João e Amambay 

de Sitophilus zeamais que levantaram vôo no interior de câmaras tratadas com ozônio 

em diferentes concentrações durante 30 min. Cada símbolo representa a média e 

repetições. As equações estão apresentadas na Tabela 1. 
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3.1. Taxa respiratória e massa corpórea 

A taxa respiratória (µL de CO2 h
–1/inseto) variou significativamente entre as 

populações (F1;12=67,34; P<0,0001), mas não apresentou variação significativa 

quanto ao sexo (F1;12=0,04; P=0,84) e não foi verificada interação significativa entre 

população × sexo (F1;12=0,00; P=0,95). Para a massa corpórea também observou-se 

variação significativa entre as populações (F1;12=43,87; P<0,0001), mas não foi 

constada variação significativa para o sexo (F1;12=0,03; P=0,87) e não ocorreu 

interação significativa entre estas variáveis (F1;12=2,51; P=0,14). A taxa respiratória e 

a massa corpórea da população de Amambay foram significativamente maiores do 

que da população de São João, com uma variação de 23,84 e 15,51%, 

respectivamente (Figura 7). A taxa respiratória se correlacionou positivamente e 

significativamente com o tempo de repouso dos insetos das populações sob a 

atmosfera enriquecida com o ozônio (n=4, r=0,96, P=0,04). No entanto, não se 

correlacionou com a distância percorrida (n=4; r=–0,94; P=0,06) e nem com a 

velocidade de caminhamento (n=4, r=–0,87, P=0,13). A massa corpórea se 

correlacionou significativamente com a distância percorrida (n=4, r=–0,98, P=0,02) 

e com o tempo de repouso (n=4, r=0,98, P=0,02), mas não com a velocidade de 

caminhamento (n=4, r=–0,94, P=0,06).  
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Figura 7. Taxa respiratória (A) e massa corpórea (B) (±E.P.M.) das populações de 

Sitophilus zeamais. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo teste 

F (P<0,05). 
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4. DISCUSSÃO 

As variações comportamentais causadas pelo incremento da concentração 

do ozônio foram dependentes da população de S. zeamais. A população de Amambay 

apresentou respostas comportamentais de locomoção e iniciação de vôo distintas sob 

concentrações sub-letais do ozônio, tanto para os machos como para as fêmeas, 

embora as fêmeas tenham apresentado respostas mais expressivas. Por outro lado, o 

comportamento da população de São João normalmente não sofreu influencia do 

ozônio. As alterações comportamentais que os insetos apresentam na presença dos 

inseticidas podem lhes proporcionar habilidades adicionais para se adaptarem aos 

ambientes tratados com os compostos tóxicos (Watson e Barson, 1996; Cox et al., 

1997; Guedes et al.; 2009a). A detecção da presença dos inseticidas no ambiente 

pode estar associada à habilidade de aprendizagem dos insetos ou a variações 

genéticas nos receptores periféricos ou sistemas de processamento central 

(Georghiou, 1972; Haynes, 1988; Gould, 1991; Hoy et al., 1998). Isso pode 

ocasionar a evolução de resistência comportamental aos inseticidas em algumas 

espécies (Gould, 1984; Jallow & Hoy, 2005). 

Como as populações e os sexos apresentaram respostas comportamentais 

diferenciadas com o incremento da concentração do ozônio, há indícios de que existe 

plasticidade fenotípica diferenciada para os parâmetros de locomoção em resposta ao 

ambiente enriquecido com o ozônio. O fenômeno da plasticidade fenotípica é 

reconhecido quando a expressão de uma determinada característica do organismo 

varia com o ambiente em que ele vive e com o genótipo através da interação 

genótipo-ambiente (Sibly et al., 1997; Futuyma, 1998; Stearns & Hoekstra, 2000; 

Guedes et al., 2009a, 2009b). O reconhecimento da plasticidade comportamental das 

populações e sexos com o incremento das concentrações do ozônio indica, ainda, que 
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tais respostas são do tipo estímulo-dependente, conforme observado no presente 

estudo para a população de Amambay. As respostas comportamentais estímulo-

dependente são desencadeadas via percepção sensorial dos inseticidas, tendo sido 

reportada frequentemente para diferentes espécies de insetos (Lockwood et al., 1985; 

Wang et al., 2004; Muenworn et al., 2006). 

