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RESUMO

SANTOS, Juliana Cristina dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2009. Susceptibilidade de Tribolium castaneum ao o6leo essencial de
mostarda e persperctivas de manejo de resisténcia. Orientadora: Léda Rita
D’Antonino Faroni. Co-orientadores: Onkar Dev Dhingra e Raul Narciso
Carvalho Guedes.

Neste trabalho foi estudada a toxicidade do 6leo de mostarda para 18 populagdes de

Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) coletadas no Brasil ¢ a possivel

correlacdo com resisténcia a fosfina. Verificaram-se a relacdo da toxicidade do dleo

de mostarda e a taxa respiratoria buscando-se evidenciar se esta ultima seria

determinante de susceptibilidade ao 6leo de mostarda. Adicionalmente, avaliou-se o

efeito toxico do 6leo de mostarda para as fases imaturas de T. castaneum e foi

averiguada a massa corporea ¢ a taxa respiratoria dos insetos, bem como a relacdo da

taxa respiratoria com a toxicidade ao 6leo em estudo. O 6leo de mostarda, com 90%

do componente volatil ITCA, foi diluido em 6leo vegetal de soja, na propor¢ao de

0,5:9,5 v/v, para obter solucao oleosa de 4,5% de ITCA. As concentragdes utilizadas

para avaliar as populagdes adultas e fases imaturas do inseto variaram entre 2,25 a

5,62 uL L. Os resultados de mortalidade obtidos foram utilizados para gerar as

curvas de concentracdo-resposta, e as CLsy e CLgs foram estimadas e usadas para

calcular as respectivas razdes de toxicidade (RT). Os padrdes de taxa instantdnea de
crescimento instantaneo (rj), taxa respiratéria (producdo de CO;) e massa corpdrea
foram avaliados para cada populacdo adulta, além de estes dois Ultimos parametro
terem sido avaliados para as fases imaturas. Nenhuma das populacdes estudadas
apresentou resisténcia ao 6leo de mostarda e ndo houve resisténcia cruzada entre o

6leo de mostarda e a fosfina. Foram observados diferentes padrdes reprodutivos,

respiratorios e de massa corporea entre as populagdes adultas. Porém, ndo houve

vii



relacdo destas variaveis e a toxicidade do 6leo de mostarda. O o6leo essencial de
mostarda se apresentou toxico para todas as fases imaturas de T. castaneum
avaliadas. Os dados de toxicidade indicaram também uma notavel diferenca na
susceptibilidade entre os estagios de desenvolvimento do inseto nas populagdes
avaliadas, tendo os ovos sidos mais susceptiveis e as larvas jovens mais tolerantes. A
taxa respiratoria foi influenciada pelo estagio de desenvolvimento do inseto e por sua
massa corporea. No entanto, ndo foi observada relagdo entre as taxas respiratdrias
dos insetos e a toxicidade ao oOleo de mostarda. Como nenhuma populagdo
apresentou resisténcia ao Oleo de mostarda e resisténcia cruzada entre o6leo de
mostarda e a fosfina, ¢ 0 mesmo foi toxico para todas as fases de desenvolvimento do
inseto, ¢ possivel que o 6leo de mostarda se torne um importante fumigante

alternativo e seja usado nos programas de manejo de resisténcia a fosfina.
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ABSTRACT

SANTOS, Juliana Cristina dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2009. Susceptibility of Tribolium castaneum to essential oil of mustard and
perspectives resistance management. Adviser: Léda Rita D’ Antonino Faroni.
Co-Advisers: Onkar Dev Dhingra and Raul Narciso Carvalho Guedes.

In this work, we studied the toxicity of mustard oil to 18 populations of Tribolium

castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) collected in Brazil, and the correlation with

their resistance and phosphine. There is relationship between toxicity of mustard oil
and respiratory rate; we were seeking evidence that would be determinant of
susceptibility to mustard oil. Additionally, evaluated the toxicity of mustard oil to
immature stages of T. castaneum and was investigated of respiratory rate and body
mass of insects, and relationship between respiratory rate and oil in the toxicity
study. The mustard oil, with 90% of the volatile component ITCA was diluted in
vegetable oil from soybeans, in the proportion of 0.5:9.5v/v, to get on oily solution
4.5% of ITCA. The concentrations were used to assess the adult and immature stages
ranged from 2.25 to 5.62 puL L. Results of mortality were used to generate the
concentration-response curves. LCsy and LCys were estimated too and their used to
calculate reasons of toxicity (RT). Patterns of instantancous rate of growth
instantaneous (r;), respiratory rate (CO, production) and body mass were assessed to
each adult. Last two parameters were used to immature stages evaluation.

Nonresistance was showed in all populations of T. castaneum to mustard oil, and no

cross-resistance between phosphine and mustard oil was showed too. We observed

different reproductive patterns, respiratory and body mass among adult populations.

However, no relationship was found between these variables and toxicity of mustard

oil. The essential oil of mustard showed toxicity to all immature stages of T.

X



castaneum evaluated. The toxicity data also indicated difference remarkable in
susceptibility among stages of development in insect populations evaluated. In insect
stages, eggs and young larvae were more susceptibility and more tolerant,
respectively. The respiratory rate was influenced by stage of development of insects
and their body mass. However, no relationship was observed between respiratory rate
of insects and toxicity of mustard oil. All populations not showed any resistance to
mustard oil and cross-resistance between mustard oil and phosphine that was toxic to
all stages of development of insects. Wherefore, may be possible mustard oil will
become an important alternative fumigant and is use in management programs of

resistance to phosphine.



1. INTRODUCAO

O Brasil apresentou safra recorde de graos no ano de 2008, segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e da Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB), com 143,7 milhdes de toneladas colhidos (CONAB,
2008; IBGE, 2008). No entanto, estima-se que 10% da producdo seja desperdi¢ada
na colheita, no transporte e no armazenamento. No armazenamento a granel em silos
e graneleiros, ou em sacarias, os insetos sdo os grandes responsaveis pelas perdas
pos-colheita devido ao habito de viver em ambientes secos, escuros e com baixo teor
de oxigénio (FARONI & SOUSA, 2006).

Sdo varias as espécies de insetos que utilizam graos armazenados como
substrato alimentar, destacando-se o besouro-das-farinhas, Tribolium castaneum
Herbst, 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae) (LORINI, 2002; FARONI & SOUSA,
2006). Larvas e adultos desse coledptero sdo pragas de habito alimentar secundario,
j4 que depende do ataque de outras pragas ou de danos de outra origem para se
instalar, pois ndo conseguem romper o tegumento intacto do grdo. No entanto, estes
sdo umas das principais pragas no armazenamento apresentando grande importancia
econdmica devido a variedade de produtos que infestam especialmente cereais e
subprodutos armazenados, como farinhas, racdes e farelos (FARONI & SOUSA,
2006).

Essa praga ¢ cosmopolita, encontrada principalmente nos tropicos (REES,
1996; FARONI & SOUSA, 2006). Em condi¢des 6timas de temperatura (35°C) e
umidade (75%), o ciclo ovo-adulto pode ser completado em aproximadamente 21
dias (FARONI & SOUSA, 2006). Sobre estas condi¢des, as populagdes de T.
castaneum podem aumentar de 70 a 100 vezes por més, mais rapido do que o

registrado para qualquer outra praga de armazenamento. Estes insetos facilmente



dispersam em busca de novos recursos alimentares, como resultado, eles sao
frequentemente um dos primeiros insetos a recolonizar graos ou subprodutos
armazenados apds a fumigagao (REES, 1996).

