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RESUMO

MALIA, Hipolito Alberto Eduardo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2012. Terra Diatomacea, individualidade e balangco de agua no
caruncho do milho Sitophilus zeamais.Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.

A busca de métodos alternativos de controle de pragas tem sido um dos grandes
desafios dos ultimos tempos. Em graos armazenados uma das alternativas ao controle
quimico das pragas ¢ o tratamento com terra diatomacea que € um po inerte que age
nos insetos praga removendo a camada de cera da cuticula levando a morte por
dessecacdo. No controle de pragas os conhecimentos do comportamento e da
fisiologia sdo de extrema importincia para obter sucesso. A proposta deste trabalho
foi verificar a relagdo de pardmetros comportamentais e fisioldogicos do caruncho do
milho (Sitophiluszeamais) com a sobrevivéncia quando tratados com a terra
diatomacea. O primeiro capitulo objetivou verificar se existe relacdo entre
comportamento individual no caruncho do milho e o tempo de sobrevivéncia quando
exposto a terra diatomacea. Para tal foram avaliados vérios comportamentos
individuais de caminhamento (numero de paradas, velocidade de caminhamento e
distancia caminhada), tanatose, desvira, interagao inter e intraespecifica e queda livre
em seis populacdes. Estes comportamentos foram posteriormente correlacionados ao
tempo de sobrevivéncia do caruncho em terra diatomécea. Encontrou-se existéncia
de comportamento individual nas popula¢des do caruncho, mas este ndo estd ligado
ao tempo de sobrevivéncia e discutiu-se as possiveis causas. Para o segundo capitulo
a abordagem foi o balanco de 4gua onde se comparou duas formulagdes de terra
diatoméacea (Keepdry” e Insecto®). Individuos de Sitophiluszeamaisforam colocados
em seis umidades relativas diferentes e pesados diariamente para determinacdo da
variagdo do conteudo de agua no corpo. A partir dos dados de balango de agua, o
conteudo e a perda de agua foram determinados e se encontrou os melhores modelos
para explicar a variagdo destes parametros em relagdo ao tempo e a umidade relativa.
A taxa de perda de 4dgua foi também determinada uma vez que € o parametro que
melhor explica o efeito da dessecagdo. Conteudo e perda de agua correlacionam-se
negativamente e sdo afetados pela umidade, pelo tempo de exposicao e pela

formulagdo de terra diatomacea. O mesmo acontece com a taxa de perda de dgua que

vii



¢ maior a baixas umidades. O tempo de sobrevivéncia foi afetado pela exposi¢do a

terra diatomacea, sendo menor na formulacao Keepdry®.
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ABSTRACT

MALIA, Hipolito Alberto Eduardo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Februaryof 2012. Diatomaceous earth, animal personality and water balance in
maize weevilSitophiluszeamais. Advisor: Raul NarcisoCarvalhoGuedes.

The continuous search for alternative control methods for pest control has been one
of the challenges lately. In storedproducts one alternative for chemical control of
pests is the use of diatomaceous earth, an inert dust that act in the insect pests
removing the wax layer of their epicuticle causing deathby desiccation. In pest
control the knowledge of behavior and physiology are extremely important for
success. The approach of this work was to verify the relation between behavioral and
physiological parameters of maize weevil (Sitophiluszeamais) with survival time
when exposed to diatomaceous earth. In the first chapter we evaluate the existence of
relationship between individual behavior in maize weevil and the survival time when
treated with diatomaceous earth. For this purpose individual walking (number of
stops, walking speed and walking distance), thanatosis, flipping back into position,
inter and hetero-specific interactions and free fall behaviors were evaluate in six
different populations. These behaviors were subsequently correlated withsurvival
time. We found existence of individual behavior in Sitophiluszeamaispopulations,
but not related with the survival time. For the second chapter the focus was the water
balance where we compare two different formulations of diatomaceous earth
(Keepdry® e Insecto”). Maize weevil individuals were placed in six different relative
humidity and weighed daily determining their variation in water body content. Water
content and the water loss data from water balance were used to find the best models
that explain the variation of these parameters in relation to time and relative
humidity. The water loss rate was also calculated once is the best parameter to
explain desiccation. The water content and the water loss were negatively correlated
and affected by relative humidity, time of exposure and diatomaceous earth
formulation. The survivor time was affected by diatomaceous earth exposure and

even more so by the Keepdry®formulation.
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INTRODUCAO GERAL

Com base nas estimativas atuais, a populagdo mundial pode atingir mais de
12 bilhdes de pessoas até 2050 (Pimentel et al., 1994). Este aumento inevitavel ira
causar uma maior demanda na producdo de cereais e outros graos basicos na dieta
humana (Hertleinet al., 2011).0 milho esta entre os cereais mais importantes para
pequenos produtores na América Latina e Africa, sendo que grande propor¢io da
populacdo desses continentes depende destecereal para subsisténcia (Jones &
Thornton, 2003).

Perdas de graos de cereais armazenados atualmente rondam entre 10 e 20%
da produgao, sendo que um dos principais fatores dessas perdas ¢ o ataque de pragas
(Hertleinet al., 2011).Insetos de grdos armazenados sdo pragas sérias de produtos
alimentares secos e derivados a nivel mundial. Além das perdas que esses insetos
provocam contribuem para a contamina¢do dos produtospela sua presenga, vivos ou
mortos, suas excre¢oes e fragmentos de corpos (Phillips &Throne, 2009).Dentre as
pragas que atacam o milho armazenado destacam-se principalmente asordens
Coleoptera e Lepidoptera, as quais causam danos quantitativos e qualitativos na
massa de graos. Em regides tropicais o problema ¢é agravado pelas condigdes
propicias ao desenvolvimento e manutengao das pragas durante todo o ano.

O caruncho do milho, SitophiluszeamaisMotschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), ¢ uma praga cosmopolita e especialmente abundante em regides
tropicais como o Brasil, onde ¢ a principal praga de graos armazenados (Danhoet al.,
2002; Pimentel et al., 2009). Essa praga infesta o milho amadurecido antes da
colheitae durante o armazenamento, € posteriormente se multiplicam ainda mais
(Caswell, 1962; Kim&Kossou, 2003).0 controle desta praga tem sido basicamente
realizado com fumigantes e inseticidasde efeito residual (piretroides e fosforados),
ampliando a abordagem de limpeza e higiene (Adaneet al., 1996),principalmente
devido a falta de outras medidas de controle adequadas (Pereira et al., 2009). O uso
destes inseticidas quimicos no programa de controle de pragas resulta em
ressurgéncia de pragas, resisténcia a inseticidas, efeitos letais em organismos nao-
alvo (Adaneet al., 1996),possiveis perigos a saude principalmente de mamiferos, ¢
risco de contaminacdo ambiental (Cox, 2004; Yang, 2010).A selecdo intensa e a

evolucdo rapida da resisténcia a inseticidas em populagdes naturais tém sido os



principais obstaculos a serem superados no manejo satisfatorio de insetos-praga
(Berticatet al., 2008), principalmente nesses ambientes onde o controle quimico é o
método mais utilizado, como o caso de pragas de grdos armazenados (Guedes et al.,
1995; Ribeiro et al., 2003; Oliveira et al., 2005).

Ultimamente tem havido uma restricdo no uso de pesticidas e compostos
quimicos oficialmente registrados para o controle de pragas de produtos alimentares
(Riudavetset al. 2010). Esforgos tém sido constantemente empregados na elaboragio
de métodos alternativos ao controle quimico (Gudrupset al., 2001; Collins & Cook,
2006; Oliveira et al., 2005; Veltenet al., 2008). Esses métodos alternativos devem
satisfazer a demanda dos consumidores para reducdo ou eliminacao de pesticidas
mantendo ao mesmo tempo o elevado grau de eficacia no controle (Riudavetset al.
2010).

A Terra Diatomacea (TD) tém sido utilizada como alternativa a inseticidas
sintéticos ha muitos anos e, como nao degrada rapidamente, uma unica aplicagdo
pode ser usada por muito tempo para afetar o desenvolvimento do inseto enquanto o
local permanecer seco (Timlick&Fields, 2010).Terra Diatoméacea ¢ composta de
paredes de células fossilizadas de Fitoplancton (diatomaceas) contendo silica
extraida pelas células vivas do fluido do seu ambiente. Quando as diatomdceas
morrem, as paredes de suas células acumulam-se no fundo dos oceanos, lagos e rios
(Vardemanet al., 2007a). Sao constituidas majoritariamente por dioxido de silicio
(~90% de SiO,) e outros minerais (Stathers, 2008). A diatomacea fossilizada torna-se
diatomite, que pode ser extraida, secada e triturada para produzir um p6 fino do tipo
talco conhecida como Terra Diatomacea (Stathers, 2008).

