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Resumo

PIMENTEL, Marco Aurélio Guerra, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2010. Resposta comportamental e selecio para resisténcia a fosfina em Rhyzopertha
dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae). Orientadora: Léda Rita D’Antonino Faroni. Co-
orientadores: Raul Narciso Carvalho Guedes e Marcos Rogério Tétola.

O fendmeno da resisténcia a fosfina estd amplamente distribuido entre linhagens
brasileiras de insetos-praga de produtos armazenados. Isto se deve, principalmente, a falta de
hermeticidade das estruturas armazenadoras e ao emprego de técnicas inadequadas de
fumigacdo que favorecem o desenvolvimento da resisténcia a fosfina. A baixa hermeticidade
dos armazéns graneleiros e silos metdlicos favorecem o vazamento de gis, expondo os
insetos-praga a concentracdes subletais de fosfina, gerando falhas de controle e aumento da
frequéncia de aplicacdes favorecendo o desenvolvimento da resisténcia a fosfina. Diante do
exposto, o foco principal deste estudo foi verificar o comportamento locomotor de individuos
de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) sob concentragdes subletais de
fosfina, e determinar a magnitude do desenvolvimento de resisténcia a fosfina e estabilidade
da resisténcia, determinando possiveis alteracdes fisioldgicas, comportamentais e custos
adaptativos associados a resisténcia. A exposi¢ao dos insetos a concentracdes crescentes de
fosfina reduziu a mobilidade destes, nas trés populacdes de R. dominica. A reducdo da
mobilidade dos insetos minimiza fuga podendo aumentar a exposicdo ao fumigante,
aumentando a eficicia de fumigacdo. Assim, a atividade locomotora de insetos-praga sob
concentracdes subletais de fosfina deve ser considerada em pesquisas de manejo da
resisténcia e em programas de manejo integrado de pragas de produtos armazenados. A
evolucdo da resisténcia a fosfina mostrou-se rdpida, com incremento de =69 vezes em 10

geracdes sob sele¢do. A resisténcia a fosfina demonstrou estabilidade na populagao resistente,
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mantida sem pressao de selecdo por 10 geragdes. A taxa respiratdria dos insetos reduz com a
evolucdo da resisténcia a fosfina, enquanto a taxa de crescimento populacional aumenta com a
evolucao da resisténcia a fosfina. A perda de massa dos graos e a massa corpérea nao exibem
tendéncia de incremento ou decréscimo para as duas populacdes, selecionada e nao
selecionada. A populagcdo selecionada apresentou reducdo da mobilidade ao longo das 10
geracOes avaliadas, enquanto a populagdo ndo selecionada apresentou comportamento
inverso. Contudo, a capacidade de voo é incrementada durante as geracdes selecionadas,
enquanto a populagdo que nao foi selecionada ndo apresentou tendéncia de aumento ou
reducdo no percentual de insetos que iniciam voo ao longo das geracdes. As informagdes
geradas neste estudo sobre a magnitude do desenvolvimento da resisténcia a fosfina, a
estabilidade da resisténcia, assim como o comportamento de populacdes de insetos-praga sob
concentracdes subletais de fosfina proporcionam subsidios ao refino das atuais técnicas de
fumigacdo e tdticas de controle empregadas no manejo integrado de pragas de grdos

armazenados.
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Abstract

PIMENTEL, Marco Aurélio Guerra, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2010.
Behavioral response and selection for resistance to phosphine in Rhyzopertha dominica
F. (Coleoptera: Bostrichidae). Advisor: Léda Rita D’Antonino Faroni. Co-advisors: Raul
Narciso Carvalho Guedes and Marcos Rogério Tétola.

The phenomenon of phosphine resistance is widely distributed among Brazilian
populations of insect pests of stored products. This scenario is due mainly to lack of gas-
tightness on storage facilities that favors the development of resistance to phosphine, as well
as the use of inadequate techniques of fumigation. The lack of gas-tightness of bulk
warehouses and silos favors leaking, exposing the pest insects to sublethal concentrations of
phosphine, which will help the development of resistance to phosphine by these populations.
According the assumptions, the main focus of this study was to investigate the locomotory
behavior of populations of Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) under
sublethal concentrations of phosphine, and determine the magnitude of the development of
phosphine resistance and its stability, determining possible physiological, behavioral and
fitness costs associated. The exposure of insects to increasing concentrations of phosphine
reduced their mobility, for the three studied populations of R. dominica. The lowest mobility
of insects reduces exposure to the fumigant, compromising the effectiveness of fumigation.
Thus, the locomotory activity of insect pests under sublethal concentrations of phosphine
should be considered in studies of resistance management and integrated pest management of
stored products. The evolution of resistance to phosphine was shown to be faster, with an
increase of =69 times in 10 generations under selection. Resistance to phosphine showed
stability in the resistant population, maintained without selection pressure for 10 generations.

The insect respiration rate decreases with the evolution of phosphine resistance, while the



population growth rate increases with the evolution of phosphine resistance. The loss of grain
weight and body mass show no tendency to increase or decrease for the two populations,
selected and not selected. The selected population showed a decrease in mobility over the 10
generations evaluated, while the unselected population showed an opposite behavior.
However, flight capacity is increased during the generations of selection, while the population
not selected did not affect taking-off for flight over the generations. The information generated
in this study on the magnitude of the development of resistance to phosphine, the stability of
resistance, as well as the behavior of populations of pest insects under sublethal
concentrations of phosphine provide subsidies for refining current techniques of fumigation

and pest control used in integrated pest management of stored grains.
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Introducao Geral

O fendmeno da resisténcia de artrépodes a inseticidas vem sendo continuamente
relatado em diversas regides do mundo. Atualmente, estimam-se cerca de 7.747 casos de
resisténcia com mais de 331 compostos inseticidas envolvidos. Isto equivale a
aproximadamente 5,5% das 10.000 espécies de artropodes praga resistentes a inseticidas
(Whalon, 2008). O impacto econdmico da resisténcia a inseticidas aponta valores vultosos,
com prejuizos estimados entre US$ 1 a 4 bilhdes por ano apenas nos Estados Unidos
(Pimentel et al., 1991, 1993; Whalon et al., 2008).

O problema da resisténcia assume importancia em insetos-praga de produtos
armazenados devido a dependéncia do uso de inseticidas para seu controle. Tal dependéncia
deve-se a simplicidade deste método de controle, rapidez e economicidade para conter
infestacdes (Guedes, 1991; White & Leesch, 1996). No Brasil, o controle curativo de
infestacdes € feito pela fumigagcdo com fosfina (PH;), amplamente utilizada na protecdo de
produtos armazenados devido ao seu baixo custo, eficiéncia e facilidade de uso (Guedes,
1991; Chaudhry, 1997; Bell, 2000).

A escassez de formas alternativas de controle registradas e as vantagens apresentadas
pela fosfina favoreceram a intensificacdo do seu uso, aumentando a pressio de selecdo, o que
culminou na evolucao rapida da resisténcia (Roush & McKenzie, 1987; Andow et al., 2008)
em linhagens brasileiras de insetos de produtos armazenados, a partir da década de 90
(Pacheco et al., 1990; Sartori et al., 1990).

Estudos recentes registraram altos niveis de resisténcia a fosfina em populagdes
brasileiras de insetos-praga de produtos armazenados, com destaque para as populacdes de

Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) e Tribolium castaneum Herbst



(Coleoptera: Tenebrionidae) (Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007, 2008, 2009). Estes
estudos revelaram desvantagens adaptativas, influenciando negativamente o desenvolvimento
e o crescimento populacional dos insetos resistentes e reducdo da taxa respiratéria das
populacdes resistentes como principal mecanismo de resisténcia a fosfina (Pimentel et al.,
2007, 2008, 2009; Sousa et al., 2009).

Apesar da importancia destas informagdes no desenvolvimento de programas de
manejo de resisténcia a inseticidas (Denholm & Rowland, 1992; Subramanyam & Hagstrum,
1996; Coustau et al., 2000), ainda sdo necessarios estudos das caracteristicas comportamentais
associadas a resisténcia a fosfina, bem como aspectos relacionados a evolucdo desta
resisténcia. Além disso, ndo existem estudos que abordem o comportamento locomotor de
insetos-praga resistentes e suscetiveis, tampouco o comportamento de individuos sob
fumigacao.

Estudos que determinem o desenvolvimento da resisténcia a fosfina podem prover
informacdes fundamentais aos programas de manejo de resisténcia, tais como o nimero de
geracdes e de fumigacdes necessdrias para o desenvolvimento de niveis elevados de
resisténcia, a magnitude da evolu¢do de mecanismos, aspectos fisioldgicos, comportamentais
e a evolucdo de custos adaptativos associados a resisténcia a fosfina.

O desenvolvimento de resisténcia em laboratorio (selecdo em laboratorio) produz
informacdes importantes a respeito de niveis e mecanismos de resisténcia, muito proximos
aos niveis verificados a campo, por isso sdo de grande utilidade na mitigacdo da resisténcia e
mais ainda em seu manejo (Roush & McKenzie, 1987). Assim, esforcos que quantificam a
magnitude de desenvolvimento da resisténcia, acompanhando a evolucdo de mecanismos,

alteracdes comportamentais e fisiologicas, sdo fundamentais para o manejo da resisténcia a



inseticidas (Georghiou, 1972; Roush & McKenzie, 1987; Denholm & Rowland, 1992; Andow
et al., 2008).

De forma geral, respostas comportamentais e fisiolégicas aos inseticidas estdo
correlacionadas, em muitas espécies de insetos-praga (Sparks et al., 1989; Via, 1990; Head et
al., 1995, 1998; Hoy et al., 1998; Jallow & Hoy, 2006). Estudos sobre a acdo dos inseticidas
usualmente priorizam os efeitos de carater fisioldgico e bioquimico, dando pouca atencao as
respostas comportamentais do organismo resultantes da exposi¢ao ao inseticida (Kongmee et
al., 2004; Guedes et al., 2009). A sobrevivéncia do inseto pode ser favorecida se o seu
comportamento for modificado para evitar ou reduzir a exposi¢do a um ambiente com gis,
por conseguinte, a fumigacao se torna menos eficaz, e o controle € o manejo dos insetos-praga
torna-se mais dificil (Haynes, 1988; Barson et al., 1992).

Associado a sobrevivéncia dos insetos gracas as fumigacdes ineficientes e as suas
alteragdes comportamentais, os insetos sdo ainda submetidos a fumigacdo em ambientes que
nao apresentam boas condi¢des de hermeticidade, gerando concentra¢des subletais de fosfina,
favorecendo falhas de controle que culminam com o aumento da frequéncia de aplicagdes,
acentuando o risco de desenvolvimento de populacdes resistentes (Haynes, 1988; Chaudhry,
1997; Bell, 2000). Estudos que enfocam o comportamento dos insetos sob concentragdes
subletais de fosfina sdo escassos, mesmo podendo prover informacdoes de extrema
aplicabilidade pratica.

Neste contexto, o presente estudo enfoca o comportamento locomotor de adultos de
R. dominica submetidos a fumigacdo em concentragdes subletais de fosfina, além de verificar
a influéncia de desvantagem adaptativa no comportamento locomotor (Artigo 1); e determinar
a magnitude do desenvolvimento de resisténcia a fosfina e sua estabilidade, além de

determinar possiveis alteracdes fisiolégicas e comportamentais e a associacdo do



desenvolvimento da resisténcia com custos adaptativos em populacdes de R. dominica (Artigo

2).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o comportamento locomotor de Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera: Bostrichidae) sob concentragdes subletais de fosfina, e investigar a influéncia de
desvantagens adaptativas sobre o comportamento locomotor. Trés populagdes de R. dominica
foram utilizadas: uma suscetivel e duas resistentes a fosfina (com e sem custo adaptativo
devido a resisténcia). Insetos adultos das trés populagdes de R. dominica foram submetidos,
individualmente, a concentra¢des subletais de fosfina em uma arena de acrilico hermética. Os
pardmetros referentes ao comportamento locomotor foram registrados utilizando-se um
sistema de monitoramento por video: distancia caminhada, velocidade de caminhamento,
tempo de repouso e nimero de paradas do inseto na arena. Os insetos também foram
submetidos a bioensaios de concentragdo-mortalidade com estimativa das concentragdes letais
para as trés populacdes. De modo geral, o incremento nas concentragdes de fosfina reduz a
distancia caminhada e a velocidade de caminhamento. Por outro lado, observa-se aumento no
tempo de repouso € no numero de paradas na arena com o aumento das concentracOes
aplicadas para as trés populacdes. A reducdo da mobilidade dos insetos pode aumentar a
exposicdo ao fumigante, maximizando a eficicia de fumigacdo, em ambientes sem
possibilidade de escape ou fuga. Assim, a atividade locomotora de insetos-praga sob
concentracdes subletais de fosfina fornece novas informagdes que podem ser adicionadas ao
manejo da resisténcia e em programas de manejo integrado de pragas de produtos

armazenados.

Palavras-chave: Menor broqueador dos graos, resisténcia a fosfina, resisténcia

comportamental, fumigacao, pragas de graos armazenados.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the locomotory behavior of Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera: Bostrichidae) populations under sublethal phosphine concentrations, and
investigate the influence of adaptive costs on locomotory behavior. Three populations of R.
dominica were used, one susceptible and two resistant to phosphine (with and without
adaptive costs). Adults of the three populations of R. dominica were individually submitted to
sublethal phosphine concentrations on acrylic hermetic arena. The following parameters
related to locomotory behavior were recorded using a video monitoring system: walking
distance, walking velocity, resting time and number of stops on the arena. Concentration-
mortality curves were performed, and lethal concentrations were estimated for the three
populations. The increase in phosphine concentrations reduces the walking distance and
walking velocity. Moreover, there is an increase in the resting time and the number of stops
on the arena with the increasing phosphine concentrations, for the three populations. Low
mobility of insects reduces exposure to the fumigant, compromising its effectiveness. Thus,
the locomotory activity of insect pests under sublethal phosphine concentrations should be
considered in resistance management programs and integrated pest management of stored

product insects.

Key Words: Lesser grain borer, phosphine resistance, behavioral resistance, fumigation,

stored grain insect pests.
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1. Introducao

O fumigante fosfina (PH;) é amplamente utilizado na protecdo de produtos
armazenados devido ao seu baixo custo, eficdcia, rdpida difusdo no ar, facilidade de uso e
pelos baixos residuos que podem contaminar os graos (Chaudhry, 1997; Bell, 2000). Estas
vantagens somadas a eliminagdo gradual das substancias que depreciam a camada de ozonio,
como o brometo de metila, apontam a fosfina como o principal fumigante disponivel para a
protecdo dos graos armazenados (UNEP, 1995; White & Leesch, 1996; Bell, 2000; Zettler &
Arthur, 2000; Mills, 2001; Daglish, 2004).