Atualmente, os métodos de controle dos insetos de grdos armazenados
baseiam-se no uso de inseticidas protetores (piretroides e organofosforados) e
fumigantes, entre eles, o brometo de metila (CH3;Br) e a fosfina (PH;) (GUEDES,
1991; WHITE & LEESCH, 1996). O brometo de metila teve seu uso restringido apos
acordos realizados no Protocolo de Montreal por ser um agente depletor da camada
de 0zdnio. O mesmo s6 sera utilizado até 2015 para o tratamento quarentenario e
fitossanitario para fins de importacdo e exportacdo (MAPA, 2002). Devido a tais
circunstancias, a fosfina tornou-se o Unico inseticida fumigante registrado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (AGROFIT, 2008).
Dessa forma, sua utilizagdo continua, aliada as dosagens incorretas, tem tornado esse
método tradicional pouco eficaz devido a sele¢do de populagdes resistentes
(PIMENTEL et al., 2007; PIMENTEL et al., 2008).

Diante da preocupacdo com a evolugdo da resisténcia aos inseticidas
convencionais e os riscos oferecidos por estes a saude humana e ao meio ambiente,
pesquisas tém sido desenvolvidas visando a obten¢do de métodos alternativos no
controle dos insetos durante o armazenamento, entre os quais se destaca o uso de
Oleos essenciais e extratos de origem vegetal (PAPACHRISTOS &
STAMOPOULOS, 2004, ISIKBER et al, 2006; MONDAL &
KHALEQUZZAMAN, 2006).

Os 6leos essenciais sdo extraidos de diversas plantas aromaticas. Eles sdo
liquidos, volateis, raramente coloridos e sdo soliveis em solventes organicos. Estes

constituem matéria-prima de grande importincia para as industrias cosmética,



farmacéutica e alimenticia (PECHACEK et al, 1997; MONDAL &
KHALEQUZZAMAN, 2006; BAKKALI et al., 2008). Presentes em varias partes
das plantas - rizoma, bulbos, folhas, frutos, casca dos frutos, frutos secos, sementes,
cortex - sao formados por uma mistura de compostos organicos de variadas fungdes
quimicas, como alcoois, aldeidos, ésteres, fenodis e hidrocarbonetos, que assim
caracterizam os aromas (GUILLEN et al. 1996; PARK-II et al., 2003). Estes podem
ser obtidos por processos de destilagdo a vapor ou extracdo por solvente
(RAJENDRAN & SRIRANIJINI, 2008).

Os oleos essenciais das plantas apresentam atividade inseticida, podendo ser
repelente e/ou ovicida, além de inibir a alimentagdo, o crescimento € a oviposi¢ao
(HO et al., 1996; REGNAULT-ROGER, 1997; PAPACHRISTOS et al., 2002, 2004;
TAPONDJOU et al., 2005; SALEM et al., 2007; STAMOPOULOS et al., 2007;
RAJENDRAN & SRIRANIJINI, 2008). Muitos dos ingredientes ativos presentes nos
6leos sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas na defesa quimica contra
herbivoros e patdégenos (REGNAULT-ROGER, 1997; RAJENDRAN &
SRIRANIJINI, 2008). Varias familias de plantas tém sido extensivamente
pesquisadas em relagdo a sua atividade fumigante, em especial a familia
Brassicaceae.

As espécies de plantas da familia Brassicaceae, como Brassica nigra, B.
juncea, B. oleracea, Armoracia rusticana ¢ Wasabia japonica sdo caracterizadas pela
presenga predominante do glucosinolato sinigrina. Sua interacdo com a mirosinase
endogena (B-tioglucosidase glucohidrolase) e pH 7, forma o isotiocianato alilo —
ITCA (CH?’=CH-CH?-N=C=S), principal componente do 6leo essencial de mostarda

(PECHACEK et al., 1997; SHOFRAN et al., 1998). O ITCA apresenta um sabor



picante ¢ ¢ um forte lacrimejante. Estas caracteristicas se devem principalmente a
presenca de enxofre em sua estrutura quimica (PECHACEK et al., 1997).

Este composto tem sido foco de pesquisas em industrias alimenticias que
visam reduzir a atividade microbiana e manter os produtos com suas propriedades
organolépticas ¢ com bom estado nutricional. O componente volatil ITCA
demonstrou-se efetivo no controle de bactérias (Bacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella enteritidis), leveduras (Candida tropicalis,
Torulaspora delbreuckii, Saccharomyces cerevisiae) e fungos (Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum e Mucor racemosus), prevenindo a deterioragdo de alimentos
pereciveis (ISSHIKI, 1992; SHOFRAN et al., 1998; PARK et al., 2000; MARI et al.,
2002; MUTHUKUMARASAMY et al., 2003; SUHR & NIELSEN, 2003;
NADARAJAH, 2005; TUNC et al.,, 2007). Alguns paises, como Japao ¢ EUA,
utilizam o ITCA sintético como aditivo alimentar e condimento, respectivamente,
tendo sido este produto classificado como seguro pela Food and Drug Administration
—FDA (EUA) (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 1999).

A utilizagdo do ITCA tem sido sugerida em outras areas, como na medicina,
para o tratamento de cancer (SMITH et al. 2004; THEJASS & KUTTAN, 2007), e
no setor agricola, como fumigante de solo (BELLO et al., 2001; DHINGRA et al.,
2004) e de produtos armazenados (WORFEL et al., 1997; COSTA et al., 2006).

Estudos recentes t€ém demonstrado que o 6leo de mostarda (com 90% de
ITCA) é uma alternativa promissora no controle de pragas de grios armazenados
(WORFEL et al., 1997, HEBERLE et al., 2005; COSTA et al., 2006) ¢ o mesmo nao
altera a qualidade destes (WORFEL et al., 1997; PAES, 2008). Como exemplo do
que ocorre com a fosfina e com o brometo de metila, os vapores do 6leo essencial de

mostarda foram capazes de penetrar em grdos de milho e causar mortalidade das



fases imaturas de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (CLs5o<15,7 pL L™)
(COSTA et al., 2006). Adicionalmente, foi demonstrado que sua toxicidade
(CLs=1,57 pg cm™) foi proxima aos fumigantes diclorvos (CLs=0,29 pg cm™) e
cloropicrina  (CLsp=1,30 pg cm™) para Rhyzopertha dominica (Coleoptera:
Bostrichidae), apresentando um elevado potencial fumigante (TSAO et al, 2002).
Além disso, foi observado efeito supressivo nas progénies de Lasioderma serricorne
(Coleoptera: Anobiidae) e T. confusum quando em contato com este volatil
(WORFEL et al., 1997).

Apesar dos 6leos essenciais serem considerados uma importante alternativa
para os programas de manejo de insetos-praga de produtos armazenados, tem-se
observado que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura investiga apenas o
efeito toxico para a fase adulta dos insetos, sendo poucos os que estudaram as fases
imaturas. Os estagios de desenvolvimento do inseto podem apresentar diferengas na
susceptibilidade ao fumigante (ISIKBER et al., 2006; MONDAL &
KHALEQUZZAMAN, 2006; STAMOPOULOS et al., 2007). Neste contexto, os
ovos e as pupas sdo de especial preocupacao, pois podem apresentar tolerancia ao
produto quimico (ex. a fosfina) (PRATT, 2005).