O uso de Terra Diatomacea para o controle de pragas em produtos
armazenados tem aumentado durante os ultimos anos. Ela tem sido reportada como
alternativa efetiva ao controle quimico de insetos pragas em produtos armazenados,
quando aplicada nos graos ou nas paredes das instalagdespor exemplo(Golob, 1997;
Mewis&UlIrichs, 2001). Pos de silica fornecem diferentes resultados quando usados
em diferentes organismos alvo (Korunic, 1998; Mewis&Ulrichs, 2001). Varias
teorias foram propostas para explicar essas diferencas: alargamento da superficie do
tegumento seguido de desidratacdo, diminuicao do trato digestivo, bloqueamento dos

espiraculos e traqueia, adsor¢@o ou absorcao dos lipidios da cuticula e dano a camada



de cera da epicuticula (Mewis&Ulrichs, 2001).Atualmente sabe-se que a TD protege
os produtos de duas maneiras. Primeiro, as particulas de TD sdo tomadas pelos
insetos ao se movimentarem pelos produtos. O corpo dos insetos ¢ composto de um
exoesqueleto coberto por ceras e lipidios hidrofébicos (Klowden, 2007). O produto
final provoca abrasdo a cuticula absorvendolipidios da epicuticulaec causando morte
por dessecagdo (Vardemanet al., 2007b). Por outro lado, outro modo de agdo da TD ¢
a sua habilidade de repelir insetos (Timlick&Fields, 2010).A eficacia da TD ¢
afetada pela formulagdo, tamanho da particula, tipo de grao, temperatura do grdo e
humidade relativa (Arthur, 2004).Ela ¢ aplicada diretamente ao grdo. As vantagens
da terra diatomacea sdo: ndo ¢ toxica para mamiferos (DLsode Insecto™ para ratos
>5000mg/Kg) (Korunic, 1998; Statherset al., 2008), pode ser facilmente removida
durante o processamento (Korunic, 1998; Yanget al., 2010), é muito efetiva para
uma larga variedade de espécies e, como se trata de um método fisico, é pouco
provavel que possa ocorrer resisténcia fisiologica (Golob, 1997; Korunic, 1998;
Islamet al., 2010).Por outro lado aspetos como regulamento em varios paises, a
capacidade que alguns insetos tém de recuperar a camada de lipidios, a necessidade
de altas doses, problemas nas maquinarias das industrias e atmosfera poeirenta criada
pela TD podem ser limitagdes (Korunic, 1998;Subramanyam&Roesli, 2000). Varias
formulagdes de terra diatomécea estdo comercialmente disponiveis pelo mundo,
provenientes de diferentes fontes e variando na sua eficécia a insetos comprometendo
generalizagdes sobre sua eficacia (Statherset al., 2008). A variagdo nas formulagdes
de TD ¢ majoritariamente devido a diferencas fisioldgicas e morfologicas da
diatomacea e ndo necessariamente quanto a sua origem (Korunic, 1998).

Estudos feitos com TD geralmente abordam apenas a componente
sobrevivéncia relacionada ao controle. Existe pouca informagdo sobre aspectos
comportamentais e fisiologicos no controle de pragas de graos armazenados com
terra diatomacea. Neste trabalho aborda-se essas duas vertentes, comportamental e

fisioldgica, da terra diatomécea no controle do caruncho do milho.
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INDIVIDUALIDADE IMPORTA NA EFICACIA DE TERRA DIATOMACEA
AO CARUNCHO DO MILHO(Sitophiluszeamais)?
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1. INTRODUCAO

Os insetos podem resistir a exposicao a inseticidas através de adaptacodes
fisiolégicas ou comportamentais, neste ultimo caso evitando ou minimizando o
contato com o inseticida. Essas estratégias alternativas de sobrevivéncia sdo também
referidas como resisténcia fisiologica e comportamental a inseticidas, ¢ sdo tragos
herdaveis diferindo entre populag¢des de insetos (Georghiou, 1972; Hoyet al., 1998;
Braga et al., 2011), tendo sido reportadas no caruncho do milho, Sitophiluszeamais
(Guedes et al., 1995; Pereira et al., 2009; Braga et al., 2011).A dindamica do processo
de interagdo de pesticidas e populagdes de insetos envolve a deposi¢do do inseticida
e carateristicas comportamentais do organismo que contribuem para a
bioavaliabilidade do composto (Longley&Sotherton, 1997).

O comportamento ¢ definido, na forma mais simplificada, em tudo que os
organismos vivos fazem. O comportamento representa o resultado final de uma série
complexa de impulsos nervosos e contragdes musculares que sao iniciados em uma
ordem especifica e que acabard por resultar na expressdo do que vemos como um
deslocamento espacial do inseto no ambiente externo (Klowden, 2007).Embora
estudos a niveis populacionais tenham um papel importante na ecologia, eles tem
sérias limitacdes. Essas limitagdes dos dados de nivel populacional sao ainda maiores
em estudos evolutivos (Clutton-Brock& Sheldon, 2010).

Em ecologia comportamental os estudos sdo feitos a nivel de individuo. As
conclusdes desses estudos sdo extrapoladas para os niveis seguintes de complexidade
ecologica: o nivel populacional ¢ o de comunidades. “Todos os fendmenos
ecoldgicos e os padrdes de organizagdo de comunidades podem ser vistos como
conseqiiéncias imediatas de comportamentos e agdes individuais” (Real, 1994).Ha
um aumento de evidéncias sugerindo que individuos diferem no seu nivel médio de
comportamento mostrado em uma gama de contextos (“personalidade” animal). Essa
diferenca existe em varios animais, e geralmente explica mais de 30% da variancia
fenotipica dentro das populagdes. Individuos podem diferir no seu grau de
plasticidade comportamental. Variagdo individual na plasticidade ja foi documentada
em estudos laboratoriais e ultimamente tem aumentado a sua documentagdo no
campo (Dingemanseet al., 2010). Diferencas comportamentais entre individuos serdo

favorecidas se proporcionarem diferencas entre os mesmos dentro da populagdo
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(Biro&Stamps 2008). Em circunstancias diferentes o0 mesmo comportamento de um
individuo pode conferir vantagem ou desvantagem, dependendo da pressdao que ¢é
exercida nele.

O comportamento de insetos pragas de produtos armazenados ¢ afetado por
diferentes fatores classificados como fisicos, quimicos e bidticos. Entre os fatores
quimicos a presenga de inseticidas pode afetar o comportamento dos insetos
associado com a distribui¢cdo e movimentac¢dao dos besouros na massa do grao (Cox &
Collins, 2002). Por outro lado a acdo de um inseticida pode depender também do
comportamento de um individuo exposto a ele.

Viérios trabalhos mostram que a Terra Diatomacea ¢ um método alternativo
ao controle quimico eficaz no controle de insetos pragas de grdos armazenados
(Statherset al., 2008; Vayiaset al., 2009; Vardemanet al., 2007a). Contudo, pouco se
sabe sobre como a variagdo comportamental de uma populagdo e variagao individual
dentro da populagdo podem influenciar na exposigao e acao deste agente nosinsetos.

Monje (2010) encontrou que os comportamentos individuais do caruncho do
milho contribuem para a variagdo dos tempos de sobrevivéncia em ambientes
tratados com o inseticida piretroidedeltametrina. Neste trabalho o objetivo foi
verificar se diferencas comportamentais a nivel de individuoinfluenciam na eficacia

da terra diatomacea no controle do caruncho do milho, Sitophiluszeamais.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Populag0es de Sitophiluszeamais

Seis populagdes de S. zeamaisprovenientesde diferentes cidades brasileiras,
uma do Paraguai e uma de Mocambiqueforam utilizadas nos bioensaios
experimentais. As populacdes foram provenientes dos estados brasileiros de Minas
Gerais, Pernambuco e Acre, da regido de Arroyo Jambure do Amambay no Paraguai
e da Cidade de Maputo em Mogambique. A populagdo de Jacarezinho —PR ¢
derivada de uma populagdo coletada no final da década de 80 em armazéns desses
municipios (Figura 1).

As populagdes foram multiplicadas a partir dos insetos contidos nas amostras
coletadas em campo e mantidas em recipientes de vidro (1,5 L) dentro de salas de
criacdo sob condicdes controladas de temperatura (27 = 2°C) e umidade relativa (70
+ 10%). O substrato utilizado para manutencdo das popula¢des foi milho isento de
pragas e inseticidas, o qual era renovado periodicamente.

Os insetos adultosusados nos experimentos foram padronizados pela idade
para igualar as condi¢des de expressdo dos comportamentos; dessa maneira, usou-se
insetos de um a dois dias de emergéncia. Logo apds a separagdo dos insetos jovens,
eles foramsexados e pesados.Apenas fémeas foram utilizadas por constituirem-se no
género condicionador principal do potencial reprodutivo, apesar de estudo anterior
nao haver demostrado diferenca entre os sexos (Monje, 2010). A separagdo por sexos
foi realizada pela observagdo da textura e perfuracdes do rosto, como proposto por
Tolpo e Morrison (1965). Os insetos foram pesados em uma balanca analitica
(Sartorius BP 210D), onde posteriormente foram individualizados, marcados e
mantidos em frascos de plastico de 20 mLcom graos de milho. Usou-se 28 fémeas de
cada uma das seis populacdes em todos os bioensaios comportamentais e
respirométricos, além do bioensaio de sobrevivéncia. Os bioensaios foram realizados

durante uma semana.
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Figura 1. Locais de coleta de Sitophiluszeamais nos estados brasileiros, em Mogambique ¢ no Paraguai.
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2.2. Bioensaiorespirométrico

O ensaio de respirometria foi realizado em condigdes de laboratério
utilizando-se um respirometro do tipo TR3C equipado com analisador de CO; (Sable
System International, Las Vegas, EUA) e metodologia adaptada de Guedes et al.
(2006). Cada um dos insetos foiindividualmente acondicionado a camaras de 25 mL
conectadas a um sistema completamente fechado, onde o CO, produzido pelos
insetos (UL de CO, / hora) ¢ varrido por um fluxo de ar isento de CO, e mensurado
por um leitor infravermelho de CO, conectado ao sistema. A metodologia de
acondicionamento foi adaptada para determinagdo em insetos individualizados.
Assim, foi preciso deixar o CO; produzido se acumular nas camaras por mais tempo

(3 horas) para obtencao de resultados coerentes.