A utilizacdo massiva e intensa da fosfina vem proporcionando uma selecdo de
populacdes resistentes em todo mundo e consequente reducdo da eficiéncia do controle de
insetos-praga (Rajendran, 1999; Zeng, 1999; Bell, 2000; Mills, 2001; Collins et al., 2003;
Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007). No Brasil o primeiro levantamento para detec¢ao de
resisténcia a fosfina foi realizado no periodo de 1972/1973 pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), que a época ndo detectou populacdes resistentes
(Champ & Dyte, 1976). O primeiro relato de resisténcia a fosfina no Brasil em insetos-praga
de produtos armazenados data da década de 90 (Pacheco et al., 1990; Sartori et al., 1990).
Apés este relato, estudos recentes detectaram altos niveis de resisténcia a fosfina em
populacdes brasileiras de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) (Lorini et al.,
2007; Pimentel et al., 2007). Estes estudos revelaram ainda desvantagens adaptativas,
influenciando negativamente o desenvolvimento dos insetos resistentes, e reducdo da taxa
respiratéria das populacdes resistentes como principal mecanismo de resisténcia a fosfina
(Pimentel et al., 2007; Sousa et al., 2009).

Os insetos-praga de produtos armazenados podem resistir a fumigacdo com fosfina

tanto pela evolug¢do de mecanismos fisiolégicos, como pela redu¢do da taxa respiratoria, como
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também por mecanismos comportamentais, que podem minimizar a exposi¢do de uma
populacdo ao fumigante, evitando assim os efeitos letais da fosfina (Georghiou, 1972;
Lockwood et al., 1984; Haynes, 1988; Hoy et al., 1998).

Estudos sobre a agdo dos inseticidas usualmente priorizam os efeitos de carater
fisiolégico e bioquimico, dando pouca atencdo as respostas comportamentais do organismo
resultantes da exposi¢cdo ao inseticida (Kongmee et al., 2004; Guedes et al., 2009). Estudos
comportamentais sobre resisténcia a fosfina sdao escassos na literatura. Winks (1985) e Winks
& Waterford (1986) sugeriram a narcose como um mecanismo de protecdo em insetos
expostos a altas concentragdes de fosfina, contudo, estes autores ndo exploraram os possiveis
mecanismos comportamentais desenvolvidos pelos insetos. Este cendrio tem motivado
esforcos para determinacdo de possiveis alteragdes ou adaptacdes comportamentais dos
insetos como mecanismo de resisténcia a fosfina. Estas caracteristicas bidticas relacionadas
com a resisténcia a inseticidas, como repeléncia a inseticidas, desvantagens adaptativas e
resisténcia comportamental, podem apresentar importancia pritica no manejo da resisténcia
(Lockwood et al., 1984; Denholm & Rowland, 1992; Hoy et al., 1998; Guedes et al., 2008,
2009; Pereira et al., 2009).

O uso de inseticida, em niveis que ndo causam mortalidade, pode influenciar o
comportamento dos insetos. No entanto, existem poucos estudos que abordam com maior
detalhamento potenciais efeitos comportamentais de doses subletais de fosfina em populagcdes
de insetos-praga (Haynes, 1988). Muitas unidades armazenadoras em todo mundo, ndo
apresentam condicoes ideais de hermeticidade em suas estruturas (Bell, 2000; Mills, 2001;
Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007). Assim, os insetos submetidos a fumigacdo ficam

expostos a concentragdes subletais de fosfina, que sao ineficientes no controle, gerando falhas
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de controle e favorecendo a repeticao de aplicacdes de produtos, o que favorece a selecdo para
resisténcia (Haynes, 1988; Chaudhry, 1997; Bell, 2000; Mills, 2001).

O comportamento de diferentes populacdes submetidas a concentragdes subletais é
um tema pouco estudado. Bond & Upitis (1973) e Hobbs & Bond (1989) estudaram o efeito
de concentragdes subletais de fosfina no desenvolvimento e mortalidade de diferentes
espécies de insetos-praga de produtos armazenados. Contudo, ndo se conhecem estudos com
foco nas alteracdes comportamentais associadas ao caminhamento dos insetos com diferentes
niveis de suscetibilidade sob fumigacdo. A sobrevivéncia do inseto pode ser favorecida se o
seu comportamento ¢ modificado para evitar um ambiente com gis, por conseguinte, a
fumigacdo se torna menos eficaz e o controle e o manejo dos insetos-praga mais dificil
(Haynes, 1988; Barson et al., 1992).

A elucidacdo de possiveis modificacdes comportamentais de individuos expostos a
fumigagdo pode proporcionar novos caminhos para maior efetividade do manejo integrado de
pragas de produtos armazenados. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo verificar
padrdes comportamentais de caminhamento dos individuos de diferentes populacdes
brasileiras de R. dominica sob fumigacdo. Investigou-se ainda se a presenga de desvantagens
adaptativas, associadas com a resisténcia a fosfina, pode influenciar os padrdes

comportamentais de caminhamento dos individuos sob fumigacdo.

2. Material e Métodos

2.1. Populagoes de Insetos
Os bioensaios foram realizados utilizando-se trés populagdes de R. dominica. A
primeira populacdo utilizada neste trabalho foi considerada padrdo de susceptibilidade a

fosfina. Esta populacdo é proveniente do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA)/
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USP, localizado no municipio de Piracicaba, SP e vem sendo criada em laboratério por
aproximadamente seis anos na auséncia de inseticidas. A suscetibilidade a fosfina desta
populacdo é conhecida e sempre verificada (Pimentel et al., 2007, 2008). A segunda
populacdo foi originalmente coletada em silos com graos de milho e sorgo infestados no
municipio de Uberlandia, MG em 2004. A populacdo de Uberlandia é resistente a fosfina e
ndo apresenta custo adaptativo devido a resisténcia (resistente sem custo) (Pimentel et al.,
2007, 2008).

A terceira populagdo foi originalmente coletada em silos com graos de milho
infestados no municipio de Palmital, SP em 2005. Esta populacdo é resistente a fosfina e
apresenta pior desempenho reprodutivo em relagdo a populacdo suscetivel, caracterizando
desvantagem adaptativa devido a resisténcia (resistente com custo). A resisténcia a fosfina
desta populagdo € conhecida assim como a presenca de desvantagem (custo) adaptativa em
relagcdo a populagdo suscetivel (Pimentel et al., 2007, 2008; Sousa et al., 2009).

As populagdes foram multiplicadas a partir dos insetos contidos nas amostras
originais coletadas no campo, e as criagdes foram mantidas em recipientes de vidro (1,5 L),
dentro de camaras climdticas tipo B.O.D., sob condi¢des controladas de temperatura (30 + 2
°C) e umidade relativa (70 = 10%). O substrato utilizado para manuten¢do das populagdes foi

trigo (graos inteiros) com 13% de umidade, isento de pragas e inseticidas.

2.2. Bioensaios de concentracdo-resposta

Os bioensaios de toxicidade a fosfina foram conduzidos conforme método padrio
recomendado pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
(FAO, 1975). Para a estimativa das curvas de concentragdo-resposta para as trés populagoes,

procedeu-se a exposi¢ao de 50 insetos adultos, em quatro repeticdes, por um periodo de 20 h a
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concentra¢do discriminante (CD) do gds fumigante (0,03 mg L' para R. dominica) a 25 °C e
70% UR. Com base na mortalidade dos insetos nesta concentracdo, foram estipuladas
concentracdes maiores ou menores a fim de se obterem valores de mortalidade variando entre
0 a 100%. Assim, foi estipulada uma faixa de cinco a oito concentragdes, que contemplassem
o intervalo de mortalidade de 0 a 100%, para as trés populagdes testadas.

O gas fumigante fosfina (86% de pureza) foi produzido utilizando-se comprimidos
de fosfeto de aluminio (0,6 g) em solugdo 4cida (5% écido sulfdrico). Os insetos adultos
foram acondicionados em frascos plasticos (7,0 cm de didmetro superior X 5,5 cm de didmetro
inferior) ventilados (volume de 140 mL). Como camaras de fumigacdo, foram utilizados
dessecadores de vidro, adaptados com uma mangueira de silicone (10 cm de comprimento). A
aplicacdo do gas nos dessecadores foi realizada por meio de seringa especifica para gases
(Hamilton Gastight® Syringes, Nevada, USA) diretamente nas mangueiras de silicone
adaptadas aos dessecadores.

Ap06s o periodo de exposi¢do ao gdas fumigante (20 h), os insetos foram retirados dos
dessecadores, expostos ao ar atmosférico por cerca de 30 min. e posteriormente transferidos
para placas de Petri (140 mm de diametro x 10 mm de altura), com a mesma dieta utilizada
nas criacdes. Estas placas foram mantidas armazenadas por 14 dias em camaras tipo B.O.D.
(25 = 1 °C), conforme o método padriao. Apds este periodo, foram realizadas as avaliacdes de

mortalidade, contando-se 0s insetos mortos € vivos.

2.3. Bioensaios comportamentais
A metodologia utilizada nos bioensaios comportamentais foi adaptada de Watson &
Barson (1996), Watson et al. (1997), Pereira et al. (2009) e Guedes et al. (2008, 2009). As

arenas utilizadas nestes bioensaios foram confeccionadas em material acrilico transparente,
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com 15,0 cm de diametro e volume interno de 0,345 L. Para introducao dos insetos adultos foi
deixada uma abertura lateral de 1,3 cm de didmetro lacrada com septo de borracha (tipo
penicilina) e selada com cola quente, durante os bioensaios com fosfina.

O gas fosfina, gerado em condigdes ja descritas, foi injetado na arena através do
septo de borracha com o auxilio de seringas especificas para gases, em uma concentracao pré-
determinada. Foram utilizadas seis concentracOoes de fosfina para cada populacdo: a
concentra¢do recomendada para fumigacdo (2,0 mg L") e concentragdes estimadas pelas
curvas de concentracdo-resposta para cada populacdo (correspondente a CL,y, CLs), CLss,
CLos), mais o tratamento controle sem aplicacdo de gés. E interessante salientar que a escolha
destas concentragdes foi baseada nas curvas de concentragdo-mortalidade determinadas para
as trés populagdes. Contudo, estas concentragdes tornam-se subletais, devido ao curto periodo
de exposicao utilizado nos bioensaios de comportamento locomotor (10 min.) em relagdo ao
periodo de exposi¢do utilizado na estimativa das curvas de concentragdo-mortalidade (20 h).
Para a populacdo suscetivel, as concentragdes utilizadas foram de: 0,00; 0,010; 0,067; 0,18;
0,76 € 2,00 mg L'; para a populacio resistente sem custo, de: 0,00; 0,66; 2,00; 2,73; 5,76 €
16,89 mg L''; e para a populagdo resistente com custo, de: 0,00; 2,00; 3,74; 5,72; 7,15 ¢ 9,87
mg L. De acordo com ensaios preliminares, estas concentragdes de fosfina ndo causam
nenhum efeito letal nos insetos expostos por intervalos curtos (<20 min.).

Nos ensaios comportamentais, foram utilizados insetos adultos, ndo-sexados, com
idade entre 3 e 7 dias apds a emergéncia. Os insetos foram pré-aclimatados as arenas por um
periodo de 24 h, antes dos bioensaios definitivos. Posteriormente, um inseto adulto foi
colocado na arena, procedeu-se entdo o seu fechamento com septo de borracha e cola quente,
aplicacdo do gds na concentragdo requerida e posterior acomodacdo sob o sistema de

rastreamento formado por uma camera de video acoplada a um computador por um periodo
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de 10 min. (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal — Canadd). Os parametros
comportamentais avaliados foram distancia percorrida (cm), tempo em movimento (s),
velocidade média de caminhamento (cm s™) e ndmero de paradas na arena, que é o niimero de
vezes que o inseto interrompe o movimento na arena. O experimento foi delineado
inteiramente ao acaso com 20 repeti¢cdes e estruturado em um fatorial (3 populacdes x 6
concentracdes) cada repeticdo constituindo-se de um tnico inseto para cada concentracio
aplicada nas trés populagcdes. A cada repeti¢do, a arena foi substituida por outra previamente

limpa e arejada para completa eliminagdo de possiveis residuos do gds fumigante.

2.4. Andlises estatisticas

Os resultados de mortalidade foram submetidos a andlise de Probit (Finney, 1971),
por intermédio do procedimento PROC PROBIT do programa SAS (SAS Institute, 2000),
gerando as curvas de concentracdo-mortalidade. Os dados de mortalidade obtidos foram
corrigidos pela mortalidade que ocorreu no tratamento controle (Abbott, 1925). A razdo de
resisténcia (RR) e o intervalo de confianca (P < 0,95) para cada populagdo foram calculados
segundo metodologia proposta por Robertson et al. (2007).

Os parametros de caminhamento das trés populacdes de R. dominica sob fumigacao
foram submetidos a analise de regressdo utilizando-se o programa TableCurve 2D para ajuste
dos modelos de regressdo (SPSS, 2000). Os modelos de regressdo foram testados desde os
mais simples (linear e ndo linear) até modelos alternativos de maior complexidade (nio-linear
exponencial). A sele¢cdo do modelo foi realizada com base na simplicidade, aliando valores
elevados de F (e quadrado médio) e no incremento do coeficiente de determinagio (R?) com a
complexidade do modelo. Os dados referentes ao caminhamento das trés populagdes de R.

dominica no tratamento controle (sem aplicacdo de fosfina) foram submetidos a andlise de
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variancia univariada (PROC UNIVARIATE; SAS Institute, 2000), seguida de teste de Tukey

(P < 0,05) utilizando o procedimento PROC GLM do programa SAS (SAS Institute, 2000).
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3. Resultados

3.1. Toxicidade a fosfina

Os resultados dos bioensaios de concentracao-mortalidade para as trés populacdes de
R. dominica mostram baixos valores de qui-quadrado (¥?) (<7,00) e valores elevados de P
(>0,05), indicando adequacdo dos dados ao modelo probit para estimativa das curvas de
concentracdo-mortalidade. Isto possibilitou as estimativas das concentracdes letais para as trés
populacdes (Tabela 1).

As curvas de concentracdo-mortalidade indicaram niveis elevados de resisténcia a
fosfina para duas populacdes sabidamente resistentes, que apresentaram razao de resisténcia
(RR) superior a 85 e 44 vezes (resistente com custo e resistente sem custo, respectivamente).
Os resultados também confirmam a suscetibilidade a fosfina da populacdo suscetivel,
conforme determinado por Pimentel et al. (2007). As inclina¢des das curvas de concentragao-
mortalidade variaram entre as populagdes, variacdo que esteve entre 1,55 + 0,12 (populagao

suscetivel) e 6,94 £ 0,52 (populacdo resistente com custo) (Tabela 1).