O conhecimento dos padrões do metabolismo intermediário dos insetos 

também é importante para se entender o comportamento locomotor dos insetos em 

ambientes tratados com inseticidas (Oliveira et al., 2007; Pereira et al., 2009; Silva et 

al., 2010). A taxa respiratória e a massa corporal dos insetos podem representar a 

soma das demandas energéticas dos processos fisiológicos dos insetos necessários 

para produzir mecanismos de defesa contra inseticidas (Guedes et al., 2006; Sousa et 

al., 2008). O tempo de repouso das populações de S. zeamais se correlacionou 

positivamente com a taxa respiratória dos insetos, indicando que indivíduos que 

apresentam maiores taxas respiratórias permanecem parados por maior tempo na 

presença do ozônio. Tais resultados indicam que indivíduos que naturalmente 

apresentam maiores taxas respiratórias têm maior capacidade de perceber a presença 

do ozônio. Consequentemente, isso pode desencadear respostas comportamentais 

e/ou fisiológicas imediatas como mecanismos de defesa contra os efeitos deletérios 

dos compostos tóxicos (Emekci et al., 2002, 2004; Guedes et al., 2006; Bouwer et al., 

2009; Guedes et al. 2009a). Esta hipótese pode ser sustentada considerando-se que 

adultos de S. zeamais, T. castaneum e R. dominica perceberam a presença do ozônio 

imediatamente após a exposição e reduziram substancialmente a taxa respiratória 

com o incremento das concentrações sub-letais do ozônio para reduzir o efeito tóxico 

do gás (Lu et al., 2009). 
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Os resultados do presente estudo indicaram que os insetos podem reduzir a 

sua atividade locomotora na presença do ozônio. Embora os insetos-praga de 

produtos armazenados não apresentem resistência ao fumigante, esta redução na 

atividade locomotora na presença do gás pode se tornar um mecanismo de defesa dos 

insetos. Todavia, a utilização desta tecnologia dificultará a evolução de resistência 

devido a facilidade de manutenção da concentração eficaz do gás. A utilização da 

concentração desejada do ozônio durante o período de tratamento dos grãos é 

possível porque o gás é insuflado em fluxo contínuo e isto possibilita a manutenção e 

distribuição uniforme do gás na massa de grãos (Kells et al., 2001; Mendez et al., 

2003; Isikber & Öztekin, 2009).   
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RESUMO 

Este trabalho teve por objetivo investigar a possibilidade de ganho de 

resistência ao ozônio em duas populações de Sitophilus zeamais (Coleoptera: 

Curculionidae) submetidas à pressão de seleção com o gás. Também foram avaliados 

os padrões de caminhamento e taxa respiratória em cada ciclo de seleção. Foram 

utilizadas duas populações-fonte, uma proveniente de um coquetel de 30 populações 

(PCOQ) e outra a menos susceptível ao ozônio entre estas 30 populações (PMSO). 

Os insetos de cada população-fonte foram submetidos a ciclos de seleção com o 

ozônio, utilizando-se o tempo letal para 80% (TL80) dos insetos correspondente a 

cada geração. Determinou-se a toxicidade do ozônio (50 ppm, em fluxo contínuo de 

2 L min-1) para cada geração através de estimativas dos tempos de exposição letais 

para 50 e 95% dos insetos (TL50 e TL95). Adicionalmente, foram determinados os 

padrões caminhamento (distância percorrida, tempo de repouso e velocidade de 

caminhamento) e a taxa respiratória dos insetos (produção de CO2). Não foi 

conseguido ganho por seleção para resistência ao ozônio nas populações de S. 

zeamais submetidas a ciclos sucessivos de seleção com o gás. As características 

comportamentais de caminhamento e a taxa respiratória não variaram entre os ciclos 

de seleção.  
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ABSTRACT 

This study aimed to investigate the possibility of development of resistance 

to ozone in two populations of Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) under 

selection pressure by the gas. Walking patterns and respiration rate in each cycle of 

selection were also evaluated. Two source populations were studied; one from a pool 

of 30 populations (PCOQ); and another, the least susceptible to ozone among these 

30 populations (PMSO). Insects from each source population were subjected to 

cycles of selection to ozone, using the lethal time for 80% (TL80) of insects for each 

generation. Ozone toxicity (50 ppm at continuous flow of 2 L min-1) was determined 

for each generation through estimates of lethal exposure times for 50% and 95% of 

insects (TL50 and TL95). Walking patterns (distance walked, resting time and walking 

velocity) and respiration rate (CO2 production) of insects were also determined. No 

gain from selection for resistance to ozone was achieved in S. zeamais populations 

exposed to successive cycles of selection by the gas. The behavioral characteristics 

walking and respiration rate showed no variation between cycles of selection.  