2.3.  Bioensaios comportamentais

Os Dbioensaios comportamentaisavaliados para determinar a variagdo
individual e populacional nos individuos testados, ¢ descrita a seguir, baseada na
classificacdo comportamental proposta por Realeet al. (2007) (Tabela 1).

Os bioensaios comportamentais foram realizados em laboratério com

condig¢des de temperatura, umidade relativa e luminosidade controladas.
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Tabela 1. Classificagdo, principais fungdes ecoldgicas, técnicas utilizadas e variaveis testadas para cada um dos bioensaios

comportamentais avaliados em populagdes brasileiras de S. zeamais.

Categoria Bioensaio Funcao ecologica Técnica utilizada Variaveis avaliadas
Distancia
Arenas de caminhamento  Tempo
Caminhamento Dispersao usando a video-gravacao
com sistema ViewPoint ~ Velocidade
Atividade motora ,
Numero de paradas
Voo Dispersao Queda livre Maior distancia
) ) Inseto sobre eixo dorsal ~ Tempo médio para
Desvirar Desvirar

obrigado a desvirar

desvirar

) Interagdo inter e
Explorar-evitar ) .
intraespecifica

Procura de alimento, de
parceiro, de reftigio,

competicao.

Arenas com graos
ocupados por Sitophilus
ou Rhyzopertha

Tempo que tardava em
chegar ao grao.

“Ousadia-timidez” Fingimento de morto

Defesa contra predadores

Simulag¢do do predador

Maior tempo de
fingimento de morto
(tanatose)
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2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

Caminhamento

O primeiro da série debioensaios comportamentais foi a medicao de
parametros da atividade motora por meio do caminhamento. Esse bioensaio
realizou-se com cada um dos 28 insetos de cada populacdo. Os individuos
foram levados a arenas conectadas a um sistema de rastreamento formado por
uma camera de video acoplada a um computador (ViewPoint Life Sciences
Inc., Montreal — Canadd) por um periodo de 10 minutos.

As arenas foram confeccionadas em placas de Petri de nove
centimetros de didmetro e dois centimetros de altura, com o fundo recoberto
com discos de papel-filtro. As paredes internas das placas foram revestidas
com teflon, e as mesmas eram cobertas conjuntamente com um filme pléstico,
para evitar a fuga dos insetos. As caracteristicas avaliadas foram distancia
percorrida, tempo em repouso, velocidade média de caminhamento e nimero

de paradas na arena.

Desvirar

O comportamento de desvirar quando um inseto estd sobre seu eixo
dorsal foi observado em todos insetos do ensaio experimental. Com uma
pinga os insetos foram virados em posicao dorsal em contato com a arena.
Com um crondmetro mediu-se o tempo gasto em desvirar. O procedimento

foi repetido trés vezes tendo servido para analise o tempo médio.

Tanatose ou fingimento de morto

O comportamento de fingimento de mortofoi induzido com o toque no
dorso do inseto com um pincel fino, simulando o ataque de um
predador.Mediu-se o tempo de duracdo do comportamento com um
crondmetro. A medi¢cdo comegou na altura que o inseto apresentou a posi¢ao
caracteristica da tanatose. Esta posi¢do ¢ reconhecida pelo recolhimento das
pernas e a imobilidade. A observagdo do comportamento terminou com o

primeiro movimento visivel. Esse procedimento foi repetido trés vezes com
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234.

2.3.5.

cada individuo e o maior tempo de duragdo do comportamento serviu para as
analises. O inseto que nao apresentouo comportamento em nenhuma das trés

tentativas foi marcado como um individuo sem resposta.

Interacgdo inter e intraespecifica

O comportamento apresentado pelos individuos de S. zeamais quando
colocados em arenas com um grao de milho ocupado por um individuo da
mesma espécie, ou de outra espécie (Rhyzoperthadominica(Coleoptera:
Bostrichidae)) também foi observado nos 28 insetos de cada populagdo. As
arenas para este ensaio foram confeccionadas em placas de Petri de 18
centimetros de didmetro e dois centimetros de altura. As paredes internas da
placa foram recobertas com teflon para evitar o escape dos insetos. No fundo
das placas colocou-se um papel com um circulo de um centimetro de
didmetro no centro, e marcados espagos de um centimetro para medir a
distancia minima que o inseto chegava ao grao. No circulo foi colocado o
grdo de milho ocupado por um adulto de S. zeamais para a interacdo
intraespecifica ou por um adulto de R. dominica para a interacdo
interespecifica.

Cada individuo deS.zeamaisfoi colocado em um dos extremos da
placa e observado durante 10 minutos a distancia ao grao que era atingida. O
ensaio foifinalizado quando o individuo atingiu o grao de milho ou quando

terminou o tempo de observagao.

Voo

A capacidade ¢ a autonomia de voo dos individuos de S. zeamaistambém
foramestudadas. Para tal usou-se a técnica de “queda livre”.

A técnica de “queda livre” foi adaptada de Ohno e Miyatake (2007). Essa
técnica consiste em soltar um individuo do centro superior de uma caixa e
registrar a distancia dessa queda. Foi usada uma caixa com pilares de madeira
e as laterais recobertas com organza, com 150 centimetros de altura e base de

45 x 45 centimetros. O topo da caixa foi coberto com uma lamina
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transparente com um furo localizado no centro desta. No fundo da caixa
colocou-se um papel contendo circulos concéntricos separados por trés
centimetros de distdncia cada. Assim, o circulo central representava a
distancia zero; o segundo circulo a distancia trés, o seguinte a seis e, assim,
até o ultimo circulo que representava a distancia de 18 centimetros desde o
centro.

No ensaio o inseto foi segurado com uma pinga e soltou-se do topo da
caixa pelo furo feito na transparéncia. A coleta de dados foi feita da seguinte
maneira: se o inseto ndo batesse as asas e, portanto ndo voasse se afastando
do centro, a distdncia de voo desse individuo era registrada como zero. Se o
inseto batesse as asas e voasse caindo numa distancia do centro qualquer, essa
distancia era registrada. Se o inseto voasse e pousasse nas laterais da caixa,
era registrada uma maior distancia de vo6o determinada como valor 30
centimetros. Esse procedimento foi repetido trés vezes e a maior distanciade

vOo usada nas analises.

2.4. Bioensaios de sobrevivéncia

Logo apds o ensaio de queda livre os individuos foram submetidos ao ensaio
de sobrevivéncia. O inseticida utilizado foi a Terra DiatomaceaKeepdry®. A
doseusada nos experimentos foi de 1kg/ton, que ¢ a recomendada para este produto
(ver bula).Para aplicacdo separou-se 500 gramas de milho que foram colocados
emum recipiente fechado, onde adicionou-se a TD (0,5 g) e agitou-se de forma a
distribuir o po6 pelo grao de forma homogénea.Para cada bioensaio de sobrevivéncia
foram preparados 28 frascos cilindricos de vidro (25 mL) com 15 gramas
aproximadamente de graos de milho tratados com TD. Logo depois, os insetos
individualizados foram colocados dentro destes frascos.As avaliacdes foram feitas
em intervalos de vinte e quatro horas a partir do momento em que o inseto foi
colocado no frasco até a mortalidade total. Bioensaios controle, sem TD, foram
também conduzidos para cada populacdo sem deteccdo de mortalidade (natural)
durante o periodo experimental para bioensaios de sobrevivéncia mediante exposi¢ao

a TD.
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2.5.  Andlises estatisticas

Para obter as curvas de sobrevivéncia usou-se estimadores Kaplan-Meier
(1958) gerados a partir do nimero de insetos sobreviventes a exposi¢ao inseticida em
avaliagdes de tempo seqiienciais até a conclusdo do experimento, utilizando o
procedimento LIFETEST do SAS (SAS Institute, 2000). As curvas de sobrevivéncia
de cada populagdo foram comparadas usando modelo de regressdo de Cox,que estuda
varidveisexplanatdrias simultaneamente, pelo procedimento PHREG(SAS Institute,
2000).