3.2. Bioensaios comportamentais

Os padroes caracteristicos de caminhamento para as trés populagdes de R. dominica
em arena completamente tratada com concentracio subletal (correspondente a CLys estimada
para cada populacdo) e no tratamento controle sdao apresentados na Figura 1. Os padroes de
caminhamento ilustram o comportamento das trés populacdes de R. dominica na arena
tratada, evidenciando o efeito subletal da fumigacdo sobre os insetos. O incremento nas
concentracoes de fosfina reduz a distdncia caminhada, assim como a velocidade de
caminhamento. Por outro lado, observa-se aumento no tempo de repouso € no nimero de
paradas na arena com o aumento das concentracdes aplicadas (Figuras 2 a 5).
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Os resultados referentes a distancia percorrida no tratamento controle (sem aplicacao
de fosfina) mostraram diferenca significativa entre as trés populacdes (Foso = 9,59; P <
0,0003), com a populagdo suscetivel percorrendo maior distancia (325,65 + 45,84 cm) e a
populacdo resistente com custo a menor distancia (276,97 + 30,13 cm) (Tabela 2). Os demais
parametros de caminhamento, tempo de repouso (F.so = 1,86; P > 0,1647), velocidade de
caminhamento (Fps9 = 1,17; P > 0,3173) e nimero de paradas na arena (Fps9 = 2,94; P >
0,0607) ndo apresentaram diferenca significativa no tratamento controle (Tabela 2).

Os resultados das curvas ajustadas, bem como os modelos, para os quatro parametros
de caminhamento na arena tratada com diferentes concentracdes de fosfina sdo apresentados
na Tabela 3. As curvas de distancia caminhada para as duas populacdes resistentes foram
adequadamente ajustadas utilizando-se regressdao linear simples, enquanto a populacio
suscetivel obteve melhor ajuste com o modelo de poténcia (Tabela 3). As curvas referentes ao
tempo de repouso para as populacdes resistente com custo e suscetivel foram ajustadas
utilizando-se modelos de poténcia, enquanto a curva para a populacdo resistente sem custo
obteve melhor ajuste com o modelo linear simples (Tabela 3). As curvas referentes ao
parametro velocidade de caminhamento foram ajustadas utilizando-se o modelo poténcia,
para as trés populacdes (Tabela 3). Para o nimero de paradas na arena, as curvas das
populacdes resistentes foram ajustadas com o modelo linear simples, enquanto a curva para a
populacdo suscetivel foi mais bem representada pelo modelo poténcia (Tabela 3).

Observou-se tendéncia de reducdo da distdncia caminhada com o aumento da
concentracdo de fosfina para as trés populacdes avaliadas (Figura 2). A populagdo resistente
com custo apresentou maior decréscimo relativo na distdncia caminhada entre as trés
populacdes de R. dominica (Figura 2). A populagdo resistente com custo apresentou redugdo

média na distdncia caminhada de 52,5% na CLos (9,87 mg L") em relagio ao controle (0,00
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mg L™). Menor redugio relativa na distAncia caminhada quando se compara o controle com a
maior concentracdo aplicada foi observada na populacio suscetivel e na populacdo resistente
sem custo, cuja variacao foi de 36,5% e 23,7%, respectivamente (Figura 2).

A populagdo resistente com custo novamente apresentou maior incremento no tempo
de repouso entre o tratamento controle e a maior concentragdo aplicada, com variacdo
proxima de 55% de aumento no tempo de repouso (Figura 3). A populagcdo suscetivel e a
populacdo resistente sem custo apresentaram aumento no tempo de repouso de 44% e 45%,
respectivamente, entre a menor € maior concentracao aplicada, valores inferiores em relacao a
populacdo resistente com custo (Figura 3).

Observou-se redu¢do na velocidade de caminhamento com o aumento da
concentracdo de fosfina aplicada, para as trés populagdes de R. dominica avaliadas (Figura 4).
A populagdo resistente com custo apresentou maior reducao na velocidade de caminhamento
com o aumento das concentracdes aplicadas entre as trés populacdes estudadas. A populacao
resistente com custo apresentou 26% de reducdo na velocidade de caminhamento entre o
tratamento controle e a maior concentragao aplicada (Figura 4). A populacdo suscetivel e a
populacdo resistente sem custo apresentaram reducdo mais discreta na velocidade de
caminhamento em comparacdo com a populacdo resistente com custo. A redu¢do média na
velocidade de caminhamento para a populacdo suscetivel e a populacio resistente sem custo
foi de aproximadamente 8,2% e 2,7% entre o tratamento controle e a maior concentracao
aplicada (Figura 4).

O numero médio de paradas na arena foi maior a medida que se aumentaram as
concentracdes de fosfina aplicada, para as trés populacdes de R. dominica avaliadas. Isto
significa que os insetos tendem a aumentar o nimero de paradas em concentragdes maiores do

gds fumigante (Figura 5). A inclinacdo da curva da populagcdo resistente com custo foi
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superior a inclinacdo das demais populacdes, ou seja, a populacdo resistente com custo
apresentou maior incremento no nimero de paradas na arena entre o tratamento controle e a
maior concentragdo aplicada, isto representa uma variacao de 20% de aumento no nimero de
paradas na arena nas maiores concentragdes (Figura 5). A populacdo suscetivel assim como a
populacdo resistente sem custo apresentaram menor incremento entre o tratamento controle e

a maior concentracao aplicada, cerca de 13,7% e 11,3%, respectivamente.

24



4. Discussao

Resisténcia a fosfina em populagdes brasileiras de R. dominca tem sido relatada com
certa frequéncia nas dltimas duas décadas (Pacheco et al., 1990; Sartori et al., 1990; Lorini et
al., 2007; Pimentel et al., 2007, 2008). Contudo, estudos recentes, além de apontarem niveis
elevados de resisténcia a fosfina, assinalam a redugdo da taxa respiratéria das linhagens
resistentes como mecanismo predominante de resisténcia, e relatam ainda desvantagens
adaptativas de algumas populacdes devido a resisténcia (Pimentel et al., 2007; Sousa et al.,
2009). Os resultados dos bioensaios de concentragdo-resposta mostram que as populacdes
resistentes (com e sem custo) mantém niveis elevados de resisténcia a fosfina, quando
comparadas com estudos anteriores (Pimentel et al., 2007, 2008) e com outros estudos
semelhantes com populagdes brasileiras (Lorini et al., 2007). A suscetibilidade a fosfina
também foi confirmada para a populacdo considerada padrao de suscetibilidade (Pimentel et
al., 2007, 2008).

Os resultados dos bioensaios comportamentais mostraram reducdo da distancia
caminhada e da velocidade de caminhamento das trés populacdes, como resposta induzida
pela exposi¢do a concentracdes subletais de fosfina. Além disso, o tempo de repouso € o
numero de paradas na arena aumentaram de forma diretamente proporcional ao aumento das
concentracdes de fosfina, um padrdo que foi observado nas trés populagdes avaliadas. Desta
forma, verificaram-se alteracdes nos padrdoes comportamentais dos insetos das trés populacdes
quando expostos a concentragdes subletais de fosfina. Os resultados indicam que individuos
sob fumigacdo apresentam redu¢do na mobilidade normal, permanecendo mais tempo
parados, percorrendo distancias menores de forma mais lenta. Guedes et al. (2008) relataram

padrdao semelhante com reducdo de mobilidade de Liposcelis bostrychophila Badonnel e L.
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entomophila (Enderlein) (Psocoptera: Liposcelididae) em arenas de concreto parcialmente
(metade) ou totalmente tratadas com B-ciflutrina, clorfenapir e piretrinas.

De acordo com Haynes (1988), alguns compostos inseticidas podem estimular ou até
mesmo reduzir a mobilidade, afetando o comportamento locomotor dos insetos. Os inseticidas
podem deixar os insetos sem coordenacdo ou até mesmo promover convulsdes, podendo
interferir significativamente na reproducdo, na localizagdo de presas ou alimento, na
dispersdo, migracao e alimentacdo destes individuos (Haynes,1988).

A reducdo da atividade locomotora dos insetos adultos de R. dominica sob
concentracdes subletais de fosfina era, de certa forma, esperada. Isto porque o principal
mecanismo de resisténcia a fosfina relatada em espécies de insetos-praga estd relacionado
com a menor captacdo (ou absor¢do) de fosfina (Price, 1981; Chaudhry, 1997). Esta reducao
na captacdo pelos insetos resistentes aparece como resultado da reducdo da taxa respiratéria
em populagdes resistentes a fosfina (Price, 1984; Chaudhry & Price, 1990; Chaudhry, 1997;
Pimentel et al., 2007, 2009). A redu¢do da taxa respiratdria € um reflexo provavel da reducdo
do metabolismo dos insetos, que pode leva-los a paralisia, quando atinge uma concentragao
limiar (Winks, 1985; Winks & Waterford, 1986; Nakakita, 1987). A reducdo da atividade
locomotora sob fumigacdo pode ser uma consequéncia da exposi¢ao a altas concentracdes do
fumigante, que também conduzem a paralisia dos insetos expostos (Winks & Waterford,
1986; Daglish et al., 2004).

Em consequéncia da redu¢do na distdncia caminhada e da velocidade de
caminhamento com o aumento das concentra¢des de fosfina, o tempo de repouso e o nimero
de paradas na arena tendem a aumentar. Estes foram padrdes observados para as trés
populacdes avaliadas, porém as duas populacdes resistentes (principalmente a populacdo

resistente com custo) apresentaram comportamento ligeiramente diferenciado em relagdo a
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populacdo suscetivel. Esta observacdo pode confirmar a hipdtese que buscava avaliar a
influéncia de desvantagens adaptativas, associadas com a resisténcia a fosfina, com supostas
alteracdes nos padroes comportamentais de caminhamento destes individuos sob fumigacao.
No entanto, considerando os resultados do comportamento das trés populagdes no
tratamento controle (sem fosfina), pode-se observar que a populacdo resistente com custo
percorre uma distancia menor, em relacdo as outras duas populacdes estudadas (Figuras 1 e
2). Segundo Georghiou (1972), reducdo na locomog¢do pode abreviar a exposicdo e
consequentemente o contato dos insetos em superficies ou ambientes tratados com inseticidas
de contato. Neste caso, o custo adaptativo pode favorecer a linhagem resistente por
proporcionar menor exposicdo a um ambiente contaminado com inseticidas pela menor
locomogdo dos individuos. Ainda segundo Georghiou (1972), esta caracteristica (locomog¢ao
reduzida) pode ter sido incorporada acidentalmente a populacdo ou foi resultado de
endogamia, pois a redu¢do no comportamento locomotor dos insetos pode ser um fendmeno
comum relacionado a linhagens resistentes (Haynes, 1988). Assim, a redu¢do na distancia
percorrida e na velocidade de caminhamento por parte da populagcdo resistente com custo
pode ser explicada pelo alto nivel de resisténcia a fosfina desta populagdo (RR>85 vezes).
Guedes et al. (2009), trabalhando com trés populacdes de caruncho de milho
[Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae)] em arenas parcialmente
(metade) e totalmente tratadas com residuo seco de deltametrina, relataram resisténcia
comportamental destas populagdes expressa por menor atividade locomotora do inseto. Esses
autores discutem a resisténcia comportamental nos carunchos do milho como estimulo-
independente, ou seja, a resisténcia nestas populacdes € independente da concentracio, pois €
consequéncia da diferente composicao genética das populacdes. A reducdo na atividade

locomotora dos carunchos ndo foi dependente da concentracdo de deltametrina, cuja relacao
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ndo foi significativa, indicando que o comportamento locomotor € caracteristica do sexo e da
populacdo, sendo independente dos estimulos das doses do inseticida testados no estudo
(Guedes et al., 2009).

A elucidacao dos padrdes de comportamento locomotor relacionados aos diferentes
niveis de resisténcia a fosfina sdo consideracdes importantes para a dispersdo da sua
resisténcia a fosfina. Além disso, a reducio na distancia caminhada com aumento do tempo de
repouso potencialmente reduz a exposicdo ao fumigante, comprometendo a eficicia de
fumigac¢do devendo entdo, ser considerada em pesquisas de manejo da resisténcia e em
programas de manejo integrado de pragas de produtos armazenados.

Os padrdoes comportamentais verificados para as trés populacdes, submetidas a
concentracdes subletais de fosfina, podem ser encontrados em instalagcdes de armazenagem
sem padrdes aceitdveis de hermeticidade (Mills, 2001). A exposi¢do dos individuos das
diferentes populagdes a concentragdes subletais de fosfina mostrou-se dependente da
concentracdo, pois a reducdo da distancia caminhada e da velocidade de caminhamento foi
dependente da concentragdo de fosfina aplicada. Em concentracdes mais elevadas de fosfina
ou com maiores periodos de exposi¢do, padroes comportamentais semelhantes podem ser
verificados, o que pode encorajar mais estudos com impacto pritico para a protecio dos
produtos armazenados. Estudos posteriores podem ser realizados visando a detec¢do de
resisténcia comportamental em populagdes de R. dominica, bem como em outras espécies-
praga de insetos de produtos armazenados que também apresentam niveis elevados de

resisténcia a fosfina ja reportados para o Brasil (Pimentel et al., 2007, 2008, 2009).
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Tabelas

Tabela 1. Suscetibilidade das populacdes suscetivel e resistentes de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) a fosfina (PH;)

Inclinacao CLs, (IF 95%) CLy; (IF 95%)
Populacoes N? RR CL;, (IF 95%) )& P
+ EP.M." mg L' mg L'
Suscetivel 700 1,55 + 0,067 (0,055-0,079) 1,0 0,763 (0,578-1,097) 3,52 0,62
0,12
Resistente sem custo 600 2,08 + 2,725 (2,372-3,103) 40,8 (32,6-51,2) 16,889 (13,323-22,941) 3,99 0,55
0,15
Resistente com custo 550 6,94 + 5,715 (5,486-5,947) 85,7 (71,1-103,2) 9,865 (9,145-10,885) 6,41 0,17
0,52

* N = Ndmero total de insetos por bioensaio; ® EPM = Erro padrio da média; CL = Concentragio letal; IF 95% = Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR = Razdo de

Resisténcia: CLs, da populagdo resistente/CLs, da populagdo suscetivel; > = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Tabela 2. Parametros de caminhamento das populacdes suscetivel e resistentes de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) no

tratamento controle, sem aplicacdo de fosfina (PH;)

Distancia Tempo de repouso Velocidade de Niimero de
Populacoes
caminhada (cm) (s) caminhamento (cm s')  paradas na arena
Suscetivel 325,65 25,84 a 120,57 £ 44,13 a 0,724 £ 0,104 a 741,40 £ 234,68 a
Resistente sem custo 312,49 20,96 a 154,60 + 22,89 a 0,730 £ 0,076 a 847,00 + 144,75 a
Resistente com custo 276,97 +£20,13 b 146,25 + 36,79 a 0,759 £ 0,043 a 876,30 £ 163,05 a

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia. E.P.M. = Erro padrdo da média.
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Tabela 3. Sumadrio das andlises de regressao linear e ndo linear para os parametros comportamentais relacionados ao caminhamento de adultos de

Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) submetidos 2 fumiga¢io com fosfina (PH;), x em mg L.