Key words: selection in laboratory, maize weevil, alternative fumigant, 

susceptibility.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 83 

1. INTRODUÇÃO 

A evolução da resistência de pragas a inseticidas tem se tornado um dos 

grandes entraves em programas de controle de pragas que envolvem o uso de 

produtos químicos (Groeters & Tabashnik, 2000). No setor de armazenamento, o 

aumento dos níveis de resistência deve-se principalmente a disponibilidade limitada 

de inseticidas, ao uso indiscriminado de inseticidas durante muito tempo e a falta de 

estruturas adequadas para a aplicação de fumigantes (Collins et al., 2005; Sousa et 

al., 2009). Estudos recentes indicaram que populações brasileiras de Tribolium 

castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus zeamais (Coleoptera: 

Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae) e Oryzaephilus 

surinamensis (Coleoptera: Silvanidae) atingiram elevados níveis de resistência à 

fosfina, com razões de resistência variando de 32,2 até 186,20 vezes em relação às 

populações padrões de susceptibilidade (Pimentel et al., 2007, 2009). 

O enriquecimento da atmosfera com o ozônio (O3) tem sido indicado como 

uma importante alternativa para o controle das pragas de produtos armazenados 

(Kells et al., 2001; Sousa et al., 2008; Isikber & Öztekin, 2009; Lu et al., 2009). Isto 

se deve ao fato dos insetos não apresentarem resistência cruzada entre a fosfina e o 

ozônio. Adicionalmente, o ozônio não deixar resíduos nos grãos, uma vez que o seu 

produto de degradação é o oxigênio (O2) (Zhanggui et al., 2003; Sousa et al., 2008). 

O ozônio é um gás resultante do rearranjo de átomos de oxigênio e pode ser gerado 

por descargas elétricas ou pela incidência de radiação eletromagnética de alta energia 

(luz ultravioleta) no ar (Khadre et al., 2001; Liu et al., 2007). É uma molécula 

instável, com tempo de meia-vida relativamente curto, variando de 20 a 50 min 

(Isikber & Öztekin, 2009). Pode ser gerado no próprio local de uso, o que descarta a 

necessidade de manipulação, armazenamento e transporte de ozônio.  
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Embora o efeito tóxico do ozônio seja bem documentado para insetos-praga 

de produtos armazenados, ainda são necessários estudos para avaliar os riscos de 

evolução de resistência em populações expostas à pressão de seleção com este gás. A 

teoria evolutiva provê suporte para estudos biológicos de resistência a inseticidas e 

prediz que populações mantidas sob pressão de seleção podem adquirir habilidades 

diferenciadas de sobrevivência em ambientes adversos (Foster et al., 2000; Coustau 

et al., 2000; Arnaud & Haubruge, 2002; Guedes et al., 2010). A seleção de uma 

determinada característica pode estar associada ao fenômeno da pleiotropia, que é a 

habilidade de um único gene afetar mais de uma característica no indivíduo (Boivin 

et al., 2001; Raymond et al., 2005; Guedes et al., 2009). Diante do exposto, este 

trabalho teve por objetivo avaliar a susceptibilidade de populações de S. zeamais ao 

serem submetidas a pressão de seleção com ozônio. Adicionalmente foram avaliados 

os padrões de caminhamento e metabólicos em cada ciclo de seleção. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Insetos 