Sabe-se que a susceptibilidade do inseto a um fumigante pode variar com a
sua taxa respiratoria (COTTON, 1932). A respiragdo dos insetos pode ser
determinante para a absor¢ao das moléculas inseticidas, como exemplo do que ocorre
com a fosfina, que penetra no organismo dos insetos via sistema respiratorio (BOND
et al., 1969; CHAUDHRY, 1997). Assim, o monitoramento da taxa respiratoria
(consumo de O, ou emissdo de CO;,) € umas das técnicas empregadas para estudar o
mecanismo de agdo dos inseticidas ¢ o mecanismo de resisténcia dos insetos

(PIMENTEL et al., 2007; SOUSA et al., 2008). Além desta finalidade, estudos de



deteccdo de resisténcia a inseticidas t€ém utilizado este parametro aliado a massa
corporea e a taxa de crescimento para reconhecer a ocorréncia de possiveis custos
fisiologicos associados a resisténcia a inseticidas. Nesse caso, a elevada atividade
metabdlica estaria associada a uma maior eficiéncia na mobilizagdo de reservas
energéticas para a producao de aparatos de defesa contra inseticidas (GUEDES et al.,
2006). Assim, mecanismos de resisténcia a inseticidas como o aumento do
metabolismo destoxificativo poderia envolver custos adaptativos aos individuos
resistentes, comprometendo desta forma a alocacdo de energia para outros processos
fisiolégicos bdasicos, como a reproducdo. Estas informagdes s3o de grande
importancia para a elaboragdo de estratégias de manejo.

O conhecimento da susceptibilidade de populagdes de uma mesma espécie a
inseticidas alternativos e os possiveis mecanismos envolvidos com sua toxicidade
sdo importantes para elaboracdo de estratégia de uso devido a possibilidade de
resisténcia cruzada com os inseticidas em uso. Em termos praticos, caso ndo seja
detectada essa condigdo, estes inseticidas podem ser utilizados em programas de
manejo de resisténcia a inseticidas, como mistura, em rotagdo ou como mosaico,
diminuindo a frequéncia de individuos resistentes e aumentando a frequéncia de
susceptiveis na populagio (SUBRAMANYAM & HAGSTRUM, 1996; PIMENTEL
et al., 2007; SOUSA et al., 2008).

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar a toxicidade do 6leo essencial de
mostarda em populagdes de T. castaneum resistentes e susceptiveis a fosfina; e
verificar a possibilidade de resisténcia cruzada entre a fosfina e o 6leo essencial de
mostarda. Adicionalmente, buscou-se avaliar o efeito toxico do 6leo de mostarda
para as fases imaturas de T. castaneum e averiguar se a taxa respiratéria dos insetos

tem relagdo com a massa corpoérea e a toxidade do 6leo de mostarda.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos e 0leo de mostarda

Os insetos foram criados em frascos de vidro de 1,5 L e placas de Petri de
140 x 10 mm (diametro % altura) e mantidos em camara climatica, a 26+2°C, (24h de
escotofase) e 75+5% de UR, sendo utilizados graos de milho triturado como
substrato alimentar, com teor de umidade de 13% base umida (b.u.).

Utilizou-se o 6leo essencial de mostarda (OEM) sintético, com 90% do
componente volatil isotiocianato alilo (ITCA), de uso na industria alimenticia. Antes
da sua utilizacdo, o OEM foi diluido em 6leo de soja, na propor¢do de 0,5:9,5 v/v,

respectivamente, para obter solucao oleosa de 4,5% de ITCA.

2.2. Bioensaios de toxicidade para insetos adultos

Nos testes de toxicidade para adultos de T. castaneum foram utilizadas 18
populacdes coletadas entre 2004 e 2007, nos estados de Goids, Mato Grosso, Minas
Gerais, Piaui e S3o Paulo (Figura 1 e Tabela 1). Seis destas populagdes - Bom
Despacho, Campos de Julio, Rio Verde, Uberlandia, Unai I ¢ Vigosa I - sdo
resistentes a fosfina, com razao de (RTsg) variando de 37 a 186,2 vezes (PIMENTEL

et al., 2007).



Figura 1- Locais de coleta das populagdes de Tribolium castaneum nos estados de
Goias (GO), Mato Grosso (MT), Minas Gerais (MG), Piaui (PI) e Sao
Paulo (SP). Os numeros apresentados no mapa correspondem aos locais

indicados na Tabela 1.



Tabela 1-

Origem, local de coleta, produto ¢ época de coleta das populagdes de Tribolium castaneum

Codigo Cidade Estado Local de coleta Produto Més/Ano

1 Agua Boa MT Armazém convencional Milho/Paingo Agosto/2004

2 Aguanil MG Paiol Milho/Espiga Maio/2005

3 Barra do Gargas MG Beneficiadora de arroz Arroz Margo/2007

4 Bom Despacho MG Silo metalico/Fabrica de ragdo Milho Maio/2005

5 Braganca Paulista SP Paiol/Fabrica de ragio Milho/Ragdo suina Margo/2005

6 Campos de Julio MG Fundo de silo metalico Milho/Soja/Impurezas Junho/2004

7 Frutal MG Silo metalico Sorgo Dezembro/2005
8 Guaxupé MG Fundo de silo metalico Milho/Impurezas Agosto/2005

9 Nova Era MG Armazém convencional Milho/Impurezas Maio/2005

10 Piracicaba Sp Laboratorio Milho/Trigo Agosto/2004
11 Picos II PI Silo metalico Milho Fevereiro/2007
12 Rio Verde GO Silo metalico Milho/Soja/Sorgo/Impurezas Julho/2004

13 Sacramento MG Armazém graneleiro/Sacaria Milho/Sorgo/Impurezas Maio/2005

14 Uberlandia MG Fundo de silo metalico Milho/Soja/Sorgo/Impurezas Agosto/2004
15a Unai | MG Silo metalico Milho Agosto /2004
15b Unai 11 MG Silo metalico/Graneleiro Milho/Impurezas Julho /2004
16a Vicosa I MG Laboratorio Milho/Trigo Marc¢o/2004
16b Vigosa Il MG Fabrica de ragado Milho/Impurezas Setembro/2004




Inicialmente, testes preliminares foram realizados para determinar as faixas
de concentra¢des do OEM que causam mortalidade superior a zero e inferior a 100%.
Com base nestas informagdes foram estabelecidas cinco concentragdes para a
exposicao dos insetos em bioensaios definitivos.

Os bioensaios foram realizados em frascos de vidro com 0,8 L de
capacidade. As concentragdes utilizadas variaram entre 3,37 a 5,62 uL L', com
intervalos de 0,56 uL L. O OEM diluido foi aplicado com auxilio de uma
micropipeta em papel filtro (2,25 cm?), ¢ este foi colocado em placas de Petri (5,0 cm
de diametro) no fundo do frasco. As placas de Petri foram cobertas com tecido de
organza para evitar o contato direto entre o 6leo essencial de mostarda e os insetos.
Posteriormente, os insetos foram colocados nos frascos, os quais foram vedados com
silicone. Para cada concentragdo avaliada foram utilizadas quatro repeti¢des, cada
uma com 30 insetos adultos ndo-sexados. O tratamento controle foi realizado de
modo semelhante, porém os insetos foram submetidos apenas ao 6leo de soja. Os
frascos foram mantidos sob 26+£2°C, 70+5% UR e escotofase de 24 horas. Apos o

periodo de exposicao de 24 horas, contabilizou-se o nimero de insetos mortos.