Na andlise das variaveis comportamentais estudadas usou-se a analise de
varidncia multivariada, para verificar a existéncia de diferencas significativas entre as
populacdes, e a analise de variaveis candnicas (CVA) para reconhecer tais diferencas
e quais as variaveis que mais contribuiram com elas. Em tais analises utilizou-se o
procedimento CANDISC do SAS (SAS Instite 2000). As variaveis comportamentais
foram também submetidas a andlise de variancia modificada como proposto por
Excoffieret al. (1992), usando o programa GENES, buscando hierarquiza¢do da
variancia para quantificar a variacdo individual e populacional na composi¢do da
variancia total dos comportamentosobservados. Em seguida, as variaveis
comportamentais foram sujeitas a andlise de regressdao multipla tendo o tempo de
sobrevivéncia como varidvel dependente, de forma a identificar as varidveis que mais
contribuiram para a sobrevivéncia em superficie tratada com Terra Diatomacea. O
procedimento REG com as rotinas STEPWISE e BACKWARD do SAS foi usado na
modelagem de regressao multipla (SAS Institute, 2000).
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3. RESULTADOS
3.1. Bioensaios de sobrevivéncia

O modelo de regressao de Cox ndo indicou efeito significativo de populagdes
nas curvas de sobrevivéncia (x> = 10,44; P>0,05). As curvas de sobrevivéncia para
cada populacdo foram estimadas usando estimadores de Kaplan-Meier, o que
possibilitou a estimativa dos tempos de sobrevivéncia médios (TLsg) para cada
populacdo (Tabela 2).As populacdes mostraram tempos médios de sobrevivéncia

variando de 6 a 9 dias (Figura 2).

Tabela 2: Tempo médio de sobrevivéncia (TLs)) de 6 populagdes de
Sitophiluszeamaisexpostos a TD.

Populagio N TLso(IC 95%) (dias)
Amambay 28 6(4-17)
Jacarezinho 28 6(5-98)
Maputo 26 9(6-9)
Rio Branco 27 7 (6 —10)
Sete Lagoas 27 7(3-9)
Unai 27 6(5-17)

N= nuimero total de insetos avaliados; IC 95% = Intervalo de confianca a 95% de
probabilidade.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia estimadas pelo modelo de Kaplan-Meier para as 6
populagdes de S. zeamaisexpostos a TD.

3.2.  Bioensaios comportamentais

Os resultados da analise de variancia multivariada para os comportamentos
avaliados mostram diferencas significativas entre as populagdes (Wilk’sk = 0,096; F
=10,31; glinunvdem) = 45/674,09; P< 0,0001). A analise de varidveis canonicas (CVA)
gerou trés eixos de ordenagdo significativos (P< 0,05; Tabela 2) que explicam 98%
da variancia total. Os maiores valores absolutos dos coeficientes mostraram quais
foram os comportamentos que mais contribuiram para o padrdo de divergénciaentre
as populagdes. Estes comportamentos foram: nimero de paradas na arena de
caminhamento, tempo de fingimento de morto e tempo para desvirar (Tabela 3).

A divergéncia comportamental entre as populagdes esta graficamente
representada na Figura 3. Este diagrama mostra a dispersdo das populagdes, onde se
formaram trés grupos. O primeiro grupo ¢ formado pelas populagdes de Sete Lagoas,
Amambay e Unai, sendo o maior dos trés. Em seguida tem o grupo formado pelas
populagdes de Jacarezinho e Rio Branco. Isoladamente aparece a populacao de
Maputo que ndo apresenta agrupamento com nenhuma outra populagdo.

Apesar da divergéncia entre as populagdes obtida na andlise de variaveis

candnicas, a analise de variancia modificada proposta por Excoffier,et al. (1992)

24



permitiu a hierarquizagao da variancia total observada nos dados comportamentais. A
variacdo dentro das populagdes (i.e. entre individuos dentro das populagdes) foi
significativamente maior (63,4%) do que a variagdo entre as populagdes (36,6%).
Esse resultado realga a importdncia da variagdo comportamental individual em
relagdo a variagdo populacional, ressaltando assim a individualidade nos

comportamentos avaliados neste experimento.
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Tabela 3. Eixos candnicos e coeficientes (agrupados na estrutura candnica) dos pardmetros comportamentais avaliados em 6 populagdes
de S. zeamais.

Eixos canonicos

Comportamento Variaveis
1 2 3 4 5
Distancia -0,03 0,25 -0,06 0,37 0,33
) Tempo -0,01 0,07 -0,02 0,35 0,49
Caminhamento
Velocidade -0,04 0,51 -0,10 0,21 -0,25
Numero de paradas 0,70 -0,40 0,07 -0,12 0,11
Queda livre Distancia do centro -0,03 -0,06 -0,67 -0,13 0,02
Tanatose Maior tempo 0,04 0,72 0,29 -0,43 -0,21
Desvira Maior tempo -0,03 -0,10 0,69 0,05 0,03
Intraespecifica 0,01 0,16 -0,20 0,48 -0,57
Interagao
Interespecifica -0,08 -0,18 -0,01 0,38 -0,54
F 10,31 2,39 1,61 1,30 1,50
Graus de liberdade (num; den) 45; 674,09  32;558,46  21;437,01 12; 306 5; 155
P <0,0001 <0,0001 0,0434 0.2198 0.1923
Correlagdao Canodnica ao quadrado 0,85 0,23 0,11 0,05 0,05
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Figura 3. Diagrama de ordenag¢ao mostrando a discriminagdo entre populagdes de S.
zeamais quanto a parametros comportamentais. Os dois eixos representam 96% da
variancia total dos dados. Os simbolos ® sdo centrdides de tratamentos erepresentam
a média das classes de varidveis candnicas. As elipses representam grupos sem
diferencas significativas entre eles (p >0,05), com base na distancia de Mahalonobis
entre as médias.

3.3. Relagdo entre os parametros comportamentais e a sobrevivéncia
individual

A andlise de regressdo multiplapara o tempo de sobrevivéncia de cada
individuo em fun¢do dos comportamentos individualizados ¢ com interacdo com
objetivo de identificar os comportamentos que mais contribuiram para explicar a
varia¢do da sobrevivéncia dos individuos avaliados ndo mostrou efeito significativo
(P < 0,05). No procedimento usado ndo foi encontrada nenhuma relagdo entre o
comportamento individual na sobrevivéncia dos carunchos.

Nesta analise incluiu-se mais dois parametros para relacionar com a
sobrevivéncia. Foram eles a taxa respirométrica € o peso, que sdao pardmetros

fisiologico e biométrico respetivamente. A taxa respirométrica ndo mostrou nenhum
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efeito significativo. Por outro lado o peso mostrou ter efeito significativo na
sobrevivéncia na regressdo com inclusio paulatina de variaveis (R* = 0,0235; F =

3,90 e P=0,050).
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4. DISCUSSAO

Os resultados dos bioensaios de sobrevivéncia mostraram nao haver diferenca
significativa entre as populagdes avaliadas, isto suporta a teoria de baixa
probabilidade de resisténcia por parte de individuos expostos a terra diatomdcea
(Subramanyam&Roesli, 2000). Atualmente sabe-se que a terra diatomacea age sobre
a cuticula removendo a camada de lipidios e conseqiientemente levando a morte do
inseto por dessecagcdo (Korunic, 1998). Assim por possuir um modo de acdo
diferenciado, muito provavelmente a probabilidade de resisténcia ¢ realmente baixa.

Foi possivel identificar a existéncia de variagdo comportamental a nivel
populacional e individual a partir dos resultados da andlise de varidveis canonicas e
da analise de variancia modificada de Excoffier. Aqui, a variagdo de comportamentos
a nivel individual foi muito superior que a variancia a nivel populacional, ficando
mais evidente a necessidade de estudos a nivel individual. Os comportamentos de
desvirar, nimero de paradas na arena de caminhamento e tempo de fingimento de
morto foram os que mais responderam pela variagao populacional. O tempo que o
inseto leva para desvirar e o nimero de paradas na arena sdo dois parametros da
atividade locomotora, que ¢ considerada um fator chave na exposicdo dos insetos aos
inseticidas. No caso da terra diatomécea que age por contato durante movimentagao
do individuo, o tempo que o inseto vai levar para desvirar pode ser de crucial
importancia, pois quanto mais tempo ele fica sobre o seu eixo dorsal, mais particulas
do inseticida serdo aderidas ao seu corpo. O nimero de paradas na arena se
correlacionou negativamente com a velocidade e a distdncia caminhada, o que
implica em menor exposicao as particulas de terra diatomacea. A tanatose ¢ um
comportamento de defesa contra ataque de predadores (Miyatake, 2001; Kuriwad, et
al., 2011;Acheampong& Mitchell,1997). Nao é um comportamento diretamente
ligado a exposicdo ao inseticida, mas neste caso mostrou-se de importancia
significativa para a variacdo comportamental entre as diferentes populagdes e
individuos. Ao contrario do que parecia ser, estas variagdes comportamentais nao
mostraram nenhuma influéncia direta no tempo de mortalidade dos individuos, isto
muito provavelmente devido ao modo de agdo diferenciado da terra diatomacea, uma

vez que apenas um pequeno movimento do inseto em ambiente tratado com este
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inseticida ¢ suficiente para adesdao das particulas ao seu corpo e conseqiientemente o
inicio da sua atividade de controle.