Variaveis Modelo Populacoes Parametros estimados (= E.P.M.) F R?
a b c

Distancia caminhada (cm) y=a+bx Resistente sem custo 2994 + 6,5 -5,9+0,9 nd 4 45,37 0,86
y=a+bx Resistente com custo  244,7 + 19,6 -12,9+34 nd 4 14,27 0,64

y=a+bx¢ Suscetivel 328,1 £ 13,7 -72,3+ 143 0,12+0,06 3 16,12 0,79

Tempo de repouso (s) y=a+bx Resistente sem custo  150,4 + 4,0 7,6 +£0,5 nd 4 197,64 0,97
y=a+bx"  Resistente com custo 159,2 + 14,7 62,5 +6,7 nd 4 86,01 0,93

y=a+bx¢ Suscetivel 118,4 + 16,7 90,6 + 18,0 0,13+006 3 15,35 0,78

Velocidade de y=a+bx"  Resistente sem custo 0,72 + 0,01 -0,01 £ 0,01 nd 4 13,12 0,61
caminhamento (cm S’l) y=a+bx" Resistente com custo 0,76 + 0,01 -0,13 £ 0,01 0,21 £ 0,03 3 368,39 0,99
y=a+bx">  Suscetivel 0,72 +£ 0,003 -0,02 £0,004 nd 4 28,56 0,80

Numero de paradas na y=a+bx Resistente sem custo  887,7 + 17,0 6,6+23 nd 4 8,22 0,45
arena y=a+bx Resistente com custo  856,4 + 33,7 18,2 +5.8 nd 4 9,67 0,63
y=a+bx‘ Suscetivel 699,8 + 54,0 258,4 + 50,6 0,07+0,03 3 52,85 0,93

Todos os parametros estimados foram significativos (P < 0,02) pelo teste ¢ e todos os modelos significativos (P < 0,03) pelo teste F.
E.P.M. = Erro padriao da média, nd = Parametro ndo determinado.
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Figuras

Control Concentragdo
ontrote Subletal

Suscetivel

Resistente
sem custo

Resistente
com custo

Figura 1. Caminhamento de individuos de trés populacdes de Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera: Bostrichidade) submetidas a arenas ndo tratadas (controle) e tratadas com a

concentracdo subletal (correspondente a CLys especifica para cada populacdo) por 10 min.
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Figura 2. Distancia caminhada (£E.P.M.) por individuos das trés populacdes de Rhyzopertha
dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade) expostos a arena tratada com diferentes
concentracoes de fosfina. Os pontos representam médias de vinte repeticdes para cada
concentracdo aplicada. [Em detalhe: Distancia caminhada (*E.P.M.) por individuos da

populacdo suscetivel de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade) expostos a

concentragdes de fosfina entre 0,0 € 2,0 mg L]
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Figura 3. Tempo de repouso (+E.P.M.) de insetos adultos das trés populacdes de Rhyzopertha
dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade) expostos a arena tratada com diferentes
concentracdes de fosfina. Os pontos representam médias de vinte repeticdes para cada
concentracdo aplicada. [Em detalhe: Tempo de repouso (+E.P.M.) de insetos adultos da
populacdo suscetivel de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade) expostos a

concentragdes de fosfina entre 0,0 € 2,0 mg L]
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Figura 4. Velocidade de caminhamento (+E.P.M.) de insetos adultos, das trés populacdes de
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade), expostos a arena tratada com diferentes
concentracdes de fosfina. Os pontos representam médias de vinte repeticdes para cada
concentracdo aplicada. [Em detalhe: Velocidade de caminhamento (+E.P.M.) de insetos
adultos da populagdo suscetivel de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade)

expostos a concentragdes de fosfina entre 0,0 e 2,0 mg L]
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Figura 5. Numero de paradas na arena (+E.P.M.) de insetos adultos, das trés populacdes de
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade), expostos a arena tratada com diferentes
concentracdoes de fosfina. Os pontos representam médias de vinte repeticOes para cada
concentracdo aplicada. [Em detalhe: Nimero de paradas na arena (xE.P.M.) de insetos
adultos, da populacido suscetivel de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidade),

expostos a concentra¢des de fosfina entre 0,0 € 2,0 mg L]
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a magnitude do desenvolvimento de resisténcia a
fosfina e estabilidade da resisténcia, determinando possiveis alteragdes fisioldgicas,
comportamentais e custos adaptativos associados em populagdes de Rhyzopetha dominica.
Duas populacdes foram utilizadas, uma suscetivel e uma resistente a fosfina. A primeira foi
submetida a selecdo e a segunda foi mantida sem exposicao ao fumigante, por 10 geragdes.
Avaliaram-se os seguintes parametros para todas as geragdes, parentais (P) até F,y, das duas
populacdes: curvas de concentracdo-mortalidade, taxa instantanea de crescimento
populacional (r;), massa corpdrea, taxa respiratoria, consumo de graos pelos insetos, iniciagdo
de voo (decolagem) e parametros comportamentais associados a locomog¢do dos insetos.
Observou-se aumento da razdo de resisténcia a fosfina de =69 vezes entre as geracoes. A
populacdo mantida sem pressdo de selecdo manteve niveis estdveis de resisténcia a fosfina
(RR=1,27 vezes) entre as geracdes. Foram verificados reducdo da taxa respiratéria com a
evolucdo da resisténcia a fosfina e aumento de r; com a evolugdo da resisténcia a fosfina. O
consumo de graos e a massa corpdrea variaram significativamente entre as geracdes, porém
sem tendéncia definida para as duas populacdes. A distdncia caminhada, o tempo de
caminhamento e o nimero de paradas na arena apresentaram reducdo ao longo das geragdes
para a populacdo selecionada, enquanto a populacdo ndo selecionada apresenta
comportamento inverso. A velocidade de caminhamento aumenta ao longo das geracdes para
as duas populacdes. A percentagem de insetos que iniciaram voo aumenta ao longo das
geracdes para a populacao selecionada, enquanto na populacdo que nao foi selecionada ndo se
observa tendéncia de aumento ou reduc¢io no percentual de insetos que iniciam voo ao longo

das geracgdes.
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Palavras-chave: Menor boqueador dos grios, resisténcia a inseticidas, evolugdo

experimental, fumigacao, manejo de resisténcia, pragas de graos armazenados.
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Abstract

The aim of this study was to determine the magnitude of the evolution of phosphine
resistance, and the stability of phosphine resistance in Brazilian populations of Rhyzopertha
dominica, associating physiological, behavioral and biotic characteristics of these populations
under selection and without selection pressure. Two populations were used, one susceptible
and one resistant to phosphine. The first was subjected to selection and the second was kept
without exposure to the fumigant for 10 generations. For all generations, Parental (P) to F,
of the two populations the following parameters were measured: Concentration-mortality
curves, instantaneous rate of increase (r;), body mass, respiration rate, consumption of grain
by insects, the flight take-off, and behavioral parameters associated with locomotion of the
insects (walking distance, walking time, walking speed and number of stops in the arena).
There was an increase of the ratio of phosphine resistance of =69-fold between the P and the
Fyo generation. The unselected population (maintained without selection pressure) exhibited
stable levels of phosphine resistance (=1.27-fold) between the generations. The respiration
rate reduces with the evolution of resistance to phosphine and r; increase with the evolution of
resistance to phosphine. The grain consumption and body mass varied significantly, but no
tendency was detected between the generations, for the two populations. Walking distance,
walking time and number of stops on the arena show increased over the generations for the
selected population, while the unselected population shows an opposite behavior. The
walking velocity increases over the generations for the two populations. The percentage of
insects taking-off for flight increases over the generations for the selected population, while
for the unselected population did not exhibit trend in the proportion of insects taking-off for

flight over the generations.
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1. Introducao

Apesar da importancia econdmica da resisténcia de insetos-praga a fosfina (Knight &
Norton, 1989; Collins, 1990, Whalon et al., 2008), poucos sdo os estudos desenvolvidos sobre
este inseticida, limitando-se a detec¢do do problema (Champ & Dyte, 1976; Pacheco et al.,
1990; Sartori et al., 1990), salvo alguns esforcos recentes (Lorini et al., 2007; Pimentel et al.,
2007, 2008, 2009). Estes estudos revelaram a existéncia de desvantagens adaptativas de
populacdes resistentes, refletindo em menores taxas de crescimento populacional destas em
relacdo as populacdes suscetiveis mostraram, ainda, a redu¢do da taxa respiratéria das
populacdes resistentes como principal mecanismo de resisténcia a fosfina (Pimentel et al.,
2007; Sousa et al., 2009).

Nos programas de manejo da resisténcia sdo fundamentais o levantamento de
informacdes e a elucidacdo de aspectos relacionados a heranca de resisténcia, resisténcia
cruzada, mecanismos fisiol6gicos e comportamentais, evolu¢do do fendmeno e custo
adaptativo dos individuos resistentes na auséncia de selecdo, além do continuo monitoramento
das populacdes de determinada regido ou pais (Roush & McKenzie, 1987; Andow et al.,
2008).

O principal objetivo das investigacdes sobre selecdo para resisténcia € voltado,
principalmente, as alteragOes fisioldgicas que acompanham a selecdo que é medida apenas
pela capacidade adquirida pelos insetos de sobreviver a uma determinada dose de inseticida
(Groeers & Tabashnik, 2000). Entretanto, as alteracdes fisioldgicas, comportamentais e a
evolugdo de custos adaptativos, que podem prejudicar o desempenho reprodutivo dos insetos
resistentes, tém recebido pouca atengdo, principalmente com relagdo ao fumigante fosfina

(Champ & Dyte, 1976; Pimentel et al., 2007; Sousa et al., 2009).
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De forma geral, respostas comportamentais e fisiologicas aos inseticidas estdo
correlacionadas em muitas espécies de insetos-praga (Sparks et al., 1989; Via, 1990; Head et
al., 1995, 1998; Hoy et al., 1998; Jallow & Hoy, 2006). A importancia pratica da correlagdo
genética entre estas duas caracteristicas (resposta fisioldgica e comportamental) dentro de
uma populacdo é que a selecdo de uma caracteristica pode indiretamente resultar em uma
resposta na caracteristica correlacionada (Falconer, 1989). O somatodrio destas informagdes
pode acarretar implicacOes significativas na dispersdo destas populagdes e no refino e
amplificacdo das taticas de manejo e de mitigacdo da resisténcia (Roush & McKenzie, 1987;
Subramanyam & Hagstrum, 1996; Coustau et al., 2000; Andow et al., 2008).

A selecdo intensa e a evolugdo rdpida da resisténcia a inseticidas em populacdes
naturais tém sido um dos obstaculos a serem superados no manejo de insetos-praga (Kence &
Keidje, 1997; Berticat et al., 2008). Assim, é fundamental a elucidac¢io das bases fisioldgicas,
a evolucdo e a estabilidade da resisténcia a fosfina, além de alteragdes comportamentais e
desvantagens adaptativas associadas a evolugdo da resisténcia a esse inseticida (Roush &
McKenzie, 1987; Jallow & Hoy, 2007). Nao existem relatos na literatura de alteracdes
fisiol6gicas, comportamentais e desenvolvimento de custos adaptativos devido a evolucao da
resisténcia a fosfina em insetos-praga de produtos armazenados e até mesmo em populacdes
resistentes sob pouca ou nenhuma pressdo de selecdo. Assim, o objetivo deste estudo €
determinar a magnitude do desenvolvimento e da estabilidade de resisténcia a fosfina,

avaliando alteragdes fisiologicas, comportamentais e custos adaptativos em populacdes de

Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae).
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2. Material e Métodos

2.1. Populagoes de insetos

Os bioensaios foram realizados utilizando-se duas populagdes de R. dominica. A
primeira populacdo é considerada padriao de susceptibilidade a fosfina (Pimentel et al., 2007,
2008). Esta populacdo € proveniente do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA)/USP, Piracicaba, SP, e vem sendo criada em laboratério por mais de seis anos na
auséncia de inseticidas. A segunda populacdo foi coletada em silos com graos de milho e
sorgo em Uberlandia, MG, em 2004. A populacdo de Uberlandia € resistente a fosfina e ndo
apresenta custo adaptativo associado a resisténcia (Pimentel et al., 2007, 2008). As criagdes,
multiplicadas a partir dos insetos contidos nas amostras originais, foram mantidas em
recipientes de vidro (1,5 L), dentro de camaras climéticas tipo B.O.D., sob condi¢des de
temperatura (30 £ 2 °C) e de umidade relativa (70 £ 10%) controladas. O substrato para
manuten¢do das populagdes foi trigo (graos inteiros) com 13% de umidade, isento de pragas e

inseticidas.

2.2. Bioensaios de concentracdo-resposta

Os bioensaios de toxicidade a fosfina para as geracdes das duas populacdes foram
realizados conforme método padrio, recomendado pela Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacio (FAO) (FAO, 1975). Para a estimativa das curvas de
concentragcdo-resposta, para as duas populacdes, procedeu-se a exposi¢do de 50 insetos
adultos, em quatro repeticdes, por um periodo de 20 h a concentracio discriminante (CD) do
gas fumigante (0,03 mg L' para R. dominica), a 25 °C e 70% UR. Com base na mortalidade
dos insetos nesta concentragcdo, foram estipuladas concentragdes maiores ou menores a fim de

obter valores de mortalidade variando de 0 a 100%. Assim, foi estipulada uma faixa de cinco
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a oito concentragdes, que contemplassem o intervalo de mortalidade de 0 a 100%, para as
duas populagdes testadas (resistente e suscetivel) e suas respectivas geracgoes.

O gas fumigante fosfina (86% de pureza) foi produzido utilizando-se comprimidos
de fosfeto de aluminio (0,6 g) em solucdo acida (5% é&cido sulfurico). Os insetos adultos
foram acondicionados em frascos plasticos (7,0 cm de didmetro superior X 5,5 cm de didmetro
inferior) ventilados (volume de 140 mL). Como camaras de fumigacdo, foram utilizados
dessecadores de vidro, adaptados com uma mangueira de silicone (10 cm de comprimento). A
aplicacdo do gds nos dessecadores foi realizada por meio de seringa especifica para gases
(Hamilton Gastight® Syringes, Nevada, USA) diretamente nas mangueiras de silicone
adaptadas aos dessecadores.

Ap6s o periodo de exposicao ao gds fumigante (20 h), os insetos foram retirados dos
dessecadores e expostos ao ar atmosférico, por cerca de 30 min., e posteriormente transferidos
para placas de Petri (140 mm de didmetro x 10 mm de altura), com mesma dieta utilizada nas
criacdes. Estas placas foram mantidas armazenadas por 14 dias em camaras tipo B.O.D. (25 +
1 °C), conforme o método padrdo. Apds este periodo, foram realizadas as avaliagdes de

mortalidade, contando-se 0s insetos mortos € vivos.