Foram utilizadas duas populações-fonte, uma proveniente de um coquetel de 

30 populações coletadas em dez estados brasileiros e duas localidades paraguaias 

(PCOQ), e outra a menos susceptível ao ozônio entre estas 30 populações, a qual foi 

coletada em Guaxupé, MG (PMSO). Estas populações foram criadas em frascos de 

vidro de 1,5 L sob condições constantes de temperatura (27±2 ºC) e umidade 

relativa. Foram utilizados grãos de milho como substrato alimentar com teor de água 

de 13% base úmida (b.u.), previamente expurgados e mantidos a -18 ºC para evitar 

reinfestação. 
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2.2. Bioensaios de seleção e toxicidade do ozônio  

Os adultos das populações-fonte (PCOQ e PMSO) foram submetidos a 

ciclos de seleção com o ozônio utilizando-se, inicialmente, o tempo letal para 80% 

(TL80) da geração parental de cada população. Posteriormente, foi utilizado o TL80 

correspondente a cada geração. Os insetos sobreviventes no final da exposição foram 

selecionados para a obtenção da progênie. Foram utilizados aproximadamente 2000 

insetos com idade conhecida (1 a 2 semanas de emergidos) em cada ciclo de seleção. 

A toxicidade do ozônio para cada geração foi determinada através de 

estimativas dos tempos de exposição letais para 50 e 95% dos insetos (TL50 e TL95), 

utilizando-se a metodologia adaptada de Sousa et al. (2008). A concentração do gás 

foi fixada em 50 ppm (≈0,11 g m-3), em fluxo contínuo de 2 L min-1. A aplicação do 

ozônio foi realizada no interior de câmaras plásticas (13 cm de largura × 20 cm de 

altura), à 27±2 ºC e umidade relativa de 70±5%. Os insetos de cada população foram 

colocados em gaiolas plásticas (4 cm de largura × 3,5 cm de altura) suspensas a 10 

cm da base das câmaras de fumigação. As gaiolas tiveram a tampa e o fundo 

confeccionados com tecido do tipo organza. No controle foi utilizado gás oxigênio 

com pureza mínima de 99,99%. Foram utilizadas três repetições, cada uma com 50 

adultos não-sexados, com idade variando de uma a quatro semanas. A mortalidade 

dos insetos foi avaliada após oito dias para cada período de exposição. 

O ozônio foi obtido através do gerador de ozônio O&L3.ORM (Ozone & 

Life, São José dos Campos, SP, Brasil), que por sua vez utiliza gás comprimido 

oxigênio (pureza mínima de 99,99%) como insumo. A concentração do ozônio 

indicada pelo gerador de ozônio foi confirmada através de um monitorador de ozônio 

contínuo (BMT Messetechnik GMBH - BMT 930), com precisão de 0,001 ppmv e 

pelo método iodométrico, utilizando titulação indireta (Eaton et al., 2000). 
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2.4. Caminhamento 

O caminhamento dos insetos foi observado individualmente durante 10 min 

em arenas confeccionadas com acrílico (3,5 cm de altura × 15 cm de largura). A 

concentração do ozônio foi fixada em 50 ppm (≈0,11 g m-3), em fluxo contínuo de 

1,3 L min-1. A injeção e exaustão do gás foram realizadas por intermédio de duas 

conexões instaladas opostamente em cada arena. No controle foi utilizado gás 

oxigênio com pureza mínima de 99,99%. O movimento de cada inseto foi registrado 

por um sistema de rastreamento que consiste de uma câmera CCD que registra e 

transfere as imagens digitalmente para um computador acoplado (ViewPoint Life 

Sciences Inc., Montreal, Canada). As características avaliadas foram distância 

percorrida (cm), tempo de repouso (s) e velocidade de caminhamento (mm/s). Foram 

utilizadas 20 repetições para cada população.  

 

2.5. Taxa respiratória 

A produção de dióxido de carbono (CO2) foi mensurada através de um 

respirômetro do tipo CO2 Analiser TR3C (Sable System International, Las Vegas, 

EUA). Foram utilizadas câmaras respirométricas de 25 mL, cada uma contendo 20 

insetos adultos de cada população, conectadas a um sistema completamente fechado. 