Os parametros comportamentais aqui estudados sdo adaptativos e apresentam
implicagdes ecologicas. A tanatose ou fingimento de morto ja foi reportada como
comportamento de defesa em diferentes animais, onde o animal se coloca num estado
de imobilidade em resposta a um estimulo externo (Miyatakeet al.,2004;
Hozumi&Miyatake, 2005). Este comportamento varia muito dependendo de
diferentes fatores como tamanho do corpo (Hozumi&Miyatake, 2005), periodicidade
diurna (Miyatake, 2001), idade e sexo (Kuriwada, et al., 2011), saciedade
(Acheampong& Mitchell,1997)entre outros, explicando a contribuicdo deste
comportamento para a variagdo comportamental encontrada. Bell(1990) realca a
importancia do numero de paradas no comportamento de procura dos insetos, sendo
essencial para aquisicdo de comida, reproducao, oviposi¢do e refiigio. Essas paradas
sdo também importantes para explorar um territério novo. Um individuo que leva
muito tempo para desvirar quando colocado sobre o seu dorso estd mais propenso a
predagdo, teria mais dificuldades na locomogdo e aquisicdo de recursos.Varios
comportamentos sdo modificados tanto pelo ambiente como pela propria fisiologia
do inseto, mas mesmo assim o estudo do comportamento natural ¢ mais relevante
para entender o papel do sucesso evolutivo dos insetos (plasticidade
comportamental), incluindo a habilidade de modificar o comportamento pelo
aprendizado (Gullan, 2000).

A existéncia de variacao individual foi mais uma vez confirmada neste
estudo. Na 4area de toxicologia as determinacdes individuais sdo revertidas a
populacdo, sem consideracdo propria. Este ¢ um aspecto limitante quando se faz este
tipo de estudos. Estudos a nivel individual devem ser mais usados uma vez que ja
muitos estudos relatam a existéncia de “personalidade animal” em varios grupos de
organismos incluindo insetos (Dingemanseet al., 2010). Existem poucos estudos que
relacionam a individualidade e a sobrevivéncia a inseticidas em graos armazenados.
Monje (2010) encontrou existéncia de individualidade nas populagdes de caruncho
do milho, e este contribui para sobrevivéncia adeltametrina. No nosso estudo a
variagdo individual ndo contribuiu para sobrevivéncia muito provavelmente pelo

modo de acdo da terra diatomdacea.As particulas de terra diatomacea agem no inseto

30



de forma independente, bastando apenas que o individuo esteja em ambiente tratado.
Assim, seja qual for o comportamento apresentado pelo inseto, se ele entra em
contato com essas particulas vai ser afetado.

Por outro lado, encontrou-se correlagdo entre a massa corporal e o tempo de
sobrevivéncia de S. zeamais. Sabe-se que a massa esta diretamente ligado a
quantidade de agua disponivel nos insetos, assim, insetos mais pesados tem maior
quantidade de dgua no organismo.Conseqiientemente, estes insetos vao levar mais
tempo para perder a quantidade de 4gua necessaria para causar a sua morte, uma vez
que um individuo precisa perder 20 a 30% do seu peso para morrer (Hadley,
1994;Benoit, et al., 2005). Existe uma necessidade de aprofundar esse estudo para

poder fazer alguma inferéncia sobre esta relagao.
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CAPITULO Il

BALANCO DE AGUAMEDIADO POR TERRA DIATOMACEA EM
CARUNCHO DO MILHO(Sitophiluszeamais)
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1. INTRODUCAO

A regulagdo da temperatura e do balanco de agua s3o as principais
componentes de homeostase em qualquer organismo. As atividades e processos
associados a tal homeostase podem ser dispendiosos € podem conseqiientemente
desviar recursos de outros processos fisiologicos (Addo-Bediako, et al. 2001;
Chown, et al. 2011).Apesar da sua importancia estes dois fatores sdo constantemente
modificados por dois outros fatores climaticos importantes, a radiagdo solar e o
vento. Os efeitos fisiologicos causados pelo clima sdo geralmente relacionados ao
balango de dgua e a temperatura. A elevadapropor¢do area por volume apresenta
desvantagem para o inseto em ambientes terrestres devido a sua pequena capacidade
de armazenamento de 4agua e a possibilidadede perda de &4gua. Contudo isto
possibilita estes individuos escaparem para micro-habitat e terem vantagens em
microclimas favoraveis (Willmer, 1982).

O conteudo de agua nos insetos varia muito, sendo de 40 a 90% da massa
liquida (Hadley, 1994;Chown&Nicolson, 2004). Ela ¢ menor em insetos com altas
reservas de gorduras ou cuticulas pesadas, e varia entre espécies, instares e
individuos, variando também ao longo do tempo (Wharton, 1985).Perdas de dgua em
insetos ocorrem muito quando estes estdo expostos a um ambiente dessecante onde a
atividade de vapor ¢ inferior a atividade de agua. Existem dois tipos de perdas de
agua, a funcional e a casual. A primeira ¢ caraterizada pela perda devido a processos
vitais como respiracdo, excre¢do, secre¢do, crescimento e reprodugdo. A casual é
aquela perda de 4gua que nao pode ser quantificada por fungdes identificaveis. Esta é
descrita majoritariamente como perda de 4gua cuticular ou perda por
difusao(Wharton, 1985).

Dependendo da disponibilidade de 4gua no ambiente circundante do inseto,
estes podem também captar dgua, ou seja, absorver dgua do ambiente externo. Um
exemplo extremo ¢ visto em pragas de graos armazenados que vivem em atmosferas
de baixa atividade de vapor (ay), ndo tem acesso a agua livre e consomem alimentos
com contetido de 4gua minimo (variando com a a, do ambiente). Periodos de jejum
podem ser necessarios para sobreviver a tais condi¢des, mas niveis altos de umidade
fazem com que o inseto continue se alimentando (Chown&Nicolson, 2004). Por

outro lado estes mesmos insetos, quando tem acesso a agua livre,podem beber
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livremente, como foi encontrado em Gibbiumaequinoctiacle(Coleoptera: Ptininae),
Meziumaffine(Coleoptera: Anobiidae)e Prostephanustruncatus(Coleoptera:
Bostrichidae)(Benoit, et al.2005).

Artrépodes terrestres desenvolveram a camada epicuticular de lipidios
principalmente para evitar a perda de agua por evaporagdo. Dependendo da
localizagdo geografica do inseto sdo encontradas diferengas na cuticula entre
espécies e individuos dentro da mesma espécie. Existe uma forte correlacdo entre a
presenga de lipidios na epicuticula do inseto e a taxa de perda de 4agua
(Wigglesworth, 1970; Gibbs, 1998).Inseticidas que agem sobre a cuticula de insetos
geralmente atuam diretamente na camada de lipidios e tem como funcao remové-la,
destruindo a barreira com o ambiente externo e interno do inseto podendo aumentar a
perda de 4gua e a incidéncia de patdgenos (Subramanyamé&Roesli, 2000).Pos inertes,
como terra diatomacea, tem sido usados para controlar pragas de graos armazenados
ha alguns anos, uma vez que provocam a remog¢ao da camada de lipidios do inseto
resultando em dessecagdo rapida e morte rapida (Appelet al., 1999).

O caruncho do milho habita ambientes quentes e secos como os de sistemas
de armazenamento de grdos. Esses ambientes s3o analogos a varias regides
desérticas. Assim, varias adaptagdes de pragas de graos armazenados sdo
semelhantes aquelas de espécies de desertos. Uma das mais importantes dessas
adaptacdes ¢ a redugcdo da perda de agua através da cuticula (Hadley, 1994).
Exposicdo a terra diatomdcea resulta num aumento da permeabilidade cuticular
conseqiientemente causando maior perda de d4gua e mortalidade mais rapida (Appelet
al., 1999).Alguns organismos podem resistir adessecacao. Resisténcia a dessecacdo
em insetos ¢ geralmente conseguida de trés maneiras: aumentando o conteudo de
agua do corpo, reduzindo as taxas de perda de agua, ou tolerando a perda de grande
proporc¢ao de conteudo de adgua do corpo (tolerancia adessecacdo ou desidratacao)
(Gibbs, 1999; Chown&Nicolson, 2004).

Com o conhecimento atual do modo de acao da terra diatomacea ¢ o seu
potencial uso como método de controle de pragas de grdos armazenados, ¢
importante quantificar o seu efeito naquela que ¢ uma das mais importantes pragas
do milho armazenado. Uma melhor compreensdo sobre o dano causado no inseto

podera ampliar os possiveis usos deste método de controle.
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Pouco se sabe sobre o balango de agua em S.zeamais. No capitulo anterior
encontrou-se que a terra diatomdcea tem efeito no tempo de vida do caruncho do
milho. Encontrou-se também uma correlagdo entre o peso dos individuos tratados
com terra diatomacea e a sobrevivéncia. Uma vez que a terra diatomdcea age sobre a
camada de lipidios do inseto que evita a perda excessiva de dgua, neste trabalho
objetivou-se comparar o efeito de duas formulagdes diferentes de terra diatomacea
em seis diferentes umidades relativas em parametros especificos do balango de agua
do caruncho do milho. Assim, sera possivel relacionar os parametros que influenciam
o balango de agua no caruncho e quantificar as flutuagdes que ocorrem no contetido

de agua do mesmo face a eXposicao a TD.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Insetos

Foi usada uma populagdo de caruncho do milho (Sitophiluszeamais) de Sete
Lagoas (MG) neste bioensaio. Usou-se esta populagdo por nao ter havido diferenca
significativa no tempo de sobrevivéncia de populacdes de caruncho tratadas com
terra diatomdacea no bioensaio de sobrevivéncia do capitulo anterior. Esta populagdo
foi mantida em sala de criagdo com ambiente controlado (temperatura de 27°C +2 e
umidade relativa 60%= 5) e alimentada com milho. Usou-se 21 individuos adultos

nao sexados para cada tratamento, com idade padronizada.