2.3. Selecdo para resisténcia a fosfina

A selecdo para resisténcia a fosfina foi realizada com a populagdo suscetivel. Ensaios
preliminares de concentracdo-resposta foram realizados para determinar a suscetibilidade a
fosfina da geracdo parental (P) desta populacdo (secdo 2.2). Os resultados de mortalidade
deste ensaio preliminar foram submetidos a andlise de Probit (Finney, 1971), para determinar
a curva de concentragdo-mortalidade e estimar as concentragdes letais (CL) para a geragdo P

da populagdo suscetivel.
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O experimento de sele¢do para resisténcia a fosfina foi realizado a partir da geracdo
P e foi mantido até a décima geracdo (Fy), totalizando 11 geracdes mantidas sob selecio (P-
Fip). Foram realizadas curvas de concentracdo-resposta para cada geragdo estimando os
parametros toxicoldgicos relativos a toxicidade a fosfina (CLs). Insetos adultos, ndo-sexados,
de cada geracdo, foram selecionados para a resisténcia, expondo-os a fosfina, conforme
descrito anteriormente (se¢cdo 2.2) em concentracdes suficientes para fornecer
aproximadamente 80% de mortalidade (CLg, da geragdo anterior) (Subramanyam &
Hagstrum, 1996).

Em cada geragdo, aproximadamente 1.800 insetos adultos (com no méaximo sete dias
de emergidos) foram submetidos a fumigacdo com a CLg, estimada para a geracdo anterior.
As concentracdes de fosfina utilizadas em cada selecdo foram: 0,232; 0,597; 0,516; 0,696;
1,741; 4,370, 4,183; 5,480; 5,430 e 6,066 mg L, da geragdo P até a décima primeira geragdo
(geracdo Fg), respectivamente, totalizando 11 geracdes. Apds a exposi¢do dos insetos a
fosfina, os sobreviventes eram transferidos para frascos de vidro (1,5 L) com substrato
alimentar (grdos de trigo) para oviposicdo e desenvolvimento até o surgimento da préxima
geracdo. Os individuos desta geracdo (progénie) foram expostos novamente a fosfina, como
descrito acima, e todo o procedimento foi repetido até o surgimento da geracdo F,,. O niimero
minimo de sobreviventes em cada sele¢do, que foram utilizados como pais para as geracoes
posteriores, foi superior a 500 insetos (=27% de sobrevivéncia). Os pardmetros de
herdabilidade foram calculados para a populacdo selecionada utilizando metodologia descrita
por Falconer (1989), Tabashnik (1992), Tabashnik & McGaughey (1994) e Subramanyam &

Hagstrum (1996).
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2.4. Estabilidade da resisténcia

O experimento para verificacdo da estabilidade da resisténcia a fosfina foi realizado
com a populacgdo resistente. Ensaios preliminares de concentragdo-resposta foram realizados
para determinar a suscetibilidade a fosfina da geracdo parental (P) da populacdo resistente
(secdo 2.2). Os resultados de mortalidade deste ensaio preliminar foram submetidos a andlise
de Probit (Finney, 1971), para determinar a curva de concentracdo-mortalidade e estimar as
concentracoes letais (CL) para a geracao P da populacgao resistente.

O experimento de estabilidade da resisténcia a fosfina foi realizado a partir da
geracdo P e foi mantido até a décima geracdo (Fy), totalizando 11 geracdes mantidas sem
exposi¢do a fosfina (P-Fj). Foram realizadas curvas de concentragdo-resposta para cada
geracdo estimando os parametros toxicoldgicos relativos a toxicidade a fosfina (CLsy). Em
cada geracdo, aproximadamente 1.800 insetos adultos (com no mdaximo sete dias de
emergidos) foram separados da geragdo anterior e transferidos para frascos de vidro (1,5 L)
com substrato alimentar (graos de trigo) para oviposi¢ao e desenvolvimento até o surgimento
da préxima geracdo (F,). Estes insetos foram mantidos sem exposicdo a fosfina.

Os insetos foram mantidos por 10 dias nos frascos para oviposi¢do, apds esse
periodo, todos os insetos adultos foram retirados e descartados. Os frascos com as criagdes
foram mantidos a 30 + 2 °C e 70 + 5% UR para o desenvolvimento dos ovos € imaturos até o
surgimento da geracdo F,. Posteriormente, para obten¢do da préxima geragdo, os individuos
desta geracdo foram removidos da geracdo anterior, e todo o procedimento foi repetido até o
surgimento da geracdo Fj,. A taxa de decréscimo da resisténcia (R) foi determinada para a
populagdo resistente (ndo selecionada) pela equacdo: R = log(CLs final) — log(CLs inicial)/n,
em que n € o nuimero de geracOes da populacio mantida sem exposicdo a fosfina

(Subramanyam & Hagstrum, 1996).
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2.5. Ensaios respiratorios

A produgdo de dioxido de carbono (CO,) pelos insetos foi medida em condi¢des de
laboratério (25 °C), utilizando um respirdmetro do tipo TR2 equipado com um analisador de
CO, (Sable System International, Las Vegas, EUA) e metodologia adaptada de Guedes et al.
(2006), Pimentel et al. (2007, 2009) e Pereira et al. (2009). A produc¢do de CO, foi realizada
para cada geracdo (P a F,y) das duas populacdes com vinte insetos adultos, ndo-sexados,
devidamente acondicionados numa camara com capacidade de 25 mL. Apds o periodo de
aclimatizagdo dos insetos (5 h), estas cAmaras foram conectadas a um sistema fechado, onde o
CO, produzido pelos insetos (umol de CO, h) é varrido por um fluxo de ar isento de CO, e
mensurado por um leitor infravermelho conectado ao sistema. Mediu-se também a producao
de CO, em uma camara controle sem insetos. O experimento foi delineado inteiramente ao
acaso com trés repeticdes para cada geracdo das duas populacdes. A taxa respiratdria nao foi
normalizada, em massa, pois tal procedimento pode mascarar as possiveis bases fisioldgicas

da resisténcia a inseticidas e sua mitigacao (Guedes et al., 2006).

2.6. Taxa instantdnea de crescimento populacional (r;), massa corporea e perda de massa
dos grdos

Os ensaios de taxa de crescimento populacional (r;) foram realizados utilizando-se
placas de Petri (140 x 10 mm) contendo 20 insetos adultos das duas populacdes de R.
dominica e graos de trigo inteiros (13% umidade base imida). Para obter insetos de mesma
faixa de idade, os gridos de trigo nos quais eram mantidas as duas populacdes foram
peneirados para retirada de todos os adultos presentes. Apds quinze dias, as progénies obtidas

foram utilizadas para montagem dos experimentos. Vinte insetos adultos, ndo-sexados, foram
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retirados e inseridos nas placas de Petri que continham aproximadamente 50 g de trigo (13%
de umidade, base timida). Imediatamente antes da infestacdo das placas de Petri, realizou-se a
pesagem de cada grupo de 20 insetos, de cada geracdo das duas populacdes, utilizando
balanga analitica, com precisdo de 0,0001 g. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com sete repeticdes para cada geragao das duas populagcdes. Apds 60
dias de armazenamento, as placas foram avaliadas, contando-se o nimero de insetos vivos e
mortos. Além do nimero de insetos vivos e mortos, a massa final dos graos foi registrada a
fim de se obter a perda de massa dos griaos causada pelos insetos. O teor de umidade dos
graos foi também determinado ao final do experimento, tendo-se mantido préximo a 13,6%.
A taxa instantanea de crescimento populacional (r;) foi calculada utilizando-se a equacdo: r; =
In(N¢/N,)/At, em que N; é o numero final de insetos vivos, Ny é o numero inicial de insetos e

At é a duracdo do experimento, em dias (Walthall & Stark, 1997).

2.7. Bioensaios comportamentais

Os bioensaios comportamentais foram realizados com insetos de cada geracdo (P a
Fiy) das duas populacdes com metodologia adaptada de Barson et al. (1992), Watson &
Barson (1996), Watson et al. (1997), Pereira et al. (2009) e Guedes et al. (2008, 2009). As
arenas utilizadas nestes bioensaios foram confeccionadas em material acrilico transparente,
com 15,0 cm de didmetro e volume interno de 0,345 L. Para introducdo dos insetos adultos,
foi deixada uma abertura lateral de 1,3 cm de didmetro que era lacrada com septo de borracha
(tipo penicilina) e selada com cola quente, durante os bioensaios de comportamento
locomotor.

Nos ensaios comportamentais foram utilizados insetos adultos, ndo-sexados, com

idade variando de 5 a 10 dias apds a emergéncia. Os insetos foram alojados em arenas
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similares as utilizadas nos ensaios por um periodo de 24 h com o intuito de aclimatacdo do
inseto a arena. Posteriormente, um inseto adulto foi colocado na arena, procedeu-se entdo ao
seu fechamento com septo de borracha e cola quente, e posterior acomodagao sob o sistema
de rastreamento formado por uma camera de video acoplada a um computador (ViewPoint
Life Sciences Inc., Montreal — Canadd), com iluminacao artificial de duas lampadas de baixa
intensidade (40 W). O conjunto da arena com o inseto foi monitorado para avaliagdo dos
parametros comportamentais por um periodo de 10 min. Os parametros comportamentais
avaliados foram distancia percorrida (cm), tempo em movimento (s), velocidade média de
caminhamento (cm s') e nimero de paradas na arena, que é o nimero de vezes em que o
inseto interrompe o movimento na arena. O experimento foi delineado inteiramente ao acaso,
com 20 repeti¢des para cada geracdo das duas populacdes de R. dominica, e cada repeticao se

constituiu de um inseto. A cada repeti¢do a arena foi substituida por outra previamente limpa.

2.8. Bioensaios de iniciacdo de voo

Os bioensaios de descolagem ou iniciacdo de voo foram realizados para cada geracdo
(P a Fy) das duas populacdes de R. dominica, com metodologia adaptada de Aslam et al.
(1994) e Perez-Mendoza et al. (1999). As unidades experimentais para os bioensaios de
iniciacdo de voo foram compostas de frascos de plastico transparente (15 cm de didmetro x 12
centimetros de altura) com as paredes internas impregnadas com cola entomoldgica
(BioControle, Sao Paulo, SP). O fundo dos frascos plasticos foi revestido com um papel de
filtro (Whatman n °. 1) para permitir o caminhamento normal dos insetos avaliados. Duzentos
insetos adultos, ndo-sexados (5 a 10 dias apds a emergéncia), foram liberados no centro de
cada frasco, que foram mantidos a 28,5 + 2 °C durante uma hora para subsequente avaliacio e

contagem do nimero de insetos colados as paredes (que iniciaram voo). O delineamento
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experimental foi inteiramente casualizado, com 10 repeticdes para cada geracdo (P a Fyy) das

duas populagdes.

2.9. Andlises estatisticas

Os resultados de mortalidade foram submetidos a anélise de Probit (Finney, 1971),
por intermédio do procedimento PROC PROBIT do programa SAS (SAS Institute, 2000),
gerando as curvas de concentracdo-mortalidade para cada geracdo (P a Fj,) das duas
populacdes. Os dados de mortalidade obtidos para cada geracdo das duas populacdes foram
corrigidos pela mortalidade que ocorreu no tratamento controle (Abbott, 1925). Foram
realizadas trés curvas de concentracdo-resposta para cada geracdo das duas linhagens,
independentemente, assim cada uma das curvas foi considerada uma repeti¢cdo, totalizando
trés repeticdes. A razdo de resisténcia (RR) e o intervalo de confianca (P < 0,95) das duas
populagdes (Robertson et al., 2007).

Os dados dos quatro parametros de caminhamento de cada geracdo das duas
populagdes de R. dominica foram submetidos a andlise de varidncia univariada (PROC
UNIVARIATE; SAS Institute, 2000), assim como os dados de taxa instantdnea de
crescimento populacional (r;), massa corpdrea, taxa respiratéria, perda de massa dos graos e
iniciacdo de voo (PROC UNIVARIATE; SAS Institute, 2000).

Os dados referentes aos parametros de caminhamento, da taxa instantinea de
crescimento populacional (r;), massa corporea, taxa respiratoria, perda de massa dos graos e
iniciacdo de voo foram correlacionados aos dados de razdo de resisténcia (para CLs) para as
duas populacdes, utilizando-se andlise de correlacdo de Pearson (P < 0,05) (PROC CORR;

SAS Institute, 2000). Os pressupostos de normalidade e homogeneidade de varidncias foram
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avaliados (PROC UNIVARIATE; PROC GPLOT; SAS Institute, 2002), mostrando que nao

houve necessidade de transformacdo de dados.
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3. Resultados

3.1. Selecdo para resisténcia a fosfina

A populacio de R. dominica mantida sob selecdo para resisténcia apresentou
variacdo significativa quanto a suscetibilidade a fosfina entre as geracdes (P-Fj). Os
resultados dos bioensaios de concentragdo-mortalidade para as geracdes sob selecdo
mostraram baixos valores de ¥ (<10,00) e valores elevados de P (>0,05), indicando
adequacdo dos dados ao modelo probit, permitindo a estimativa das concentragdes letais para
cada geracdo (Tabela 1). Observou-se aumento da razdo de resisténcia a fosfina de
aproximadamente 69 vezes entre a geracdo P e a geracdo Fj,. Esta variacdo na razdo de
resisténcia (CLs) para a populagdo sob selecdo foi significativa (Fio3 = 263,07; P < 0,0001)
(Tabela 1).

O incremento na razdo de resisténcia a fosfina foi de aproximadamente 13 vezes até
a geracdo F, e mais pronunciada da geracdo F, a F,,, atingindo aproximadamente 69 vezes
(Tabela 1). Devido a esse comportamento no processo de sele¢do, o cdlculo da herdabilidade
realizada (h*) foi feito em duas partes, da geragdo P até a geragdo Fs e da geragdo Fs até Fy,
para efeito de comparacgdo entre a etapa inicial e final do processo de selecdo. A estimativa de
h* também foi realizada para a sele¢do completa, ou seja, de P até F,, (Tabela 3).

A herdabilidade (h*) calculada apds onze geragdes (P-F)o) para a populagdo sob
selecdo com fosfina foi de 0,571 (Tabela 3). O nimero de geracdes necessdrias para
incrementar em 10 vezes o valor estimado para a CLs, de fosfina foi de 5,4, ou seja, s@o
necessdrias aproximadamente 5,4 geracdes sob selecdo para aumentar 10 vezes a CLs, desta
populagdo (valor reciproco de R; Tabela 3). A h* para as primeiras cinco geragdes (P até Fs)
sob selecdo foi estimada em 0,594, valor semelhante a selecdo completa, e 0 nimero de

geracdes necessdrias para um aumento de 10 vezes na CLs, foi estimado em 3,3 para as cinco
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primeiras geracdes (Tabela 3). Para as geracdes de Fg até Fy a /27, foi estimado em 0,191, € o
nimero de geracdes necessdrias para um aumento de 10 vezes na CL5, foi estimado em 24,4

(Tabela 3).