2.3. Bioensaios de toxicidade para insetos imaturos

Para avaliar a toxicidade do OEM nas fases imaturas do inseto, foram
utilizados ovos (1-6 dias de idade), larvas jovens (12 dias), larvas velhas (18 dias) e
pupas (3-4 dias) de duas populagdes de T. castaneum: uma populagio de Agua Boa e
uma de Bom Despacho (susceptivel e resistente a fosfina, respectivamente)
(PIMENTEL et al., 2007).

Para obter larvas, pupas e adultos de idade conhecida, aproximadamente

500 insetos adultos (ndo-sexados) foram colocados em frascos de vidro durante 24
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horas para realizar a oviposi¢ao. Posteriormente, os insetos adultos foram removidos
e depois de 6 a 7 dias pos-oviposi¢do (STAMOPOULOS et al., 2007), as larvas
eclodiram, e foi possivel acompanhar o desenvolvimento do inseto. Estes foram
criados ¢ mantidos nas mesmas condi¢oes descritas no item 2.1., até a utilizacdo nos
bioensaios.

Para facilitar a obtengdo dos ovos, os insctos adultos foram colocados em
frascos de vidro de 3,25 L de capacidade, juntamente com 500 g de racdo canina
Purina Beneful® como substrato alimentar, escolhida por apresentar colora¢io
avermelhada, contrastando dessa forma com os ovos brancos e translucidos de T.
castaneum. O po6 gerado pelos insetos foi passado em peneira de malha de 0,50 mm,
levado a um microscopio estereoscopico para a visualizagdo e coleta dos ovos. Estes
foram colocados em placas de Petri (5,0 cm de didmetro) em grupos de 30 para os
bioensaios de fumigacdo. Para cada concentragdo e estagio de desenvolvimento
avaliado, foram utilizadas quatro repeticdes com 30 individuos cada. O tratamento
controle foi realizado de modo semelhante, porém os insetos foram submetidos
apenas ao oleo de soja.

A metodologia de aplicagdo do OEM foi realizada como descrito no item
2.2. As concentragdes utilizadas para os ovos, larvas e pupas variaram entre 2,25 a
5,62 uL L', com intervalo de 0,56 puL L. Os frascos foram mantidos sob 26+2°C,
70 £ 5% UR e escotofase de 24 horas. Apods o periodo de exposi¢do de 24 horas, os
insetos foram retirados do recipiente e colocados em placas de Petri com 30 g de
milho triturado, sendo os insectos incubados e mantidos nas mesmas condicoes
descritas anteriormente para todas as fases por aproximadamente sete dias, quando

entdo se realizou a contagem dos insetos mortos.

11



2.4. Taxa respiratoria medida pela producio de CO;

Foram avaliadas a taxa respiratoria dos insetos adultos (1 a 3 semanas de
idade) das 18 populagdes de T. castaneum e das fases imaturas das populacdes de
Agua Boa e Bom Despacho. Para avaliar os estagios imaturos foram utilizados ovos
(1-6 dias de idade), larvas jovens (12 dias), larvas velhas (18 dias) e pupas (3-4 dias).

Os ensaios de respirometria foram feitos em condigdes de laboratdrio,
utilizando-se um respirdometro do tipo CO, Analiser TR 3C (Sable System
International, Las Vegas, EUA) e metodologia adaptada de GUEDES et al. (2006) e
PIMENTEL et al. (2007).

Para mensuracdo da taxa respiratoria média (producdo de CO,) foram
utilizadas trés repeti¢des de 20 insetos de cada fase de desenvolvimento e populagdo
avaliada. Estes insetos foram acondicionados em camaras respirométricas com
capacidade volumétrica de 25 mL conectadas a um sistema completamente fechado.
Os insetos foram colocados nas cdmaras 12 horas antes da mensuragido da quantidade
de CO, produzida por eles. Para fazer a varredura de todo o CO, produzido no
interior de cada camara, procedeu-se a passagem de ar isento de CO, em fluxo de
600 mL min"' por um periodo de dois minutos. Essa corrente de ar faz com que as
moléculas de CO, produzidas passem por um leitor de infravermelho acoplado ao
sistema, que continuamente faz a mensuragdo (em pL h™) do CO, produzido pelos
insetos e contido no interior de cada camara.

Antes da leitura do CO; contido em cada camara respirométrica, onde foram
confinados os insetos, fez-se a leitura do CO, contido em uma cimara sem insetos
em seu interior. O CO, contido nessa camara foi descontado do CO, mensurado nas
camaras em que os insetos foram confinados. Desta forma, foi possivel mensurar a

quantidade de CO; proveniente do metabolismo respiratdrio dos insetos.
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2.5. Massa corporea

Foram avaliadas a massa corpérea dos insetos adultos (1 a 3 semanas de
idade) das 18 populagdes de T. castaneum e das fases imaturas das populacdes de
Agua Boa ¢ Bom Despacho. Para avaliar a massa corpérea dos estigios imaturos,
foram utilizados ovos (1-6 dias de idade), larvas jovens (12 dias), larvas velhas (18
dias) e pupas (3-4 dias).

Para mensuragdo da massa corporea foram utilizadas trés repeticdes de 20
insetos de cada fase de desenvolvimento e populacdo avaliada. Realizou-se a
pesagem de cada grupo de 20 insetos utilizando balanga analitica com precisdo de

0,0001 g.

2.6. Taxa instantianea de crescimento populacional

Para determinar a taxa instantanea de crescimento (r;) de cada populacado,
foram utilizadas placas de Petri (140 x 10 mm) com 40 g de milho triturado (13%
b.u.), com dez repeticdes. O milho foi infestado com 20 insetos adultos (ndo-
sexados) de T. castaneum (1-3 semanas de idade), mantidos em camara climatica a
26+2°C, 70+5% UR e 24 horas de escotofase. O niimero de insetos adultos vivos foi
contabilizado apds 60 dias de armazenamento. A taxa instantdnea de crescimento em
cada populacdo foi calculada pela Equagado 1, proposta por WALTHALL & STARK

(1997):

| Ny
ol of
N, (1)
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em que

I = Taxa instantanea de crescimento populacional;

N; = Nuamero final de insetos vivos;

N, = Numero inicial de insetos vivos; e

At = Variacdo de tempo (nimero de dias em que o ensaio foi executado)

2.7. Analises dos dados

Os dados de mortalidade foram corrigidos pela férmula de ABBOTT
(1925). Posteriormente, os resultados de mortalidade foram submetidos a analise de
Probit, segundo FINNEY (1971), por intermédio do procedimento PROC PROBIT
do programa SAS (SAS Institute, 1989), gerando-se assim as curvas de
concentragdo-mortalidade.

A razdo de toxicidade (RT) e intervalo de confianga (p<0,95) foram
calculadas segundo metodologia proposta por ROBERTSON & PREISLER (1992).
Os valores das concentracdes letais (CL) foram considerados diferentes (p>0,05), se
os intervalos de confianga da razdo de toxicidade nao incluir o valor 1. Foram
realizadas analises de correlagdo (PROC CORR; SAS INSTITUTE, 1989) entre as
razdes de toxicidade ao OEM (CLs) verificadas neste trabalho para a fase adulta e as
razdes de toxicidade a fosfina (CLsg) obtidos por PIMENTEL et al. 2007.