2.2.  Condic0es de teste e experimentacao

Apo6s cinco dias de emergéncia, os insetos foram pesados e colocados,
individualmente durante 24 horas, em vidros de 25mLcontendo milho. Usou-se trés
tratamentos com o primeirosendo o controle em que usou-se milho nao tratado e os
outros dois usou-se milho tratado com duas formulacdes diferentes de terra
diatomacea (Keepdry® e Insecto™) na dose recomendada pelo fabricantede 1g/kg.
Apobs a exposi¢ao os insetos foram isolados em vidros de 20 mL por 24 horas,sem
chances para beber ou alimentar minimizando o efeito da digestdo, reprodugao ou
excre¢do na massa corporal a ser analisada (Benoit,et al., 2005). A temperatura
utilizada foi de 25°C, o que permitiu a comparagdo com a maioria da literatura sobre
balanco de 4gua. Posteriormente, os individuos foram submetidos a diferentes
umidades relativas. A temperatura e a umidade relativa foram controladas
respectivamente por BOD (£1°C) e por dessecadores de vidro lacrados (3000cc)
(5% UR). As umidades relativas testadas foram obtidas através de solucdes salinas
saturadas e misturas de agua destilada e glicerol (Winston e Bates, 1960).Usou-se
umidade relativa de 100%, obtida colocando uma placa de petri, de 9cm de didmetro
e 2 cm de altura, com 4gua destilada no fundo do dessecador; 80% UR com solucao
saturada de cloreto de sodio (NaCl); 60% e 25% com solucdo de glicerol e agua;
40% com cloreto de magnésio hidratado (MgCl,+6H,0); 0% com “Drierite” (um

dessecante feito de sulfato de cdlcio anidrico).A umidade relativa e a temperatura
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foram medidas através de termohigrometros (+0.5% UR, Thomas Scientific,
Philadelphia PA), onde era feito controle didrio da umidade nos dessecadores.

Os carunchos foram individualmente colocados em “eppendorfs” furados de 2
ml sem alimento, em uma base de isopor por cima da placa perfurada do
dessecador,evitando qualquer contato com os fluidos no fundo do recipiente.

O peso dos individuos foi obtido usando uma microbalanga eletronica
(Mettler Toledo, XS3DU; Max 0,8g/3,1g; d = 1pg/10pg). Os individuos foram
pesados diariamente até¢ a mortalidade. Eles eram pesados abrindo ligeiramente o
dessecador e retirando com uma pinga comprida os “eppendorfs” individualmente e
colocados rapidamente na balanca. Em seguida eram colocados de volta nas
condi¢des experimentais (nos dessecadores), sendo que ficavam menos de trés
minutos fora. Nao foi usado nenhum tipo de anestesia, os insetos eram colocados em
um recipiente menor, devidamente tarado, que ndo permitia o seu movimento durante

a pesagem.

2.3. Determinacédo do conteudo e perda de agua

Por convengdo (Wharton, 1985), f ¢ a massa fresca inicial, d é a massa seca e
a diferenca ¢ a quantidade de dgua disponivel para troca, conhecida como massa de
agua, m. Variagdes na massa de agua do corpo do inseto sdo influenciadas tanto pela
saida (transpira¢dao, mt) como pela entrada (absor¢ao, ms) de agua, como ¢ definido

por Wharton (1985) na sua equacao global de balango de agua:

m = Mms- Mt (D

Em todos os casos, a massa seca foi subtraida das mensura¢des de massa para
converter estas mensuragdes a valores de massa de agua (m). O conteudo de agua do
corpo (%) foi calculado pela expressdao da massa de 4gua como uma porcentagem da

massa fresca inicial;

m—cf;d)x 1&0. @)
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Para determinacao da massa seca os insetos apos a morte foram colocados em
um forno de secar a 55°C por pelo menos 2 dias de acordo com Appelet al. (1983;
1999), e pesados pelo menostrés vezes consecutivas para confirmar que o peso se
mantem constante (secura completa) que foi determinada no final de cada

experimento conforme descrigdo feita por Wharton (1985) e Hadley (1994).

2.4. Determinacdo da taxa de perda de 4gua

A taxa de perda de 4gua real(perda de agua transcuticular mais perda de dgua
respiratoria) foi determinada a 0%UR e a 25°C. A esta umidade ndo existe dgua
disponivel para absor¢do, tal que mudangas na massa sao somente por perdas, sem
interferéncia da agua aderida a superficie do corpo (Benoit,et al., 2005).Assim os
carunchos foram mantidos a 0%UR ¢ a 25°C, onde foram feitas mensuragdes da
massa diariamente e no final determinada a massa seca para calcular a massa de
agua. Essa taxa de perda de dgua foi derivada do declive da reta de regressdao num
grafico de In(my/mg) contra o tempo segundo o modelo exponencial de Wharton

(1985):

mt = mge™* 3)

onde m; ¢ a massa de agua em um dado tempo t, Mg ¢ a massa de agua inicial e a k; a
taxa de perda de agua, tirada do declive. A taxa de perda de agua foi feita
individualmente. A taxa de perda de agua foi também determinada a diferentes
umidades relativas, onde pode ocorrer absor¢do, para comparagdo. Essas umidades

foram de 25%, 40%, 60%, 80% e 100%.

2.5. Ganho de 4gua

Avaliou-se o vapor de agua atmosférico como uma possivel fonte de agua
monitorando mudangas na massa de dgua (m) do caruncho a diferentes atividades de
vapor de agua (av), 0.25, 0.40, 0.60, 0.80 e 1.00 av,, que sdo correspondentes as
umidades relativas usadas.Caso ndo ocorra absor¢do de dgua suficiente pelo vapor de

aro resultado sdo perdas de agua por simples difusdo em todas as umidades relativas
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testadas, isso porque a atividade da dgua do corpo ¢ maior que a atividade do ar
circundante. Assimse esperaa 0,25a,, 0,40a,, 0,60a, ¢ 0,80a, que sao menores que
0,99ay,, que ¢ tida como atividade de 4gua do corpo dos insetos. Atividade de vapor
esperada na saturacdo, ondel,00a, ¢ maior que 0,99a,, favorece o ganho de 4gua em
relacdo a perda. Como tal, manuteng@o dos niveis de a4gua no corpo (m) a atividades
de vapor abaixo da saturacdo indicam que a perda de agua ¢ balanceada pelo ganho
pelo ar, contra o gradiente atmosférico, e ¢ evidencia para operacdo de um

mecanismo de captagdo.

2.6. Bioensaio de sobrevivéncia

Com base nos bioensaios descritos anteriormente a data de morte foi
registrada para cada individuo para estimativa do tempo de sobrevivéncia.O tempo
necessario para atingir 50% de mortalidade a 0% de umidade relativa e 25°C foi
também usado como estimativa da mortalidade para determinar quanto tempo os

carunchos podem tolerar falta de comida e agua.

2.7. Andlises estatisticas

A partir da massa de 4dgua obtida diariamente calculou-se a perda de agua
diaria usando a Equacdo 1. Com os dados da perda de agua diaria foi possivel
determinar a taxa de perda de agua.

Andlises de covariancia foram utilizadas para comparar conteudo e perda de
agua devido a TD ao longo do tempo e sob diferentes umidades relativas (PROC
GLM; SAS Institute, 2008). Nestas analises a variavel dependente foi a formulagao
de TD (controle, Keepdry”, Insecto”) e as covariaveis foram a umidade relativa e o
tempo de exposi¢do. Regressdes lineares foram complementarmente feitas para
obtengdo das superficies de resposta usando-se os modelos do programa TableCurve
3D. Parcimdnia, menor erro e maior F, além do incremento de R* foram os
parametros usados na sele¢cao dos modelos. Taxa de perda de 4gua também foi
submetida a analise de covaridncia complementada por regressdes lineares (PROC

GLM e PROC REG; SAS Institute 2000).
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Os dados dacurva de sobrevivéncia foram obtidos usando os estimadores
Kaplan-Meier (1958) gerados a partir do niamero de insetos sobreviventes a
exposicao terra diatomacea em avaliagdes de tempo seqiienciais até a conclusdo do
experimento, utilizando o procedimento LIFETEST do SAS (SAS Institute, 2000).
As curvas de sobrevivéncia de cada umidade e tratamento foram comparadas usando
modelo de regressdo de Cox para testar o efeito dessas variaveis (procedimento
PHREG; SAS Institute 2000). Os dados do TLs¢ foram entdo submetidos e analise de
regressdo nao linear usando o procedimento ajuste de curvas do SigmaPlot (Systat

software, Inc, 2011), de onde foram também tiradas as equacdes.
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3. RESULTADOS
3.1. Conteudo e perda de agua

A andlise dos dados de balanco de 4gua em diferentes umidades relativas ao
longo do tempo permitiu gerar curvas de superficie que mostram o padrdo de
conteido de agua no caruncho do milho nos diferentes tratamentos. A partir da
analise de covariancia das trés curvas geradas, encontraram-se diferengas
significativas entre elas (P<0,0001; F = 24,76) para o tratamento (P<0,0001; F =
30,05), a umidade (P<0,0001; F = 194,58), o tempo (P<0,0001; F = 58,42), as
interagdes entre tratamento e umidade (P<0,0001; F = 4,45), e umidade e tempo
(P<0,0001; F =9,24). Os modelos de regressao mostram que o conteudo de adgua foi
menor nos insetos tratados com a formulagio Keepdry® (P<0,0005; R* = 0,54), tendo
a formulacao Insecto® como intermediéria (P<0,0005; R? = 0,49) e o controle com
maior contetdo (P<0,0005; R* = 0,47)(Tabela 4). As trés curvas de conteudo de agua
sdo mostradas naFigura 4. As trés curvas mostram um padrio comum, onde o
conteudo de dgua no corpo do inseto reduz com o aumento do tempo e a redugdo da
humidade relativa. No tratamento com Keepdry® esta redugdo no conteudo de agua é
mais intensa que nos outros tratamentos nos primeiros dias.