3.2. Estabilidade de resisténcia a fosfina

A variacdo na razdo de resisténcia para a populacdo resistente, mantida sem
exposicdo a fosfina, ndo apresentou variacdo significativa (Fjoz = 7,72, P > 0,1329) entre as
geracdes (P-Fjp). A andlise das curvas de concentracdo-mortalidade e a estimativa das
concentracoes letais para todas as geracdes foram realizadas com modelo probit, apresentando
baixos valores de ¥* (<13,00) e valores elevados de P (>0,05) (Tabela 2). A razio de
resisténcia para a CLs, foi de aproximadamente 1,27 vezes (Tabela 2). Observa-se, pelos
resultados obtidos para a populacdo ndo selecionada (resistente), que a resisténcia a fosfina

apresenta estabilidade entre as geracdes.

3.3. Taxa respiratoria

Observou-se correlacdo negativa e significativa entre a taxa respiratdria e a razao de
resisténcia para CLs, para a populagdo selecionada, ou seja, observou-se reduciao na producao
de CO, com o aumento dos niveis de resisténcia, medidos pela razdo de resisténcia (Tabela 4).
Observou-se reducdo da taxa respiratéria de aproximadamente 34,6% pela geracdo F,y em
relacdo a geracdo P (Figura 1). Os resultados apontam redugdo na producdo de dioxido de
carbono com a evolugdo da resisténcia a fosfina (Figura 1 e Tabela 4), suportando a hipdtese
de que menor taxa respiratdria (producdo de CO,) estd correlacionada com niveis elevados de

resisténcia.
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A populacdo de R. dominica mantida sem pressdo de sele¢do apresentou correlacao
positiva (r positivo), mas ndo significativa, entre taxa respiratdria e razao de resisténcia para
CLsy (Tabela 4). Estes resultados podem ser atribuidos a baixa variacdo da razdo de
resisténcia para CLs, observada para as geracOes mantidas sem pressdo de selecdo. Contudo,
observa-se incremento médio na producdo de CO, de aproximadamente 64,7% quando se
compara a geracao Fj, em relacdo a geracdo P, o que revela tendéncia de elevacio da taxa
respiratéria na auséncia de pressdo de selecdo, ou seja, sem exposi¢do dos insetos a fosfina

(Figura 1).

3.4. Crescimento populacional (r;), massa corporea e perda de massa dos grdos

A taxa instantanea de crescimento populacional (r;) entre as geracdes (P-F,y) da
populacdo selecionada variou significativamente (Fo7 = 7,37, P < 0,0001), enquanto para a
populacdo mantida sem exposi¢do a fosfina, o r, ndo variou significativamente entre as
geracdes (P-F) (Fio76 = 1,59, P > 0,1299) (Figura 2). Observou-se correlacdo positiva e
significativa entre r; e razdo de resisténcia para CLs, para a populacdo selecionada, com
aumento de aproximadamente 60% da taxa de crescimento populacional da geracdo F;, em
relacdo a geracdo P (Tabela 4 e Figura 2). A populacdo mantida sem exposicdo a fosfina
apresentou correlagdo significativa entre r; e razdo de resisténcia para a CLs, (Tabela 4). Os
resultados indicam tendéncia de aumento no r; com a evolugdo da resisténcia a fosfina (Figura
2 e Tabela 4). Isto ndo indica evolucdo dos custos adaptativos, relacionados com o
crescimento da populacdo, com a evolugdo da resisténcia a fosfina.

A perda de massa dos grios de trigo variou significativamente entre as geracdes (P a
F,y) das populacdes selecionada (F,o75 = 2,04, P < 0,0429) e ndo selecionada (Fo74 = 6,51, P

<0,0001), indicando consumo e perda de massa de graos desigual entre as geragcdes das
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populacdes (Figura 3). Embora com variacdes significativas, a perda de massa dos graos para
as duas populacdes ndo apresentou tendéncia de aumento ou redugdo entre as geracoes
(Figura 3). A perda de massa dos graos de trigo foi correlacionada com a taxa instantanea de
crescimento populacional (r;) e nenhuma correlagdo significativa foi observada, tanto para a
populacdo selecionada (r = 0,10, P > 0,78) quanto para a populacdo mantida sem pressdo de
selecdo (r = 0,32, P > 0,34). A correlacdo entre a perda de massa dos grdos e os indices de
resisténcia das duas populagdes ndo foi significativa (P > 0,05), indicando falta de correlagao
entre evolucdo da resisténcia e estabilidade da resisténcia com consumo alimentar, ou perda
de massa dos graos pelo consumo de R. dominica (Tabela 4 ).

A massa corporea dos insetos variou significativamente entre as geracdes da
populacdo selecionada (Fjg19s = 8,30, P < 0,0001) e da ndo selecionada (Fjo 44 = 5,70, P <
0,0001) (Figura 4). A massa corporal dos insetos das duas populagdes apresentou variagio
significativa, mas nenhuma tendéncia foi observada entre as geracdes (Figura 4). Esta
constatacdo pode ser confirmada pela auséncia de correlacdo significativa (P > 0,05) entre a
massa corporal e o indice de resisténcia (CLsy) para as duas populagdes (Tabela 4). Portanto,
presume-se falta de correlacio entre evolucao da resisténcia e estabilidade da resisténcia com
aumento ou reducdo de massa corporal tampouco com taxa de crescimento populacional, sob

as condi¢des do presente estudo.

3.5. Comportamento locomotor

Os resultados referentes ao comportamento locomotor dos insetos em arena nao-
tratada com fosfina nas onze geragdes (P até F,y) sdo apresentados nas Figuras 6 até 9. A
distancia caminhada variou significativamente entre as geracdes das populagdes, selecionada

(Fi0211 = 8,91, P <0,0001) e ndo selecionada (Fjo.36 = 1,95, P < 0,0403) (Figura 5). Verificou-
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se correlacdo negativa e significativa (P < 0,05) entre distdncia caminhada e razdo de
resisténcia para CLs, para a populagdo selecionada, com redu¢do de aproximadamente 30,0%
da geracdo F,y em relacdo a geragdo P (Tabela 4 e Figura 5). Observou-se correlacdo positiva
e significativa entre distancia caminhada e razdo de resisténcia para a CLs, para a populacdo
que ndo foi selecionada para resisténcia a fosfina (Tabela 4). Os insetos selecionados da
geracdo P caminharam mais do que os insetos selecionados da geracao F, ou seja, a distancia
caminhada diminui com a evolugdo da resisténcia. A falta de pressdo de selecdo indica
tendéncia de aumento da distancia caminhada pelos insetos (Figura 5).

O tempo de caminhamento dos insetos também apresentou variagdo significativa
entre as geracdes das duas linhagens, selecionada (Fio.;i = 19,54, P < 0,0001) e nao
selecionada (Fio236 = 8,45, P < 0,0001) (Figura 6). Observou-se correlacdo negativa e
significativa (P < 0,05) entre tempo de caminhamento e razdo de resisténcia para CLsy e CLos
para a populacio selecionada, com redugdo de 30,6% da geracdo F,, em relacdo a geracdo P
(Tabela 4 e Figura 6). A correlacdo entre o tempo de caminhamento e a razdo de resisténcia
para CLs, e CLos ndo foi significativa para a populacdo mantida sem pressdao de sele¢ao
(Tabela 4).

A velocidade de caminhamento apresentou variacdo significativa entre as geracoes
das duas populagdes, selecionada (Fyo27; = 5,34, P < 0,0001) e ndo selecionada (Fg36 = 3,64,
P < 0,0002) (Figura 7). Observou-se correlagdo positiva e significativa (P < 0,05) entre a
velocidade de caminhamento e razdo de resisténcia para CLs, para a populacdo selecionada
(Tabela 4). Para a populacdo mantida sem pressdo de selecdo, a correlacdo entre velocidade
de caminhamento e a razdo de resisténcia para CLs, ndo foi significativa (Tabela 4).

O numero de paradas na arena apresentou variacdo significativa entre as geracoes das

populacdes, selecionada (Fio.71 = 23,42, P < 0,0001) e ndo selecionada (Fjg236 = 6,21, P <
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0,0001) (Figura 8). Observou-se correlacdo negativa e significativa (P < 0,05) entre o nimero
de paradas na arena e razdo de resisténcia para CLs, para a populacao selecionada (Tabela 4).
A reducdo do numero de paradas na arena parece contraditéria, quando comparada com a
distdncia caminhada e o tempo de caminhamento, mas o aumento na velocidade de
caminhamento pode demonstrar movimentacdo mais rdpida com menor tempo de
caminhamento. Para a populacdo que nao foi submetida a pressdo de selecdo, a correlagdo
entre a velocidade de caminhamento e a razio de resisténcia para CLs, ndo foi significativa

(Tabela 4).

3.6. Bioensaios de inicia¢do de voo

A iniciacdo de voo (decolagem) dos insetos da populacdo de R. dominica submetida
a selecdo diferiu significativamente entre as geracdes (Fioi00 = 8,62, P <0,0001), mas a
iniciacdo de voo dos insetos da populacdo mantida sem exposicdo a fosfina (populacao
resistente) nao diferiu significativamente entre as geragdes (Fio 100 = 1,54, P > 0,1380) (Figura
9). Observou-se correlacdo positiva e significativa (P < 0,05) entre a iniciacdo de voo e a
razdo de resisténcia para CLs, e para a CLos para a populacdo selecionada (Tabela 4). Os
insetos da geracdo F10 decolaram aproximadamente 122% a mais quando comparados com a
geracdo P, para a populacdo selecionada, refletindo aumento na iniciacdo de voo com o
desenvolvimento de resisténcia pela populacdo selecionada (Figura 9). A correlacdo entre a
iniciacdo de voo e a razdo de resisténcia para a populacdo que foi mantida sem exposicao a
fosfina ndo foi significativa, assim, ndo se observa tendéncia de aumento ou reducdo na

decolagem dos insetos ao longo das geragdes estudadas (Tabela 4 e Figura 9).

64



4. Discussao

Os resultados obtidos indicam rdpida evolug¢do da resisténcia a fosfina, atingindo
razdo de resisténcia de =69 vezes, correspondente a CLs, de 4,663 mg L, apds 10 geracdes
sob selecdo. Os niveis de resisténcia podem ser atribuidos ao uso de concentracdes crescentes
de fosfina, aliado a variabilidade genética da populacdo suscetivel, que, segundo Georghiou
(1972) e Haynes (1988), sdo fatores que favorecem a evolucao da resisténcia. Os valores de
CLs, obtidos apds a selecdo assemelham-se com indices considerados altos, ja obtidos com
populacdes de R. dominica (Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007). Estudos de selecao em
laboratdrio produzem niveis e mecanismos de resisténcia similares aos niveis verificados em
campo (Roush & McKenzie, 1987). Por isso, esforcos que quantificam a magnitude de
desenvolvimento da resisténcia, acompanhando a evolu¢do de mecanismo, alteragoes
comportamentais e fisiolégicas, sdo fundamentais para o manejo da resisténcia a inseticidas
(Georghiou, 1972; Roush & McKenzie, 1987; Daglish, 2004; Andow et al., 2008).

El-Lakwah et al. (1992) selecionaram uma populagdo de Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) para resisténcia a fosfina com dose fixa de fosfina por
seis geracOes. Estes autores verificaram incremento de 4,5 vezes no tempo letal estimado para
controle de 50% da populacdo (TLs,) ap6s seis geragdes sob selecdo para resisténcia a fosfina.
Excetuando-se o estudo de El-Lakwah et al. (1992) de sele¢do para resisténcia, com dose fixa
de fosfina, a presente investigacdo € o primeiro relato de selecio para resisténcia a fosfina e
estabilidade de resisténcia em populagdes de insetos-praga de produtos armazenados,
associando possiveis alteracdes fisioldgicas e comportamentais entre as geracdes estudadas.

Lorini & Galley (2000) verificaram que as populacdes de R. dominica suscetiveis
desenvolveram resisténcia mais rapidamente que populacdes sabidamente resistentes a

deltametrina. Estes mesmos autores verificaram que o nimero de geracdes necessdrias para
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incrementar em 10 vezes a CLs, (Tabashnik, 1992), para a populagdo suscetivel foi de quatro
geracdes, e de seis geracdes para as populacdes resistentes (Lorini & Galley, 2000). Estes
resultados corroboram os resultados observados para a populacio selecionada de R. dominica,
cujo numero estimado de geracdes necessarias para incrementar em 10 vezes a CLs, foi de
aproximadamente 5,4 geracdes. Os valores estimados da taxa de desenvolvimento da
resisténcia a fosfina da geracdo P até F,, (0,184) foi inferior aqueles valores das primeiras
cinco geragdes (0,307) sugerindo que nas geragdes iniciais a herdabilidade foi maior que nas
geracOes Fq a Fjo, que apresentaram os menores valores (0,041).

A herdabilidade para a fosfina, nas 10 geracdes sob selecdo (0,571), indica alta
variabilidade genética da populacdo selecionada (Falconer, 1989; Sayyed & Wright, 2004).
Nas geragdes de Fq até F, este valor foi baixo (0,191), indicando reducdo da variabilidade
genética com o processo de selecdo. Ao contrdrio do que foi observado para as geracodes
iniciais (0,594), cujo valor se aproxima do valor estimado para a sele¢do completa (P até F).

A extrapolacdo dos dados obtidos neste estudo para situagdes de campo revelam a
possibilidade de incremento significativo de resisténcia a fosfina em curto espago de tempo. O
cendrio atual no pais € favordvel ao rdpido desenvolvimento de resisténcia a fosfina.
Atualmente, no Brasil, muitas unidades armazenadoras, industrias e fébricas de racdo
armazenam milho, trigo, sorgo e farelos durante todo ano, e realizam fumigacoes
constantemente, atingindo comumente mais de dez fumigacdes durante um ano em suas
instalagdes. Esta situacdo remete a possibilidade de sele¢dao de individuos de uma populagao
de insetos-praga que infestam estas estruturas armazenadoras. A situacio torna-se mais critica
pela extrema dependéncia da fosfina, o Unico inseticida fumigante registrado para controle
curativo de insetos-praga de produtos armazenados. Assim, tornam-se necessdrias

investigacdes sobre métodos alternativos a fosfina que possam ser utilizadas no controle de
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insetos-praga resistentes a ela. O uso alternado de inseticidas com modos de a¢do incomuns
tem sido uma das estratégias de manejo de resisténcia mais recomendadas para retardar ou
diminuir a pressdo de selecdo sobre individuos resistentes (Roush & McKenzie, 1987,
Subramanyam & Hagstrum, 1996; Andow et al., 2008).