! inseto™), massa corporea (mg) e

Os dados de taxa respiratéria (uL CO; h
taxa instantanea de crescimento (rj) dos insetos adultos das 18 populagdes avaliadas
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste de agrupamento de
média Scott-Knott (p<0,05) utilizando o programa SAEG (SAEG, 2005).

Realizou-se ainda andlise de correlacdo (p<0,05) entre a razao de toxicidade

(RTsp e RTys) do 6leo essencial de mostarda e a taxa respiratoria, a massa corporea e

a taxa instantanea de crescimento, além de correlagdo entre a taxa respiratéria e a
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massa corporea, utilizando o procedimento PROC CORR do programa SAS (SAS
INSTITUTE, 1989). Para as fases imaturas foram realizadas analises de correlacdo
entre as taxas respiratdrias e as CLsy obtidas nos bioensaios de toxicidade utilizando
0 mesmo programa estatistico.

Os resultados obtidos nos ensaios de taxa respiratoria para as fases imaturas
de T. castaneum foram submetidos a andlise de covaridncia utilizando o
procedimento PROC GLM (SAS Institute 1989). As populagdes avaliadas e as fases
de desenvolvimento do inseto foram utilizadas como varidveis independentes, a
massa corporea foi a covaridvel. Em seguida, foram estabelecidas analises de
regressdo simples complementares utilizando o programa Sigma Plot versdao 7.0

(SPSS, 2000).
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3. RESULTADOS

3.1. Toxicidade do dleo essencial de mostarda para populacées adultas de
Tribolium castaneum

Os resultados das curvas de concentragdo-mortalidade das populagdes de T.
castaneum expostas ao OEM sdo apresentados na Tabela 2. Estas curvas foram
utilizadas para identificar a populagdo padrdo de susceptibilidade, bem como a
toxicidade do OEM para as populagdes de T. castaneum. Dentre as populagdes
avaliadas, a populacdo de Unai II-MG foi a que apresentou menor CLsg (3,74 pL L~
", sendo considerado padréo de susceptibilidade. A populagdo de Piracicaba-SP foi a
que apresentou maior CLsy (4,66 uL L™). A populagio de Guaxupé-MG foi a que
apresentou menor CLos (4,86 pL L'l) e a populacdo de Piracicaba-SP a maior CLos
(6,69 uL L™). Embora seja observada variag¢io na susceptibilidade a0 OEM entre as
populagdes de T. castaneum, tal variacdo ¢ pequena (<2 vezes) para permitir o
reconhecimento de resisténcia ao OEM. A razdo de toxicidade (RT) com base na
CLsq variou entre 1,00 e 1,76 vezes, € a razdo de toxicidade baseada na CLos variou
entre 1,00 a 1,49. Ressalta-se que algumas dessas populacdes apresentam elevada
resisténcia a fosfina (Tabela 2), porém ndo foi observada correlacdo significativa
entre as razdes de toxicidade ao OEM e a PH; (r=-0,05; p=0,87), indicando auséncia
de resisténcia cruzada entre o 6leo essencial de mostarda e a fosfina (PIMENTEL et
al., 2007).

As inclinag¢des das curvas de concentragao-mortalidade variaram entre as
populacdes: 6,59 + 0,71 para a populagdo de Uberlandia-MG e 23,38 + 2,00 para a
de Agua Boa-MG. Por causa desta variacio, a ordem de susceptibilidade das

populagdes baseadas na CLs foi diferente daquelas baseadas na CLgs (Tabela 2).
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3.2. Taxa respiratoria em populacdes adultas de Tribolium castaneum

As populacdes de T. castaneum avaliadas apresentaram diferenca
significativa na taxa respiratéria (F=6,31; g.1. erro=36, p<0,001).

A populagao de Vigosa [I-MG apresentou a maior producao de CO,, e a de
Uberlandia-MG, a menor (Tabela 3). A variagdao ocorrida entre estas populacdes foi
de 63%. Constatou-se ainda que as taxas respiratorias produzidas pelas populacdes
nao tiveram correlacdo com a RT das CLso e CLys do OEM e com a massa corpérea

dos individuos (p>0,05).

3.3. Massa Corpdrea

A massa corporea média dos individuos das populagdes de T. castaneum
variou significativamente (F=4,83; g.l. erro=36, p<0,001) (Tabela 3). A populagdo de
Picos-PI apresentou maior massa corpdrea, enquanto a populagdo de Sacramento-
MG a menor, tendo sido a variacdo de massa corporal entre as populacdes de
19,42%. Nao foi observada correlagdo significativa entre a massa corpdrea e as

razdes de toxicidade (CLspe CLgs) a0 OEM (p>0,05).

3.4. Taxa instantinea de crescimento populacional (r;)

A 1 diferiu entre as populagdes de T. castaneum avaliadas (F=8,59; g.l.
erro=144, p<0,001). A populacdo de Guaxupé-MG foi a que registrou maior tj,
enquanto que a populagdo de Picos-PI o menor, com diferenca de 78,6% entre estas
duas populagdes (Tabela 3). Nao foi observada correlagdo entre a taxa instantanea de
crescimento das populacdes e as razoes de toxicidade das CLsy e CLys do OEM

(p>0,05).
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3.5. Toxicidade do Oleo essencial de mostarda para os diferentes estagios de
desenvolvimento de Tribolium castaneum

Os dados de toxicidade indicaram diferenca na susceptibilidade entre os
estagios de desenvolvimento do inseto, porém nao houve diferenga substancial entre
as duas populagdes (Agua Boa e Bom Despacho) (Tabela 4).

Em ambas as populagdes, os ovos foram a fase mais sensivel e as larvas
jovens foram mais tolerantes. As concentragdes letais estimadas para causar 50% de
mortalidade nas larvas jovens (CLs) foram de 1,2 e 1,3 vezes maior se comparadas a
fase de ovo nas populagdes de Agua Boa e Bom Despacho, respectivamente, durante
o mesmo periodo de exposicdo. A RT com base na CLsy variou entre 1,00 e 1,17
vezes na populagdo de Agua Boa e de 1,00 a 1,25 na populagdo de Bom Despacho
(Tabela 4).

As inclinag¢des das curvas de concentragdo-mortalidade variaram entre as
populagdes e estagios de desenvolvimento: de 5,26 a 23,38 para a populagdo de Agua
Boa e de 5,18 a 20,17 para a populagdo de Bom Despacho (Tabela 4).

Nos experimentos de toxicidade pode ser previamente notado um aspecto
escuro na epiderme das larvas submetidas ao tratamento com o OEM, além de ter

sido observada ma-formagao em adultos do inseto (APENDICE A, Fig. 1 ¢ 2).