Foram utilizadas quatro repetições para cada população e a produção de CO2 foi 

mensurada em cada câmara sob temperatura controlada (27±2 ºC) após um período 

de 15 h de aclimatação. Ar isento de CO2 foi injetado no interior das câmaras por 

dois min. em fluxo de 100 mL min-1. Um leitor sensor infravermelho foi conectado 

na saída do sistema para quantificar o CO2 (µL de CO2 h–1/inseto). O controle foi 

constituído por câmaras respirométricas sem insetos e foi utilizado para normalizar 

os dados da taxa respiratória de cada população.  
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2.6. Análises estatísticas 

Os dados dos bioensaios de tempo-resposta foram submetidos à análise de 

probit (PROC PROBIT; SAS Institute, 2002). Os intervalos de confiança para as 

razões de toxicidade (RTs) foram calculados conforme Robertson & Preisler (1992) e 

os valores dos tempos letais (TLs) foram considerados significativamente diferentes 

(P<0,05) se os intervalos de confiança dos RTs não englobarem o valor 1. Para os 

parâmetros de caminhamento, foram realizadas análises multivariada de covariância 

(população × geração × tratamentos com e sem ozônio) (PROC GLM com 

procedimento MANOVA; SAS Institute, 2002). Os dados de CO2 foram submetidos 

a análise de covariância (população × geração) (PROC GLM; SAS Institute, 2002). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Toxicidade do ozônio 

A variação da toxicidade entre as gerações foi substancialmente baixa (< 2 

vezes) para as duas populações (Tabela 1), indicando que não houve variação na 

susceptibilidade. Como não foi verificado qualquer indício de ganho adicional para a 

resistência ao ozônio, os testes foram encerrados na geração F2. A razão de 

toxicidade (RT) dos TL50 variou de 1,0 a 1,09 vezes para a população coquetel 

(PCOQ) e de 1,0 a 1,03 para a população menos susceptível ao ozônio (PMSO). As 

inclinações das curvas de tempo-mortalidade foram similares entre as populações, 

indicando homogeneidade de resposta para o ozônio nos ciclos de seleção. 

 

3.2. Caminhamento e taxa respiratória 

A distância percorrida e o tempo de repouso variaram significativa entre os 

tratamentos com ozônio e sem ozônio e entre as populações (P<0,01). Todavia, não 
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variaram significativamente entre as gerações submetidas à pressão de seleção com o 

ozônio (P>0,05). A única interação significativa entre estas variáveis, tanto para a 

distância percorrida como para o tempo de repouso, ocorreu entre população × 

tratamentos com e sem ozônio (P<0,01). Para a velocidade de caminhamento, não 

houve variação significativa entre as variáveis estudadas (P>0,05). A distância 

percorrida e o tempo de repouso da população PMSO no controle foi 

significativamente maior que da população PCOQ (Figura 1). Porém, na presença do 

ozônio não ocorreram variações significativas entre as populações. Os padrões de 

caminhamento são representados por meio da trilha de caminhamento na Figura 2. 

A taxa respiratória (µL de CO2 h
–1/inseto) não variou significativamente entre 

os ciclos de seleção com o ozônio (P>0,05). Porém, a produção de CO2 da população 

PCOQ foi significativamente maior que da população PMSO (P<0,05) (Figura 3), 

com uma variação de 21,81%. Não houve interação significativa para população × 

geração (P>0,05).  
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Figura 1. Distância percorrida (cm) e tempo de repouso (±E.P.M.) de indivíduos da 

população coquetel (PCOQ) e da população menos susceptível ao ozônio (PMSO) de 

Sitophilus zeamais submetidas a arenas tratadas com ozônio (50 ppm) e sem ozônio 

(controle) durante 10 min. Histograma com barras contínuas não diferem entre as 

populações pelo teste F (P<0,05) e as medias que apresentam asteriscos indicam 

diferença significativa entre população exposta ou não ao ozônio pelo teste de F 

(P<0,05). 
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Figura 2. Arena representando o caminhamento de indivíduos da população coquetel 

(PCOQ) e da população menos susceptível ao ozônio (PMSO) de Sitophilus zeamais 

submetidas a arenas tratadas com ozônio (50 ppm) e sem ozônio (controle) durante 

10 min. 
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Figura 3. Taxa respiratória (±E.P.M.) da população coquetel (PCOQ) e da população 

menos susceptível ao ozônio (PMSO) de Sitophilus zeamais. Histograma de barra 

com a mesma letra não difere significativamente pelo teste de F (P<0,05). 
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4. DISCUSSÃO 

A avaliação de risco de resistência constitui uma tentativa para predizer a 

probabilidade de uma praga desenvolver resistência a um inseticida em uso ou com 

potencial de uso (Tabashnik, 1992; McKenzie & Batterham, 1998). Para o ozônio 

não foram constatadas alterações nos padrões de susceptibilidade nas populações 

submetidas à pressão de seleção com o gás. Estes resultados indicam a ausência de 

variabilidade genética para a toxicidade do ozônio nas populações estudadas. 