As bases fisioldgicas, comportamentais € a evolucdo dos custos adaptativos
associados a resisténcia podem trazer implicagdes ao manejo da resisténcia a fosfina.
Alteracdes entre as geracdes das duas populacdes foram observadas indicando tendéncia de
redu¢do na producdo de di6xido de carbono com a evolugdo da resisténcia a fosfina. Tal fato
suporta a hipdtese de que menor taxa respiratdria estd correlacionada com niveis elevados de
resisténcia (Pimentel et al., 2007, 2009). Ao contrério, a populagdo mantida sem pressao de
selecdo aumentou a taxa respiratdria entre as geracoes (Figura 2). Tal fato pode ser explicado
pela auséncia de pressao de selecdo, que é um dos fatores operacionais que afetam a evolugao
da resisténcia a fosfina (Roush & Mckenzie, 1987). Outra possibilidade, que merece estudos
futuros, € a identificacio dos mecanismos que comandam a redu¢do ou aumento da taxa
respiratdria e sua origem.

A presenca de desvantagens adaptativas em populagdes resistentes € um dos fatores
que influenciam a evolucao da resisténcia a inseticidas, assim como a frequéncia de alelos e a
dominancia (Roush & McKenzie, 1987). Um dos parametros comumente utilizados para
mensurar desvantagens adaptativas em linhagens resistentes € a taxa instantdnea de
crescimento da populacdo (Roush & McKenzie, 1987). A estimativa deste pardmetro pode
indicar alteragdes no desempenho demografico da populacdo devido ao desenvolvimento da
resisténcia (Subramanyam & Hagstrum, 1996; Andow et al., 2008). Observou-se tendéncia de
incremento na taxa de crescimento (r;) com o desenvolvimento da resisténcia, enquanto a

populacdo mantida sem pressao de selecdo apresentou estabilidade com variacdo discreta no
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r.. O aumento da taxa de crescimento para a populacio selecionada pode ser explicada pela
falta de estabilidade de resisténcia, ou seja, a resisténcia a fosfina ainda nio esta totalmente
estdvel nesta populacdo apds 10 geragdes (Georghiou, 1972; Roush & McKenzie, 1987).
Roush & McKenzie (1987) discutem que a selecdo em laboratério pode incrementar o
metabolismo dos insetos da populagdo selecionada, favorecendo o desempenho demografico.

Apesar de o aumento da massa corpdrea e do consumo alimentar estar relacionado
com o acumulo de energia e por influenciar positivamente o r; de populacdes de insetos-praga
de produtos armazenados (Guedes et al., 2006), ndo se observou aumento significativo na
massa corpdrea, tampouco no consumo de graos entre as geragdes das populacdes em estudo.
O aumento da massa corpdrea e do consumo alimentar estd fortemente relacionado com a
mitigagdo do custo adaptativo em populacOes resistentes a inseticida de Sifophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), de acordo com Guedes et al. (2006) e Aratjo et al.
(2008a e b).

Os resultados dos bioensaios comportamentais revelaram reducdo da distancia
caminhada e correlacdo do tempo de caminhamento entre as geracdes da populacdao submetida
a selecdo e comportamento inverso com relacdo a populagdo sem pressdo de selecdo. Estes
resultados corroboram a hipétese sugerida por Lockwood et al. (1984) que propuseram existir
a possibilidade de uma coevolucdo entre resisténcia comportamental e fisioldgica, sendo sua
ideia alavancada por duas relagdes principais. Primeiramente, todo comportamento tem uma
base fisioldgica, sendo uma manifestacao fisica das caracteristicas fisiolégicas do organismo,
e também a ocorréncia simultanea da resisténcia comportamental e fisiolégica pode existir se
um mecanismo fisiolégico ou comportamental ndo prové nivel suficiente de resisténcia a um

determinado inseticida. Esta hipétese € alternativa a hipotese proposta por Georghiou (1972),
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que relata uma correlacdo negativa entre resisténcia comportamental e resisténcia fisioldgica a
inseticidas, o que ndo foi verificado neste estudo.

A menor distancia caminhada € o menor tempo proporcionam menor exposicao ao
fumigante pelos individuos que foram selecionados para a resisténcia a fosfina. Por outro
lado, € interessante salientar o efeito oposto observado na populacdo mantida sem pressao de
selecdo, que tende a aumentar a distincia e o tempo de caminhamento ao longo das geragdes.
Este comportamento € inato nas progénies, que nio foram expostas a superficies ou ambientes
tratados com inseticidas nos bioensaios comportamentais. Portanto, esfor¢cos devem ser
despendidos na busca de informacdes a respeito do comportamento de individuos
selecionados expostos a ambientes tratados com fosfina. Assim, pode-se estudar em trabalhos
posteriores a hipdtese de que os padrdes locomotores das populagdes em estudo podem estar
relacionados com comportamento estimulo-dependente, que se refere a um aumento na
habilidade do inseto de detectar determinada substincia toxica, gerando resposta de fuga ou
repeléncia do inseto apds a deteccao da substancia (Georghiou, 1972; Lockwood et al., 1984).

Outro comportamento interessante observado neste estudo estd relacionado ao
aumento da proporcdo de insetos que iniciam voo com a evolugdo da resisténcia. Relatos na
literatura apontam R. dominica como inseto dotado de relativa capacidade de voo (Hagstrum
et al., 1996; Rees, 1996), podendo ser detectada a alguns quildometros de unidades
armazenadoras ou até mesmo de pontos de liberacdo em estudos ecoldgicos (Campbell et al.,
2002, 2006; Campbell & Mullen, 2004). Este resultado pode ter relacdo com a capacidade de
escape dos efeitos letais do inseticida pelos individuos resistentes, ou indica auséncia de custo
adaptativo associado ao desenvolvimento de resisténcia a fosfina, reforcando os resultados de
r; que também demonstram auséncia de desvantagem adaptativa com a evolugcdo da

resisténcia a fosfina. O incremento no metabolismo de insetos selecionados em laboratério
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pode ser outra explicagdo plausivel para a acentuacdo na capacidade de iniciagdo de voo
(Roush & McKenzie, 1987).

Os padroes de comportamento locomotor, relacionados a diferentes niveis de
resisténcia a fosfina, assim como a capacidade de decolagem dos insetos, sdo consideracdes
importantes, com relacdo direta com a migracdo dos insetos e consequente dispersio da
resisténcia a fosfina. Além disso, a reducao na distancia caminhada e o aumento da propor¢do
de insetos que iniciam voo com o desenvolvimento da resisténcia a fosfina podem favorecer
os insetos resistentes, reduzindo a exposi¢do ao fumigante, comprometendo a eficicia de
fumigacdo. Portanto, estas questdes devem ser consideradas em pesquisas de manejo da
resisténcia e em programas de manejo integrado de pragas de produtos armazenados.

O desenvolvimento de resisténcia a fosfina em populagdo de R. dominica € rapida,
atingindo niveis considerdveis de resisténcia em poucas geracdes, em um intervalo de tempo
curto. Estudos futuros devem determinar se a resisténcia desenvolvida em laboratério torna-se
estdvel ou pode erodir a partir da reducdo da pressao de selecdo. Deve-se ainda determinar a
dominancia da resisténcia a fosfina, além de estudos comportamentais apurados que visem a
estimar a existéncia de uma propor¢do de individuos capazes de escapar ou mesmo

desenvolver repeléncia a fosfina.
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Tabelas

Tabela 1. Toxicidade de fosfina para a populacao suscetivel de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) e gera¢des subsequentes (F,—

Fio)

Inclinacao *

Geracoes N* EPM® CLs IF95%) mg L'  RR CLs, (IF 95%) y & P
Parental 700 1,55+ 0,12 0,067 (0,055-0,079) - 3,52 0,62
F, 800 1,20 + 0,10 0,119 (0,099-0,143) 1,78 (1,38-2,30) 1,44 0,96
F, 600 2,94 + 0,21 0,267 (0,244-0,293) 3,99 (3,26-4,90) 3,34 0,85
F; 600 3,73+ 0,28 0,414 (0,383-0,447) 6,21 (5,09-7,60) 8,63 0,12
F,4 550 2,86 £ 0,35 0,885 (0,806-0,968) 13,26 (10,82-16,25) 5,55 0,23
Fs 125 3,06 £ 0,22 2,321 (2,197-2,454) 34,79 (28,76-42,07) 6,69 0,35

0
Fe 550 5,30 £ 0,39 2,902 (2,750-3,061) 43,49 (35,97-52,57) 7,77 0,13
F; 650 3,25+ 0,25 3,017 (2,760-3,267) 45,21 (36,99-55,25) 9,74 0,14
Fs 550 4,66 + 0,40 3,584 (3,339- 3,810) 53,71 (44,26-65,17) 6,62 0,16
Fy 550 5,36 £ 0,46 4,226 (3,980-4,455) 63,33 (52,35-76,62) 3,48 048
Fio 600 5,83 + 0,45 4,663 (4,439-4,879) 69,88 (57,91-84,33) 4,41 0,35

* N = Ndmero total de insetos por bioensaio; ® EPM = Erro padrio da média; CL = Concentragio letal; IF 95% = Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR = Razdo de

Resisténcia: CLs, da populacéo resistente/CLs, da populacdo susceptivel; > = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Tabela 2. Toxicidade de fosfina para a populagdo resistente de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) e geracdes subsequentes (F—

Fio)

Geracdes N* Inclinacio+ EP.M." CL5,(IF95%)mgL"’ RR CLs, (IF95%) P
Parental 600 2,08+ 0,15 2,73 (2,37-3,10) _ 399 0,55
F, 250 2,06+ 0,26 2,46 (2,01-3,05) 0,90 (0,70-1,15) 481 0,19
F, 700 2,72+ 0.18 2,24 (2,05-2,45) 0,82 (0,70-0,97) 12,99 0,11
F, 650 2,42+ 0,20 2,44 (2,18-2,77) 0,90 (0,75-1,07) 6,09 0,30
F, 750 2,62+ 0,20 3,03 (2,77-3,31) 1,11 (0,94-1,31) 996 0,19
F; 1000 2,60+ 0,17 2,98 (2,76-3,22) 1,09 (0,93-1,28) 8,76 046
F, 700 4,19 + 0,28 3,27 (3,07-3,49) 1,20 (1,03-1,40) 591 0,66
F, 600 221+ 0,18 2,49 (2,18-2,80) 0,91 (0,76-1,10) 840 030
Fi 500 238+ 028 3,26 (2,90-3,66) 1,20 (1,00-1,43) 2,72 0,74
F, 600 2.60 + 0,24 3,72 (3,36-4,11) 1,37 (1,15-1,62) 734 0,12
Fuo 600 2,48+ 0,22 3,46 (3,11-3,84) 1,27 (1,07-1,51) 473 0,32

* N = Ndmero total de insetos por bioensaio; ® EPM = Erro padrio da média; CL = Concentracio letal; IF 95% = Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR = Razdo de

Resisténcia: CLs, da populacéo resistente/CLs, da populacdo susceptivel; > = Qui-quadrado; P = Probabilidade.
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Tabela 3. Estimativa da herdabilidade realizada (h*) da resisténcia para a populagdo selecionada (suscetivel) de Rhyzopertha dominica F.

(Coleoptera: Bostrichidae) com fosfina (P-F,()

Estimativas da média® (resposta/geracio) Estimativa da selecao média (diferencial/geracio)
CLs, inicial CL;, final Inclinacdo Inclinacao )
nb Rc pd ie ()-pf Sg hZh Gl
(log) mg L")  (log) (mg L) inicial final
5 (F—Fs) 0,067 (-1,17) 2,321 (0,366) 0,307 28,65 1,192 1,55 3,06 0,434 0,517 0,594 3,26
5 (Fs—F o) 2,902 (0,463) 4,663 (0,669) 0,041 28,65 1,192 5,30 5,83 0,180 0,215 0,191 24,39
11 (P-F,p) 0,067 (-1,17) 4,663 (0,669) 0,184 28,65 1,192 1,55 5,83 0,271 0,323 0,571 5,43

* Qs valores de CLs, inicial e final (mg L") foram determinados para cada geragdo.

® n = Nimero de geragdes sob selecio.

¢ Resposta a seleg@o ou taxa de desenvolvimento da resisténcia (R): log (CLs final) — log (LCs, inicial)/n.

4 Percentagem média de sobreviventes em cada geracdo sob selecdo (p).

¢ Intensidade de selecdo (i) (Falconer 1989).

fDesvio fenotipico (0,) = [0,5 x (inclinagdo inicial + inclinagdo final)]".

¢ Diferencial de selecdo (S) (diferenca fenotipica média entre os pais selecionados e a gerac@o dos pais, S =i X 0,).
" Herdabilidade realizada (h*) = R/S.