3.6. Producao de CO; dos diferentes estagios de desenvolvimento de Tribolium
castaneum

A taxa respiratoéria foi influenciada pelo estdgio de desenvolvimento do inseto
€ por sua massa corpdrea, entretanto nao se constatou efeito de populacao (F=0,001;
p=0,966). Além disto, ndo se constatou qualquer interferéncia significativa das
interagdes entre os fatores estudados (populagdo, fase de desenvolvimento e massa

corpdrea dos insetos). A taxa respiratdria aumentou a medida que aumentou a massa
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corporea dos individuos (Fig. 2). As taxas respiratorias das diferentes fases de
desenvolvimento do inseto ndo tiveram correlagao com a toxicidade do OEM (CLs)

(p>0,05).
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Tabela 2- Toxicidade do 6leo essencial de mostarda para 18 populag¢des adultas de Tribolium castaneum
3 Numero de insetos o . CLsy (95% IF) RT (95% IF) CLys (95% IF) RT (95% IF) 5

Populacao Inclinaciao (EPM) (UL LY CLe, (UL LY CLos % P
Unai 1T, MG’ 600 12,21 (£0,96) 3,74 (3,63-3,83) - 5,10 (4,91-5,35) ; 3,14 036
Sacramento, MG® 600 10,35 (£0,85) 3,82(3,70-3,93) 1,02 (0,98-1,06) 5,51 (5,27-5,86) 1,08 (1,01-1,15) 1,78 0,61
Guaxupé, MG 480 19,61 (£1,53) 401 (3,92-4,09) 1,07 (1,03-1,11) 4,86 (4,72-5,04)  0,95(0,90-1,00) 5,54 0,13
Aguanil, MG? 600 19,18 (£1,34) 401 (3,94-4,08) 1,07 (1,03-1,11) 4,89 (4,76-5,06) 0,95 (0,90-1,01) 3,81 0,28
Vigosa I, MG* 570 16,87 (£1,15) 4,11 (4,03-4,19) 1,10 (1,06-1,13)  5,15(5,00-534) 1,00 (0,95-1,06) 4,72 0,19
Barra do Garcas, MT 540 19,24 (£1,33) 4,11 (4,04-4,19) 1,10 (1,06-1,13) 5,01 (4,87-5,19) 0,99 (0,93-1,04) 534 0,14
Bom Despacho, MG * 570 20,17 (£1,42) 4,14 (4,06-421)  1,10(1,06-1,13) 4,99 (4,87-5,16) 0,98 (0,93-1,03) 5,07 0,16
Picos, PI° 570 11,72 (£0,87) 4,15 (4,05-4,25) 1,11 (1,07-1,15) 573 (549-6,07) 1,12(1,05-120) 0,89 0,82
Unai I, MG * 390 11,20 (£1,09) 4,17 (4,04-429) 1,11 (1,07-1,16) 5,84 (5,52-6,34) 1,14 (1,05-124) 2,98 0,39
Vigosa IT, MG’ 600 11,88 (£0,85) 4,18 (4,08-4,28) 1,11 (1,07-1,16) 5,75 (5,52-6,06) 1,12(1,05-120) 508 0,16
Nova Era, MG* 480 20,30 (£1,60) 423 (4,15-4,30) 1,13 (1,09-1,17) 5,10 (4,96-5,28) 1,00 (0,94-1,05) 4,89 0,17
Uberlandia, MG * 570 6,59 (£0,71) 4,26 (4,09-442) 1,13 (1,08-1,17) 7,57 (6,84-8,80) 1,48 (1,30-1,69) 2,85 0,41
Braganca Paulista, SP’ 540 13,05 (£0,92) 428 (4,17-437) 1,14 (1,10-1,18) 5,72 (5,50-6,00) 1,12 (1,05-1,19) 507 0,16
Frutal, MG’ 510 17,94 (£1,26) 432 (423-440) 1,15(1,11-1,19) 533 (5,18-5,53) 1,04 (0,99-1,10) 2,98 0,39
Agua Boa, MT? 420 23,38 (£2,00) 442 (435-449) 1,18 (1,14-1,22) 520 (5,07-538) 1,01 (0,96-1,07) 2,67 026
Campos de Julio, MT* 390 17,00 (£1,32) 443 (4,33-4,53)  1,18(1,14-1,22) 5,53 (5,34-5,79) 1,08 (1,02-1,15) 5,74 0,12
Rio Verde, GO* 330 15,07 (£1,37) 445 (4,33-4,56) 1,18 (1,14-123) 5,72 (5,48-6,06) 1,12 (1,04-1,19) 3,70 0,29
Piracicaba, SP> 600 10,51 (£0,83) 4,66 (4,55-4,79) 124 (1,20-1,29) 6,69 (6,32-7,21) 131 (1,21-1,42) 5,96 0,11

'"E.P.M.=Erro padrio da média; *Populagio padrio de susceptibilidade; *Susceptivel a fosfina, ‘Resistente a fosfina (PIMENTEL et al., 2007), *Estatus de resisténcia a

fosfina desconhecido. CL=Concentracdo letal; IF 95%=Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RT=Razdo de toxicidade para CLsy e CLys; XZZQui—quadrado; e

P=Probabilidade.
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Tabela 3-

corpdrea (mg) e taxa instantdnea de crescimento (r;) das populagdes adultas de

Tribolium castaneum

Taxa respiratoria medida pela produgdo de CO, (L CO, h™' inseto™), massa

Populacoes

Taxa respiratéria Massa corporea

+ EPM'

+ EPM'

Taxa instantanea
de crescimento +

EPM'

Vicosa II

Unai [

Bom Despacho
Campus de Julio
Agua Boa

Nova Era

Rio Verde
Aguanil

Picos
Sacramento
Braganca Paulista
Frutal

Unai II

Vicosa I
Guaxupé

Barra do Gargas
Piracicaba

Uberlandia

1,787 0,011 *°
1,739 +£ 0,387 *

1,267 + 0,092 °
1,214 + 0,006 °
1,198 + 0,086 °
1,185+ 0,490 °

1,024 + 0,142
0,930 £ 0,075
0,865 £ 0,120
0,859 £ 0,081
0,793 £ 0,306
0,724 + 0,118
0,724 + 0,043
0,717 £ 0,057
0,716 £ 0,009
0,710 £ 0,039
0,671 £ 0,061
0,654 £ 0,120

C

C

1,988 + 0,048
1,996 + 0,052
1,835+ 0,036 °
1,981+ 0,017
1,923 + 0,002
2,048 + 0,041
1,870 + 0,033 °
1,873 + 0,031 °
2,101 £ 0,222
1,693 + 0,007 °
1,950 + 0,053
1,861+ 0,071 °
1,816 + 0,005 °
1,818 + 0,035 °
1,713+ 0,102 °
1,795 + 0,020 °
1,738 + 0,025 °
1,970 + 0,053

0,023 + 0,003
0,013 +0,004 ©
0,014 + 0,003 °
0,024 + 0,006 *
0,025 + 0,003
0,021 + 0,003 °
0,020 + 0,004 °
0,011 +0,002 ¢
0,006 + 0,005 ¢
0,016 + 0,005 °
0,012 + 0,009 ©
0,014 + 0,005 °
0,009 + 0,009 ¢
0,019 + 0,005 °
0,028 + 0,002 *
0,009 + 0,005 ¢
0,013 + 0,005 °©
0,019 + 0,003 °