Adicionalmente, reforçam os relatos de baixa variabilidade de susceptibilidade ao 

ozônio em populações de insetos-praga de produtos armazenados, como constatado 

no Brasil, China e Austrália (Zhanggui et al., 2003; Sousa et al., 2008). 

Embora não tenha ocorrido variação na atividade locomotora das 

populações submetidas a pressão de seleção com o ozônio, constatou-se que a menor 

atividade locomotora nata da população ou sua redução na presença do ozônio não 

proporcionaram ganho de resistência ao gás para os insetos. Tal afirmação é válida 

considerando-se que a redução da atividade locomotora dos insetos na presença de 

inseticidas possibilita-lhes menor exposição aos efeitos deletérios dos compostos. A 

redução da taxa respiratória também pode reduzir a exposição dos insetos aos 

fumigantes, uma vez que o sistema respiratório dos insetos é a principal rota de 

entrada dos gases no organismo dos mesmos (Chaudhry, 1997; Pimentel et al., 

2009). No presente estudo a variação inata da produção de CO2 das duas populações-

fonte não ocasionaram redução da toxicidade do ozônio durante os ciclos de seleção. 

A baixa variabilidade genética das populações de S. zeamais quanto à 

susceptibilidade ao ozônio indica baixo risco de evolução de resistência ao fumigante 

em curto prazo. Todavia, a ausência de ganho de resistência em estudos sob 

condições de laboratório não garante os mesmos resultados em nível de campo, 
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particularmente quando as populações de laboratório têm limitada variabilidade 

genética em relação as populações de campo (McKenzie & Batterham, 1998). A 

extrapolação dos resultados deste estudo para as condições de campo pode ser 

dificultada pela falta de estrutura nas unidades armazenadoras adequada à aplicação 

de fumigantes, o que tem permitido a exposição dos insetos a doses sub-letais dos 

fumigantes (Pimentel et al., 2007, 2009). 

Em resumo, não foi constatado qualquer indício de evolução de resistência 

ao ozônio nas duas populações de S. zeamais submetidas a pressão de seleção com o 

gás e não ocorreram quaisquer alterações no comportamento de caminhamento e na 

taxa respiratória das populações. Ressalva-se que esta susceptibilidade ao ozônio 

poderá ser mantida em situações práticas de uso desde que sejam elaboradas 

estratégias racionais de uso, incluído o monitoramento das pragas e associação com 

outros métodos de controle. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As populações de S. zeamais mostraram uniformidade de resposta ao ozônio 

e nenhuma exibiu resistência ao gás. Por outro lado, foi constatado que algumas 

populações reduziram a atividade locomotora e atividade de vôo na presença do gás, 

indicando a ocorrência de plasticidade locomotora desencadeada pelo ozônio. Dessa 

forma, a resposta comportamental apresentada pelas populações pode ser 

considerada do tipo estímulo-dependente. 

A locomoção dos insetos na presença do ozônio não apresentou relação com 

a taxa respiratória e nem com a massa corpórea dos insetos, embora tenha sido 

constatado que a locomoção dos insetos na ausência do ozônio foi inversamente 

proporcional ao aumento da massa corporal. Isso pode estar associado à resistência à 

fosfina, uma vez que a massa corpórea e a taxa respiratória estão correlacionadas e 

influenciaram negativamente a resistência a este fumigante.  

Os adultos de S. zeamais podem reduzir a sua atividade locomotora com o 

incremento da concentração do ozônio. Esta redução da atividade locomotora na 

presença do gás pode ser um mecanismo de defesa dos insetos.  Todavia, as 

variações comportamentais causadas pelo fumigante são dependentes da população.  

Não foi constatado qualquer indício de evolução de resistência ao ozônio e 

não foram verificadas quaisquer alterações nas demais características avaliadas em 

relação às populações-fonte.  

 