Foi possivel também gerar curvas de superficie para a perda de 4gua. Usando
analise de covariancia das trés curvas encontrou-se diferencas significativas
(P<0,0001; F = 65,71) para os parametros tratamento (P<0,0001; F = 100,36),
umidade relativa (P<0,0001; F = 574,60) e tempo (P<0,0001; F = 259,37), para as
interagdes entre tratamento e umidade relativa (P<0,0001; F = 16,21), tratamento ¢
tempo (P<0,0001; F = 11,78), umidade relativa e tempo (P<0,0001; F = 60,55), bem
como para a interagao tripla (P<0,0001; F = 8,92). O modelo de regressdo de perda
de 4gua mostra que o tratamento com Keepdry® (P<0,0005; R* = 0,64) foi o que
apresentou mais perda, seguido do tratamento com Insecto® (P<0,0005; R* = 0,46) ¢
por fim o controle (P<0,0005; R* = 0,57) (Tabela 4;Figura 5). Aqui também existe
um padrdo comum de perda de dgua. A perda ¢ maior a umidades relativas mais

baixas e com o aumento do tempo. No tratamento controle e com o Insecto” a perda

46



¢ mais gradual, mas no tratamento com Keepdry® esta perda ¢ muito mais acentuada

nos primeiros dias.
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Figura 4 — Curvas de superficie mostrando a variagdo do contetido de agua (mg) nos
trés tratamentos em relacdo a umidade relativa e o tempo. Os simbolos (e)

representam a média de 21 individuos e as equagdes sdo dadas na Tabela 4.
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Figura 5- Curvas de superficie mostrando a variagdo da proporgdo de perda de agua

nos trés tratamentos em relacdo a umidade relativa e o tempo. Os simbolos (e)

representam as médias e as equagdes sdo dadas naTabela 4.
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Tabela 4-Sumario da analise das curvas de regressdo ndo linear mostradas nas figuras 4 e 5.

Parametro Modelo Tratamento Estimativa do parametro (+ EPM) Elero F R®

a b c

z=a+bx’+ce”?  Controle 0,85+0,02  6,57x10% +2,88x10™ 0,64 + 0,03 834 36629 047

Conteudo

z=a+bx®+ce?  Keepdry®  0,63+£0,02  7,14x107 +£2,94x10" 0,59 +0,03 559 330,45 0,54
de dgua

z=a+bx*+ce”  Insecto® 0,71+£0,03  6,78x10 +3,35x10° 0,59 + 0,04 642 26121 0,49

z=a+bx*+cy’® Controle 024+0,01 -590x10% +1,98x10% 0,21 +0,01 834 556,62 0,57
Perda de ) ®

z=a+bx*+ce?  Keepdry 0,78 £0,02  -4,98x10" £2,04x10°  -0,61+£0,02 559 502,53 0,64
agua

z=a+bx’+cy®®  Insecto” 0,25+0,02 -5,88x10" +2,99x10° 0,25+ 0,02 642 271,90 0,46

Todos os pardmetros estimados sdo significativos aP< 0,0001 pelo teste T e todos modelos sdo significativos a P< 0,0001 pelo teste F de Fisher.
EPM - erro padrao da média; gl., — graus de liberdade de erro

50



O conteudo de agua e a perda de dgua apresentaram correlacdo negativa em
todas as umidades relativas e tratamentos testados (R > 0,70; P< 0,0001), ou seja um

decrescimo no conteudo de dgua € resultado de uma maior perda de agua.

3.2. Taxade perda de 4gua

Existem diferengas significativas na taxa de perda de 4agua tanto no
tratamento (P<0,0001; F = 42,01) quanto na umidade relativa (P<0,0001; F =
128,99) como mostra a analise de covariancia e retas de regressao linear das taxas de
perda de 4gua (P<0,0001; F = 42,30) (Figura 6; Tabela 5). A taxa de perda de agua
foi superior no tratamento com Keepdry”™, seguido pelo tratamento com Insecto® e o
controle com menor taxa de perda de dgua (ANOVA; teste de Tukey; P<0,05).
Quanto maior a umidade relativa menor € a taxa de perda de 4gua (ANOVA; teste de

Tukey; P<0,05).

® Controle
A Keepdry”
O Insecto”

30 1

20 1

10 A

Taxa de perda de agua (%/dia)

0 20 40 60 80 100
Umidade Relativa (%)

Figura 6-Médias das taxas de perda de agua (%/dia) do caruncho do milho em
diferentes tratamentos. Comparagdo entre as taxas de perda de agua a diferentes
umidades relativas e entre os trés tratamentos. As retas representam as curvas de
regressao linear da taxa de perda de dgua e umidade relativa nos trés tratamentos.

Barras verticais indicam o erro padrao da média.
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A taxa de perda de agua real (perda transcuticular), derivada do declive da
curva de regressao foi de 12 + 1,29 %/dia para o controle, 23 + 0,70 %/dia para o
tratamento com Keepdry® e 18 + 0,90 %/dia para o tratamento com Insecto” (Figura
7; Tabela 5). Os carunchos perdem mais de 50% do seu peso até a morte, sendo que
no tratamento com o Keepdry” esta perda ¢ mais acentuada e difere das outras
significativamente (ANOVA; teste de Tukey; P<0,05). Em seguida o tratamento que

. . . . ®
mais proporciona perda de dgua ¢ o com Insecto .

® Controle
A Keepdry”

_10 .
O Insecto”

-20 4
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-50

'60 T T T
0 1 2 3

Tempo (dias)

Figura 7-Taxa de perda de agua real pelo caruncho do milho a 0% umidade relativa
e 25°C, onde ndo existe vapor de dgua para absor¢ao entdo o inseto s6 perde agua.
Comparacdo entre a propor¢do de perda de agua dos trés tratamentos. A taxa de

perda de dgua ¢ derivada do declive da reta de regressao.
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Tabela 5- Sumario da analise de curvas de regressdo mostradas na figura 6 ¢ 7.

Parametro Modelo Tratamento Estimativa do pardmetro (:EPM) gl.,, F R®
a b

y=ax+b Controle -0,15+£0,02 17,23 £ 1,18 4 62,02 0,94
Taxa de ®
perdade Y=a@*+b Keepdry”  -027+0,03  31,54+1.385 4 7844 098
agua y=ax+b Insecto® -0,21+ 0,05 24.47+2,71 4 2253 085

y=ax+b Controle -12,19+1,29 -0,42+3,16 3 89,01 0,96
Taxa de ®

y=ax+b Keepdry -23,33+0,70  -0,41 £0,91 3 103,47 0.99
perda real ®

y=ax+b Insecto -18,23+0,92 1,39+ 1,73 3 389,67 0,99

Todos os pardmetros estimados sdo significativos a P< 0,0001 pelo teste T e todos modelos sdo
significativos a P< 0,0001 pelo teste F de Fisher.EPM — erro padrio da média; gl.,, — graus de
liberdade de erro.

O Sitophiluszeamais ndo apresenta nenhum mecanismo de captagdo de vapor
de 4gua atmosférica, uma vez que em nenhuma das umidades testadas foi encontrado

ganho de massa.

3.3.  Sobrevivéncia

O modelo de regressao de Cox mostrou haver efeito significativo da umidade
relativa ()(2 =243,31; P <0,001) e do tratamento (x2 =31,83; P<0,001) nas curvas de
sobrevivéncia. Sendo assim, usando estimadores de Kaplan-Meier foi possivel
estimar os tempos letais para matar metade da populacdo (TLsy) para cada
combinag¢do de tratamentos.

O TLsy aumenta exponencialmente com o aumento da umidade relativa, como
mostram as retas de regressao tanto para o controle (R2 =0,79; F = 15,40; P< 0,05),
para o Keepdry® (R2 =0,82; F = 18,66; P< 0,05), bem como para o Insecto® (R2 =
0,83; F = 19,75; P< 0,05) (Figura 8). Pelo padrao das curvas o controle apresentou
maior tempo de sobrevivéncia, com o tratamento com Keepdry® sendo o menor. O
tempo de sobrevivéncia ¢ maior em umidades relativas mais altas como mostra o

crescimento exponencial das curvas de regressao (Figura 8;Tabela 6).
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O tempo que os carunchos podem tolerar a falta de comida e agua foi de 5

dias para o controle e o tratamento com Insecto” e de 4 dias para o tratamento com

Keepdry®.