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a

5% de significancia. 'EPM=Erro Padrio da Média
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Tabela 4- Toxicidade do 6leo essencial de mostarda para as diferentes fases de desenvolvimento de Tribolium castaneum
Populagoes Fases do Nimero de Inclinacgao CLsy (95% IF) RT (95% de IF) x2 P
inseto insetos (xEPM") (nL L CLsy
Ovos 600 5,26 (+0,67) 3,88 (3,68-4,14) - 3,53 0,31
Larvas jovens 540 5,45 (£0,70) 4,54 (4,33-4,77) 1,17 (1,08-1,26) 496 0,17
Agua Boa®  Larvas velhas 450 15,87 (+1,14) 4,16 (4,06-4,26) 1,07 (1,00-1,14) 421 023
Pupas 570 10,60 (+0,85) 4,30 (4,19-4,41) 1,10 (1,04-1,18) 3,73 0,29
Adultos 420 23,38 (£2,00) 4,42 (4,35-4,49) 1,13 (1,07-1,20) 2,67 026
Ovos 510 5,18 (+0,69) 3,67 (3,49-3,88) - 427 0,23
Larvas jovens 510 5,51 (20,77) 4,63 (4,42-4,88) 1,25 (1,17-1,35) 496 0,17
Bom
Larvas velhas 450 15,85 (+1,37) 4,13 (4,03-4,23) 1,12 (1,06-1,19) 4,14 024
Despacho3
Pupas 570 13,04 (£0,96) 4,44 (4,34-4,54) 1,2 (1,14-1,27) 446 021
Adultos 570 20,17 (£1,42) 4,14 (4,06-4,21) 1,12 (1,06-1,18) 5,07 0,16

'EPM=Erro padrio da média; “Populacio susceptivel a fosfina; *Populagio resistente a fosfina (PIMENTEL et al., 2007). CL=Concentragio letal; IF 95%=Intervalo fiducial a
95% de probabilidade; RT=Razao de toxicidade para CLs, ¥*=Qui-quadrado; e P=Probabilidade.
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Taxa respiratéria (mL CO, ! inseto'l)

Figura 2-
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Massa corporea (mg)
Relagdo entre a taxa respiratoria (mL CO, h™ inseto™) e a massa corporea

(mg) dos diferentes estagios de desenvolvimento de Tribolium castaneum

provenientes das populagdes de Agua Boa e Bom Despacho.
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4. DISCUSSAO

As 18 populagdes adultas de T. castaneum avaliadas apresentaram
uniformidade de resposta e auséncia de resisténcia ao OEM. Destas populagdes, seis
sdo resistentes a fosfina, com elevados niveis de resisténcia (37<RT5,<186 vezes).
Considerando que nenhuma destas populagdes se mostrou resistente ao 6leo de
mostarda e ndo houve correlagdo significativa entre as razdes de toxicidade dos dois
fumigantes, pode-se descartar a possibilidade de resisténcia cruzada entre o 6leo de
mostarda e a fosfina. Isto sugere que os mecanismos de defesa do inseto utilizados
para a resisténcia a fosfina sao ineficazes para o OEM.

As inclinag¢des das curvas de concentragao-mortalidade variaram entre as
populagdes avaliadas. As maiores inclinagdes indicam resposta mais homogénea ao
inseticida testado e isso implica que pequenas variagdes na concentracdo do
inseticida provocam maiores variagdes de mortalidade nestas populagdes (BACCI et
al., 2001; FRAGOSO et al., 2002).

A susceptibilidade do inseto a um fumigante pode variar de acordo com a
taxa respiratoria (COTTON, 1932; CHAUDHRY, 1997). Essa taxa pode ser
mensurada pelo consumo do O, ou producdo de CO,. Neste trabalho, as populagdes
adultas apresentaram variagdo na quantidade de CO, produzida, porém ndo foi
observada qualquer relacdo com a razdo de toxicidade ao OEM (RTsp e RTos). Esses
resultados refor¢cam a hipotese de auséncia de resisténcia cruzada entre o OEM e a
fosfina, uma vez que um estudo anterior relata uma forte associacdo entre a
resisténcia a fosfina e a baixa taxa respiratdria em algumas populagdes investigadas
neste estudo (PIMENTEL et al., 2007)

A toxicidade inseticida em populacdes de insetos resistentes tem sido

associada com os mecanismos de defesa bioquimicos onde a manutencdo de defesa
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pode ser relacionada diretamente a elevada atividade metabolica. Assim, a massa
corporea e a taxa respiratoria contribuem para designar possiveis custos metabodlicos
na auséncia de pressdao de selegdo. Maior massa corpérea e taxa respiratoria sao
indicadores de grandes areas de reservas de energia e de rapida mobilizagdo de
energia suficiente para produzir mecanismos de resisténcia contra inseticidas (NATH
et al.,, 2000; OLIVEIRA et al., 2005; GUEDES et al., 2006). A massa corpdrea
variou significativamente entre as populagdes adultas de T. castaneum avaliadas. No
entanto, ndo foi observada relagdo entre a massa corporea e a razao de toxicidade ao
OEM e entre a massa corpdrea ¢ a taxa respiratoria dos insetos. Apesar de essas duas
varidveis serem indicadoras do estado fisiologico dos individuos, nem sempre ha
correlacdo significativa entre elas (SOUSA et al., 2008), como observado no presente
estudo. Desta forma, as populagdes com maior massa corpdrea nao teriam maior
mobilizagdo de suas reservas energéticas para a produ¢do de mecanismos de defesa
contra 0 OEM.

As populagdes de T. castaneum apresentaram diferentes padrdes
reprodutivos. Como todas as populagdes foram susceptiveis, em termos praticos o
OEM ndo seria um agente seletivo responsavel por desvantagem reprodutiva. As
diferengas observadas nos padrdes reprodutivos das populagdes podem estar
relacionadas a origem genética da resisténcia a fosfina (PIMENTEL et al., 2007). As
populagdes resistentes que vem sendo mantidas em laboratorio durante muitos anos
sem selecdo por uso de inseticidas, podem apresentar performance reprodutiva
semelhante as populacdes susceptiveis, devido os genes terem sido substituidos por
outros que ndo sao tao dispendiosos. Aquelas populagdes, em que a resisténcia ndo ¢

fixa, podem ter baixa performance reprodutiva devido a presenca de custos
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fisiologicos associados (FRAGOSO et al., 2005; FRAGOSO et al., 2006; SOUSA et
al., 2008).

Os resultados do presente estudo indicam que o OEM pode ser considerado
um fumigante em potencial no controle de pragas de graos armazenados, podendo ser
incluido em estratégias que visam minimizarem a probabilidade da evolugdo da
resisténcia a fosfina. Umas das tdticas mais importantes a serem utilizadas ¢ a
rotagdo entre os inseticidas (ROUSH & MCKENZIE, 1987). O uso rotativo de
inseticidas poderia diminuir a frequéncia de gendtipos com resisténcia instavel a
fosfina e colocaria os individuos resistentes frente a uma desvantagem adaptativa.
Vale ressaltar que o uso de diferentes inseticidas, aos quais os insetos nao
apresentam resisténcia cruzada, pode contribuir substancialmente para reduzir a
velocidade do desenvolvimento da resisténcia (PARRELA & TRUMBLE, 1989;
SUBRAMANYAM & HAGSTRUM, 1996; SOUSA et al., 2008).