' G = Numero de geragBes necessdrias para aumentar em 10 vezes a CLs, (valor reciproco a R).
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Tabela 4. Sumadrio das andlises de correlacdo entre toxicidade a fosfina (medida pela razao de
resisténcia para CLs)) e parametros fisiolégicos, bidticos e comportamentais para as duas

populacdes de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae)

Populacao Populacao nao
Parametros avaliados selecionada selecionada
RR (CLs) RR (CLs)
r*=-0,8291 r=0,4723
Taxa respiratéria (1 mol CO, h'' inseto™)
P*<0,0016%* P<0,1424
r=0,9017 r=0,6568
Taxa instantinea de crescimento (7;)
P<0,0001* P<0,0281*
r=-0,0691 r=-0,1289
Perda de massa dos graos (%)
P>0,8401 P>0,7057
r=-0,3603 r=0,2784
Massa corpdrea dos insetos (mg)
P>0,2764 P>0,4071
r=-0,8594 r=0,6687
Distancia caminhada (cm)
P<0,0007* P<0,0245*
r=-0,9173 r=0,5828
Tempo de caminhamento (s)
P<0,0001%* P<0,0599
r=0,6881 r=0,4619
Velocidade de caminhamento (cm s™)
P<0,0193* P<0,1527
r=-0,9049 r=-0,3525
Numero de paradas na arena
P<0,0001%* P<0,2876
r=0,7800 r=-0,0010
Iniciacao de voo (%)
P<0,0046* P<0,9977

* Coeficiente de correlagio de Pearson (r). ® P = Probabilidade.
Os asteriscos indicam significancia a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 1. Taxa respiratéria média (+E.P.M.) (1 mol CO, h' inseto™) de insetos adultos de
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para
resisténcia a fosfina (populacdo selecionada) e sem exposicdo a fosfina (populacdo ndo

selecionada).
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Figura 2. Taxa instantdnea de crescimento populacional (r;) média (xE.P.M.), para duas
populacdes de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de
selecdo para resisténcia a fosfina (populacdo selecionada) e sem exposicdo a fosfina

(populagdo ndo selecionada).
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Figura 3. Percentual médio de consumo de graos de trigo (£E.P.M.), por insetos adultos de
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para
resisténcia a fosfina (populacdo selecionada) e sem exposicdo a fosfina (populacdo ndo

selecionada).
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Figura 4. Massa corpérea média (£E.P.M.) de insetos adultos de Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para resisténcia a fosfina

(populagdo selecionada) e sem exposicao a fosfina (populacdo ndo selecionada).
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Figura 5. Distancia caminhada (cm) (+E.P.M.) por insetos adultos de Rhyzopertha dominica
F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para resisténcia a fosfina
(populagdo selecionada) e para populacdo mantida sem exposicdo a fosfina (populacdo nao

selecionada). Os simbolos representam médias de vinte repeticdes independentes.
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Figura 6. Tempo de caminhamento (s) (+E.P.M.) de insetos adultos de Rhyzopertha dominica
F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para resisténcia a fosfina
(populagdo selecionada) e para populacdo mantida sem exposicdo a fosfina (populacdo nao

selecionada). Os simbolos representam médias de vinte repeticdes independentes.
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Figura 7. Velocidade de caminhamento (cm s™) (+E.P.M.) de insetos adultos de Rhyzopertha
dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes de selecdo para resisténcia a
fosfina (populacao selecionada) e para populacdo mantida sem exposi¢do a fosfina (populacao

ndo selecionada). Os simbolos representam médias de vinte repeticdes independentes.
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Figura 8. Numero de paradas na arena (+xE.P.M.) de insetos adultos de Rhyzopertha dominica
F. (Coleoptera: Bostrichidae), durante 10 geracdes sob selecdo para resisténcia a fosfina
(populagdo selecionada) e para populacdo mantida sem exposi¢do a fosfina (populacdo nao

selecionada). Os simbolos representam médias de vinte repeti¢cdes independentes.
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Figura 9. Percentual médio de insetos adultos de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera:
Bostrichidae) que iniciaram voo (decolagem) (+E.P.M.), durante 10 geracdes sob selecdo para
resisténcia a fosfina (populacdo selecionada) e sem exposi¢do a fosfina (populacdo nao

selecionada).
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Conclusoes

Os insetos adultos de Rhyzopertha dominica, expostos a concentragdes subletais de
fosfina, diminuem sua mobilidade normal, reduzindo a distincia e a velocidade de
caminhamento e aumentando o tempo que permanecem em repouso, assim como o nimero de
vezes que cessam 0s movimentos na arena sob fumigacao.

A redu¢do da mobilidade normal dos insetos foi mais pronunciada na popula¢do com
presenca de custo adaptativo devido a resisténcia. Aparentemente, as desvantagens
adaptativas (menor crescimento populacional) afetam a mobilidade dos insetos desta
populacdo. Contudo, este padrdo comportamental pode ser atribuido também aos altos niveis
de resisténcia. Assim, esfor¢os futuros deverdo responder se apenas estes custos adaptativos
sdo responsaveis pela mobilidade reduzida ou se este € um efeito devido a elevada resisténcia
dos insetos desta populacao a fosfina.

A evolugdo da resisténcia a fosfina € rapida atingindo niveis elevados de resisténcia a
fosfina (=69 vezes) até a décima geracdo. Em aproximadamente cinco geracdes, podem-se
obter valores de CLs, dez vezes maiores que os observados na geracdo parental. A
variabilidade genética da populacdo selecionada pode ser considerada alta devido ao elevado
valor obtido para a herdabilidade realizada. A resisténcia a fosfina mostra-se estdvel em
populacdo mantida sem pressao de selecdo, com pequena variagdo (=1,2 vezes) da razdo de
resisténcia entre as geracoes.

A auséncia de pressdo de selecdo ocasiona aumento da taxa respiratdria e alteracdes
ndo significativas na taxa de desenvolvimento populacional, massa corpdrea dos insetos,
consumo alimentar e iniciagdo de voo. O desenvolvimento da resisténcia a fosfina acarreta

reducdo da taxa respiratoria dos insetos e incremento na taxa de crescimento populacional e
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na iniciacdo de voo dos insetos selecionados. Aparentemente a evolucdo da resisténcia a
fosfina ndo acarreta aumento da massa corpérea (reservas energéticas) dos insetos
selecionados, tampouco incremento significativo na alimentagdo ou consumo dos graos de
trigo.

O desenvolvimento da resisténcia a fosfina reduz a mobilidade normal dos insetos
selecionados. Esta mudanca no comportamento locomotor dos insetos pode diminuir a
eficiéncia da fumigacdo e provocar superestimacdo de doses ou mesmo de tempo de

exposi¢ao a fosfina.
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ANEXOS

(Artigos 1 e 2)
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Artigo 1

Tabela 1. Mortalidade média (%) observada dos insetos adultos das trés populacdes de
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) que foram submetidos aos bioensaios

comportamentais sob concentragdes subletais de fosfina

Populacoes N*  Concentracoes de
*Mortalidade (%) + E.P.M."
fosfina (mg L)

20 0,000 1,85+0,78 b

21 0,010 493+091b

Suscetivel 20 0,067 10,77 £ 1,22 a
20 0,180 12,25 +0,71 a

20 0,760 12,75 + 0,36 a

22 2,000 12,47 +2,58 a

20 0,00 251+1,05¢

. 19 0,66 5,00+1,41c
Resistente sem 5, 2,00 10,31 +227 b
Custo 21 2,73 11,37+ 1,36 b
20 5,76 13,00 + 1,41 ab

20 16,89 16,15+2,62 a

20 0,00 0,50+0,71d

. 22 2,00 413+0,60d
Resistente com 5 3,74 16,88 + 2,65 ¢
Custo 21 5,72 30,50+ 1,13 b
20 7,15 36,25 +2,47 a

19 9,87 38,81 +1,37a

* A mortalidade dos insetos observada ap6s os bioensaios de comportamento locomotor sob fumigagdo variou
significativamente para as tr€s populagdes; suscetivel (Fs;0 = 25,16; P < 0,0006), e as populagdes resistentes,
sem custo (Fs9 = 16,36; P < 0,0019) e com custo (Fs;;9 = 190,25; P < 0,0001). As avaliacdes de mortalidade
foram realizadas 14 dias apds o fim dos ensaios comportamentais.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, P < 0,05, pelo teste de Duncan.

* N = Numero total de insetos por bioensaio; * EPM = Erro padrio da média
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Figura 1. Sistema de rastreamento utilizado nos bioensaios comportamentais composto por
uma camera de video acoplada a um computador. Sistema utilizado nos dois artigos da tese.

Foto: Marco Aurélio Guerra Pimentel (Junho-2009).
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Figura 2. Arena em acrilico utilizada nos bioensaios comportamentais com adultos de R.
dominica. Arena utilizada nos dois artigos da tese. Foto: Marco Aurélio Guerra Pimentel

(Fevereiro-2010).
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Artigo 2

Tabela 2. Taxa respiratoria (producdo de CO,), taxa de crescimento populacional (r;) e perda de massa dos graos para as geragdes (P-Fj,) das

populagdes resistente (ndo selecionada) e suscetivel (selecionada) de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae)

Geracoes

Parental
F,
F,
F,
F,
Fs
Fs
F;
F
Fo
FIO

Taxa respiratoria

(4 mol CO, h' inseto™)

Taxa instantanea de crescimento

populacional (r;)

Perda de massa dos graos (%)

Populacao Populacio nao Populacao Populacao nao Populacao Populaciao nao

selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada
0,0395 £ 0,0057 a 0,0290 £ 0,0057 cd 0,0234 £ 0,0070 de 0,0253 £ 0,0045 n.s. 10,38 +3,01 b 10,87 £ 1,95 bed
0,0361 +0,0068 b 0,0304 + 0,0063 cd 0,0206 + 0,0086 e 0,0234 + 0,0042 9,80 +231Db 11,42+ 1,23 be
0,0340 +0,0050 b 0,0333 +£0,0119 bc 0,0266 + 0,0073 cde 0,0203 +0,0073 14,19 + 3,53 9,81 +2,53cd
0,0301 +0,0044 ¢ 0,0371 £0,0147 b 0,0235 +£0,0041 de 0,0180 + 0,0034 10,85 + 1,66 ab 9,10+ 1,49d
0,0291 £0,0046 cd  0,0247 +0,0031 d 0,0296 + 0,0043 bed 0,0216 +0,0015 11,99 + 3,19 ab 7,16 £0,65¢
0,0292 £0,0065cd  0,0429 +0,0176 a 0,0339 +£0,0155 abc 0,0220 £ 0,0085 1421 +571 a 991 +1,09cd
0,0272 £0,0027 cd  0,0430 = 0,0099 a 0,0332 +0,0077 bc 0,0246 + 0,0050 9,47+229Db 13,37+237 a
0,0288 £0,0070 cd  0,0490 + 0,0089 a 0,0420 = 0,0044 a 0,0219 + 0,0020 11,56 £ 1,45ab 12,09 + 1,66 ab
0,0274 £0,0067 cd 00,0474 +0,0071 a 0,0349 + 0,0046 abc 0,0225 +0,0075 12,64 £3,17ab 9,80 +0,61 cd
0,0265 £ 0,0068 cd 00,0458 + 00,0050 a 0,0419 £ 0,0038 a 0,0251 £ 0,0037 10,58 £ 1,47 ab 9,22+1,09d
0,0259 +£0,0053 d 0,0478 £ 0,0070 a 0,0375 £ 0,0031 ab 0,0270 £ 0,0064 10,82 + 1,66 ab 9,97 £ 1,70 cd

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, P < 0,05, pelo teste de Duncan. n.s. = Nao significativo
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Tabela 3. Massa corporea dos insetos, distdncia caminhada e tempo de caminhamento para as geracoes (P—F)o) das populacdes resistente (nao

selecionada) e suscetivel (selecionada) de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae)

Geracoes

Parental
F,
F,
F;
F,
Fs
Fs
F;
Fg
Fo
Fio

Massa corporea dos insetos (mg)

Distancia caminhada (cm)

Tempo de aminhamento (s)

Populacao Populacao nao Populacao Populaciao nao Populacao Populacao nao

selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada
1,29 + 0,06 bc 1,41 +0,07 a 306,64 +33,50a 285,30+33,71b 407,05 + 59,94 ab 403,36 +51,59d
1,37+0,21 a 1,37 = 0,06 ab 298,06 +42,94a 281,07 +68,17b 422,11 +58,22 a 344,60 + 129,60 e
1,37 +0,13 a 1,42+0,17 a 310,12 + 46,68 a 298,68 + 38,14 b 408,50 £ 63,73 ab 422,18 +55,63 cd
1,23 +0,03cde 1,29 +0,04 bed 291,64 £ 56,46 a 300,83 +50,03 b 417,87 +£76,90 a 419,57 + 69,08 cd
1,20+ 0,03 ¢ 1,27 £0,15 cd 268,94 + 54,19 ab 297,89 £80,35b 367,53 +£73,34b 382,21 +101,52 de
1,30+ 0,05b 1,35 + 0,05 abc 218,03 £72,09 cd 322,07 £ 63,53 ab 274,95 +90,16 ¢ 431,26 + 74,29 bed
1,26 +0,05cde 1,44+0,08a 249,38 +97,36 bc 366,35 + 44,61 ab 298,03 + 84,73 ¢ 491,10 £ 43,78 a
1,23 + 0,04 de 1,25+0,15d 200,42 +99,55d 371,13 +73,02 ab 261,81 £ 115,77¢ 479,20 93,09 ab
1,28 £ 0,03 bcd 1,36 £0,04 ab 218,08 £66,34 cd 428,08 £35,94 a 261,00 £79,26 ¢ 433,44 + 69,85 bed
1,30+ 0,03 b 1,41 +£0,08 a 245,37 £71,70 bc 375,45 + 38,59 ab 277,71 £61,79 ¢ 511,85+4331a
1,23 + 0,06 de 1,36 £ 0,10 ab 214,64 +£97,07 cd 391,10 + 40,50 ab 282,39 +115,45¢c 471,17 +79,07 abc

Meédias seguidas pela mesma letra no diferem estatisticamente entre si, P < 0,05, pelo teste de Duncan.
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Tabela 4. Velocidade de caminhamento, nimero de paradas na arena e percentual de insetos que iniciaram voo para as geracoes (P—Fjo) das

populacdes resistente (ndo selecionada) e suscetivel (selecionada) de Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae)

Geracoes

Parental
F,
F,
F;
Fy4
Fs
Fs
F;
Fg
Fo
Fio

Velocidade de caminhamento (cm s™)

Niimero de paradas na arena

Iniciacdo de voo (%)

Populacao Populacao nao Populacao Populac¢io nao Populacao Populacio nao

selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada selecionada
0,742 + 0,073 bc 0,710 £ 0,055 ¢ 904,0 + 177,8 ab 906,0+171,9 a 10,4 +28d 12,6 2.6 n.s.
0,707 £ 0,053 ¢ 0,750 + 0,067 abc 932,4+179,5a 610,0+2325e¢ 12,0+3,0d 11,4+28
0,762 + 0,062 ab 0,711 £ 0,066 ¢ 799,5+ 1743 b 854,3 +219,1 ab 10,8 +3,0d 12,1 £2,8
0,699 £ 0,054 ¢ 0,719 = 0,056 bc 931,3+2278a 782, 7 + 181,8 abc 17,8 + 5,4 bc 12,8 +3,0
0,733 = 0,066 bc 0,784 £ 0,075 a 908,4 +194,6 ab  726,9 + 2243 bcde 19,8 + 4.4 abc 15,1 +3,1
0,798 + 0,089 a 0,746 = 0,061 abc 592,0 +£205,2 ¢ 700,8 = 172,6 cde 17,0 £4,3 bc 12,9 +27
0,773 + 0,053 ab 0,748 + 0,075 abc 547,0+154,1 ¢ 5979 +213,0e 20,2 + 6,6 abc 11,6 +4,2
0,769 = 0,119 ab 0,783 + 0,084 a 494,4 + 2445 ¢ 597,2+220,3 ¢ 21,4 +6,1 ab 11,5+3,0
0,782 + 0,052 ab 0,767 £ 0,048 a 567,7+148,0 ¢ 765,8 £ 155,0 bcd 16,5+45¢c 12,3+23
0,781 = 0,048 ab 0,756 = 0,060 ab 5849+ 1654 ¢ 640,5 +208,8 de 21,5+ 6,1 ab 10,9 £2.8
0,762 + 0,116 ab 0,771 £ 0,074 a 5279 +232,4c¢ 653,2 +192,1 cde 23,1+5,1a 13,1+22

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, P < 0,05, pelo teste de Duncan. n.s. = Néo significativo
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