TL,,(dias)

@ Controle
A Keepdry\R>
O Insecto”

0 20 40 60 80 100
Umidade (%)

Figura 8-TLs( (dias) do caruncho do milho em diferentes tratamentos. Comparagéo
entre os TLso a diferentes umidades relativas e entre os trés tratamentos. As curvas

representam a regressao exponencial do TLsy e umidade relativa nos trés tratamentos.

Tabela 6 - Sumario da analise de curvas de regressao mostradas na figura 8.

Parametro Modelo Tratamento Estimativa do parametro (+ EPM) gl.,, F R®
a b
y =ae™ Controle 4,23 +0,85 0,010 + 0,002 4 15,40 0,79
TLso y =ae™ Keepdry” 2,55+ 0,67 0,014 £ 0,003 4 18,66 0,82
y =ae™ Insecto” 3,25+ 0,68 0,012 + 0,003 4 19,75 0,83

Todos os parametros estimados sdo significativos a P< 0,0001 pelo teste T ¢ todos modelos sdo

significativos a P< 0,0001 pelo teste F de Fisher.EPM — erro padrio da média; gl.,, — graus de
liberdade de erro.

54



4. DISCUSSAO

Os parametros contetido e perda de dgua correlacionam-se negativamente e
sdo influenciados pelos mesmos fatores. A redu¢do no contetido de agua ¢ resultado
de um aumento do valor de agua perdida.

O contetido de dgua no caruncho do milho reduz com o tempo quando este se
encontra sem dagua ou alimento. Exposi¢do a terra diatomacea resultou em um
aumento da perda de agua pelo adulto do caruncho do
feijao,Callosobruchusmaculatus (Appel, et al., 1999). O caruncho do milho na fase
adulta alimenta-se de milho e estudos anteriores mostram que bebe dgua depois de
colocado em jejum por alguns dias. Ao contrario de algumas pragas que tem
mecanismos de tolerdncia a falta de 4agua (Chown&Nicolson, 2004), embora o
caruncho viva em ambientes de baixa umidade relativa, aparentemente esta praga
ndo se adapta bem a falta de alimento por alguns dias uma vez que o seu tempo
critico ¢ de cinco dias quando ndo tratado. Algumas pragas de graos armazenados,
por habitarem em ambientes secos € quentes, possuem mecanismos de tolerancia a
falta de agua (Appelet al., 1999). Quando esta praga ¢ tratada com a terra diatomacea
a reducdo no conteudo de dgua (aumento na perda) ¢ mais acentuada e mais rapida.
Sabe-se hoje que a terra diatomacea remove a cera cuticular que faz a barreira entre o
interior do inseto € o meio ambiente externo evitando também a perda de agua
(Korunic, 1998). Uma vez que esta cera ¢ removida, naturalmente, o contetido de
agua vai ser menor nos insetos tratados com a terra diatomdcea. Os primeiros dias
sdo os mais criticos a perda de dgua, onde esta ¢ muito acentuada principalmente
quando tratada com terra diatomacea. A umidade relativa também possui um papel
importante uma vez que em altas umidades a perda ¢ reduzida. Este aspecto mostra o
porqué da terra diatoméacea ser considerada eficaz em ambientes de graos
armazenado onde a umidade ¢ relativamente baixa.

O conteudo de agua diferiu também entre os dois tratamentos com terra
diatomacea, onde os insetos tratados com Keepdry”™ apresentaram menor conteudo.
Formulagdes diferentes de terra diatomdcea apresentam eficicia diferente
dependendo de suas propriedades fisicas, uma vez que sdo essas propriedades que

vao determinar como a cuticula vai ser influenciada (Subramanyamé&Roesli, 2000).
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Aspetos importantes relacionados a eficacia de uma formulagao de terra diatomacea
incluem tamanho de particulas e poder lipofilico (Korunic, 1998). Particulas de
tamanho menor associadas a maior poder lipofilico geralmente proporcionam mais
dano a cuticula.

Exposi¢do a terra diatomacea resultou no aumento dos valores de
permeabilidade cuticular.A taxa de perda de dgua € que vai determinar a quantidade
de 4gua perdida. A 0% UR e 25°C nio existe d4gua disponivel para absorgdo, entdo se
assume que toda alteragdo na massa de agua é por perda. E nessa condigdo que se
determina o valor real de perda de 4gua do inseto. Os valores de taxa de perda de
agua encontrados foram de 12, 23 e 18%/dia, para o controle, tratamento com
Keepdry® e com Insecto® respetivamente. Estes valores de perda sdo elevados e
explicam a baixa sobrevivéncia do caruncho a condigdes de baixa umidade relativa.
Bedick (2006) afirma que besouros com alta taxa de perda de 4gua tém baixos
tempos de sobrevivéncia, precisando de uma fonte de 4gua constante para reposigao.
Uma provavel explicagdo para a aumento na taxa de perda de 4gua em carunchos
tratados com terra diatomacea ¢ o aumento da permeabilidade cuticular. Segundo
Appelet al.(1999), a permeabilidade nio ¢ constante e é afetada por varios fatores
relacionados a umidade relativa. Claramente terra diatomicea aumenta a
permeabilidade cuticular. Prostephanustruncatus que ¢ outra importante praga do
milho armazenado apresenta taxas de perda de 4gua bem menores que as do
caruncho,(Benoit et al., 2005), apesar de as duas espécies serem relativamente do
mesmo tamanho e atacarem o mesmo substrato nas mesmas condi¢oes. Por outro
lado,Prostephanustruncatus perde agua 5 vezes mais rapido que 2 espécies do
deserto, mostrando que pragas de graos armazenados ndo sdo similares a espécies de
deserto(Benoit et al., 2005).

Os resultados deste experimento nao mostraram evidencias de absorcdo de
vapor de dgua. Provavelmenteo caruncho do milho ndo possui nenhum mecanismo
de captagdo de agua do vapor, mas Devine (1978) encontrou que adultos de
Sitophilusgranariusconsumindo tapioca a 80% UR ganham muito mais agua a partir
do metabolismo e da absor¢do passiva do vapor que da propria comida. Arlian
(1979) encontrou aumentos na taxa de absor¢dao de vapor em altas umidades relativas

para Sitophilusoryzae. Estas trés espécies apresentam muitas semelhangas
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morfologicasmas nao existe evidéncia clara de uso do vapor atmosférico pela historia
de vida desses caruncho.

O tempo de sobrevivéncia para o S. zemaisa 0% de umidade e 25°C foi de
cerca de 5 dias no controle e tratamento com Insecto” e de 4 dias no tratamento com
Keepdry®. Esse ¢ considerado o tempo critico em que o inseto pode tolerar a falta de
comida e agua. Benoit et al. (2005) encontrou tempos de 72 dias para
Gibbiumaequinoctiale, 95 dias para Meziumaffine e 24 dias para
Prostephanustrancatus. As duas primeiras espécies sdo de deserto e o elevado
periodo critico € relativamente maior. O P. truncatus ¢ praga de milho armazenado e
apresenta maior tempo de sobrevivéncia que o caruncho do milho nas mesmas
condi¢des. Provavelmente esta praga ¢ mais adaptada que o S. zeamais a condi¢des
xéricas.

O TLsy aumentou exponencialmente com o aumento da umidade relativa. A
menores umidades a diferenca entre a atividade de vapor e a atividade de agua ¢
maior, levando a uma maior taxa de perda e conseqiientemente menor tempo de vida
(Wharton, 1985). A curva de sobrevivéncia dos insetos tratados com terra
diatomécea foi menor, confirmando que a remocao da cera cuticular reduz o tempo

de sobrevivéncia.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel confirmar a existéncia de variagdo
comportamental a nivelindividual nas popula¢des de caruncho do milho. Populacdes
de diferentes regides também apresentam respostas comportamentais diferente em
varios parametros. Essa variacdo no comportamento ndo influencia no tempo de
sobrevivéncia a terra diatomacea. As populacdes aqui avaliadas ndo apresentam
diferengas nos tempos de mortalidade, sendo necessarios mais estudos com mais
populagdes de diferentes regides do mundo para consolidar a teoria de pouca
probabilidade de resisténcia a terra diatomdcea.O unico pardmetro avaliado que
apresentou relagdo com o tempo de sobrevivéncia foi o peso dos individuos.

O caruncho do milho neste experimento mostrou ser susceptivel a dessecacao.
Apresenta elevada redugdo no conteudo de agua em poucos dias. Quando tratado
com terra diatomacea esta reducdo no contetdo de 4gua corporal ¢ ainda mais
acentuada, sendo diferente até entre formulag¢des distintas. O tempo e a umidade
relativa sdo dois fatores importantes na perda de agua do S.zeamais. Em baixas
umidades, a perda de 4gua ocorre muito mais rapido e esta ¢ mais acentuada nos
primeiros dias.O periodo critico de sobrevivéncia desta praga ¢ relativamente baixo
comparado com outros coledpteros. O TLsy apresentou um padrdo exponencial em
relacao a umidade relativa, ele é maior a altas umidades e muito curto em ambientes
mais secos.Aparentemente o S.zeamais ndo possui nenhum mecanismo de captagdo
de vapor de 4gua, uma vez que mesmo em altas umidades ndo foi possivel detectar
aumento da massa de agua. Este ponto precisa ser mais esclarecido para eliminar
algumas controvérsias encontradas em relagdo a capacidade de captacao de vapor de

agua no género Sitophilus.
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