O dleo essencial de mostarda se apresentou toxico para todas as fases de
desenvolvimento de T. castaneum, apesar de a susceptibilidade ter variado de acordo
com o estagio de desenvolvimento. Para ambas as populagdes, Agua Boa ¢ Bom
Despacho, consideradas, resistente e susceptivel a fosfina, respectivamente, os ovos
foram o estdgio mais sensivel e as larvas jovens as mais tolerantes. As fases de
desenvolvimento de T. castaneum avaliadas também apresentaram distintas taxas
respiratorias, corroborando com os resultados de outros trabalhos (EMEKCI et al.,
2001; 2002)

A variagdo observada na producdao de CO, esta relacionada com a massa
corporea dos individuos e ndo com a toxicidade do inseticida. A medida que
aumentou a massa corpdrea, aumentou também a taxa respiratéria. Como existe

diferenga nas taxas metabolicas entre as fases de desenvolvimento dos insetos,
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esperava-se que, em condigOes iguais, 0s estagios apresentassem diferengas na
susceptibilidade ao fumigante (COTTON, 1932). No entanto, no presente estudo nao
foi observado correlagdo entre as taxas respiratorias das diferentes fases de
desenvolvimento do T. castaneum e a toxicidade do 6leo de mostarda (CLs). Desta
forma, o incremento da produgdo de CO, com a massa corporea nao influenciaram
na toxicidade do 6leo de mostarda nos diferentes estagios de desenvolvimento de T.
castaneum. Apesar de serem constatados tais resultados, trabalhos anteriores
comprovaram que os glusosinolatos e seus produtos de quebra operam no sistema
respiratorio dos insetos (PRACOS et al., 1992; TSAO et al., 2002). O AITC age de
forma semelhante a substancia desacopladora dinitrofenol, interferindo na
fosforilacdo oxidativa e formagdo do ATP (TSAO et al., 2002).

Algumas consideragdes podem ser atribuidas para explicar por que os ovos
foram a fase mais sensivel, apesar de terem respirado menos. O isotiocianato alilo
pode ter difundido para dentro do ovo de forma que os processos fisiologicos e
bioquimicos vitais associados ao desenvolvimento embrionario foram afetados. Estes
efeitos foram observados por GURUSUBRANIAN & KRISHNA (1996) em ovos de
Earias vittela (Lepidoptera: Noctuidae) expostos aos volateis de Allium sativum.
Outra possibilidade da atividade ovicida pode ser atribuida a toxicidade quimica e/ou
as propriedades fisicas do inseticida que podem causar mudangas na tensdo
superficial da membrana e na concentragdo de oxigénio dentro do ovo (SINGH et al.,
1978; HUANG et al., 2000).

O modo de a¢do de muitos isotiocianatos tem sido sugerido como sendo sua
capacidade de alquilagdo de grupos nucleofilicos, como os bipolimeros de DNA, que
teriam propriedade citotoxica que poderia afetar a formagdo e desenvolvimento de

estruturas, como os espiraculos, além de alguns compostos atuarem como
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reguladores de crescimento (UJVARY et al., 1989). No entanto, sio necessarios mais
estudos para saber de fato se o AITC age do mesmo modo. O que pode ser
previamente notado ¢ um aspecto escuro na epiderme das larvas submetidas ao
tratamento com AITC, além de ter sido observada ma-formacao em adultos do inseto
(APENDICE A, Fig. 1 ¢ 2).

Trabalhos com o6leos essenciais avaliando as fases imaturas tém
demonstrado que nao existe um padrio na susceptibilidade dos insetos (ISIKBER et
al., 2006; MONDAL & KHALEQUZZAMAN, 2006; STAMOPOULOS et al.,
2007). Em testes com o 6leo de Allium sativum contra T. castaneum, os ovos foram
mais sensiveis (CLgy=4,4 mg cm'z) e as larvas velhas mais tolerantes (CLgs=31,7 mg
cm™) (HO et al., 1996); para o 6leo de Syzygium aromaticum, os adultos foram mais
sensiveis (CLsp=0,12 mg cm?) e as larvas de 10 dias foram mais tolerantes
(CL5=0,21 mg cm™) (MONDAL & KHALEQUZZAMAN, 2006) e o fumigante
limoneno foi mais efetivo para larvas de terceiro instar (CLsp=0,21 pL L) do que
para ovos de T. confusum (CLs=278 pL L™"). A complexidade quimica dos 6leos
essenciais e seus diferentes mecanismos de agdo dificultam a comparacdo da
toxicidade, sendo que ela s6 ¢ efetiva se a avaliagdo envolver experimentos
realizados com as mesmas amostras do fitoquimico ¢ a mesma espécie de inseto
(REGNAULT-ROGER, 1997).

A concentracdo letal estimada para causar mortalidade de 50% das larvas
jovens (CLsp) foi aproximadamente 1,3 vezes maior se comparada a fase de ovo nas
populacdes avaliadas neste estudo, durante o mesmo periodo de exposicdo ao
fumigante. Trabalhos realizados com a fosfina e fases imaturas de pragas de graos
armazenados demonstram que essa concentracdo pode variar até 15 vezes entre as

fases mais sensiveis e tolerantes a esse fumigante, em populagdes susceptiveis
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(BELL et al., 1977; RAJEDRAN et al., 2001). A determinacao das concentracoes ¢
periodos de exposi¢cdo tem algumas implicagdes praticas no manejo de resisténcia. A
constante aplicacdo de concentragdes que causam mortalidade apenas das fases mais
sensiveis, pode selecionar as fases mais tolerantes por estarem constantemente sob
pressdo de selecao em doses subletais. Devido a tal fato, torna-se de fundamental
importancia determinar as concentragdes € 0 tempo necessario para obter

mortalidade de todas as fases de desenvolvimento dos insetos a fim de evitar

fracassos durante a fumigacdo (SUBRAMANYAM & HAGSTRUM, 1996).
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5. CONCLUSOES

il.

iil.

1v.

As populacdes de T. castaneum coletadas em cinco estados do Brasil
mostraram uniformidade de resposta ao 6leo de mostarda e nenhuma exibiu
resisténcia ao fumigante avaliado.

Levando-se em consideracdo que algumas populacdes estudadas neste
trabalho sdo resistentes a fosfina e que estas populagdes nao apresentaram
resisténcia ao 6leo de mostarda, pode-se afirmar que ndo houve resisténcia
cruzada entre os dois fumigantes.

Apesar de apresentarem diferentes padrdes respiratdrios, reprodutivos e de
massa corpdrea, as populagdes estudadas apresentaram uniformidade de
resposta ao 0leo de mostarda. Estes resultados indicaram que os processos
fisioloégicos das populagdes ndo incorreram em alteragdes nos padrdes de
susceptibilidade das populagdes ao 6leo de mostarda.

Os resultados indicam que o 6leo de mostarda apresentou-se toxico para todas
as fases de desenvolvimento do T. castaneum, embora a susceptibilidade
tenha variado de acordo com o estdgio de desenvolvimento, sendo os ovos
mais sensiveis e as larvas jovens as mais tolerantes a este fumigante.

A taxa respiratoria foi influenciada pelo estdgio de desenvolvimento do inseto
e por sua massa corpérea. No entanto, ndo foi observada relacdo entre a taxa

respiratdria e a toxicidade ao 6leo essencial de mostarda.
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APENDICE A
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A)

(B)

Figura 1- Aspecto da larva de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae):

normal (A) e com alteragdo na epiderme depois do bioensaio com o 6leo de

mostarda (B).
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©)
Figura 2-  Aspecto do adulto de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae):

normal (A) e com alteracdo em sua formacao depois do bioensaio com o

6leo de mostarda (B), (C).
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