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RESUMO

FREITAS, Rita Cristina Pereira de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de
2011. Toxicidade do 6leo essencial de mostarda sobre populacbes de Sitophilus

zeamais. Orientadora: Léda Rita D’Antonino Faroni. Co-orientadores: Raul Narciso
Carvalho Guedes e Eliseu José Guedes Pereira.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do o6leo essencial de mostarda
(OEM) para adultos de cinco populagdes de Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) e verificar a influéncia do 6leo essencial sobre o comportamento
locomotor dos insetos. Foi utilizado OEM com 90% do componente volatil
Isotiocianato alilo (ITCA), diluido em 6leo de soja, na propor¢ao de 1:9 v/v, para obter
solucdo oleosa de 9% de ITCA. O OEM foi aplicado em papel-filtro colocado em placas
de Petri (5,0 cm didmetro), que foram cobertas com organza e colocadas no interior de
frascos de vidro de 0,8 L, aos quais foram acrescentados posteriormente 50 insetos
adultos. Os frascos foram mantidos fechados por 48h. Utilizou-se o OEM em
concentragdes variando de 1,2 a 2,8 pL L. As populagdes de S. zeamais utilizadas
foram Abre Campo, Machado, Paracatu, Piracicaba e Tunépolis. Avaliou-se a
toxicidade do OEM por meio da estimativa das concentracdes letais (CL) para 50 (CLs)
e 95% (CLos) dos insetos adultos. As CLsy e CLos foram usadas para calcular as
respectivas razdoes de toxicidade. Foram avaliadas também as caracteristicas
comportamentais de caminhamento: distancia percorrida, velocidade de caminhamento,
tempo de repouso e numero de paradas, bem como as caracteristicas de voo como
nimero de decolagens e altura de voo dos insetos. Adicionalmente, foram avaliadas as
taxas instantaneas de crescimento populacional (r1), as taxas respiratorias (produgdo de
CO;) e massa corporea para todas as populacdes. A populagdo padrio de
susceptibilidade foi a da cidade de Piracicaba, pois apresentou menor CLsg (1,49 puL L°
1. Esta concentracdo foi utilizada para todos os bioensaios tratados com o OEM, exceto

para a taxa instantanea de crescimento populacional, em que nao se utilizou o tramento
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com OEM. A populacio de Paracatu foi a que apresentou maior CLso (2,97 uL L) e
CLos (6,82 pL L), enquanto Machado foi a populagio que apresentou menor CLos
(2,16 pL L™). A razdo de toxicidade com base na CLs, variou entre 1,08 ¢ 1,99 vezes, e
entre 0,76 ¢ 2,42 vezes baseada na CLos. As inclinagdes das curvas de concentracao-
mortalidade variaram entre as populagdes, sendo menor (4,56 + 0,72) para a populagao
de Paracatu e maior (13,14 £ 0,75) para a de Tundpolis. Nao houve diferenca
significativa na distancia percorrida entre os tratamentos com OEM e controle, nem entre
as populacdes. No entanto, o tempo de repouso dos insetos foi reduzido pelo tratamento
com OEM em todas as populacdes. Para os outros padrdes comportamentais de
caminhamento (velocidade de caminhamento e nimero de paradas), de voo (altura de voo e
numero de decolagens), taxa respiratoria e de massa corporea, houve diferenca apenas entre
as populacdes, ndo diferindo quando na presenga ou auséncia do OEM. Com isso, conclui-
se que o OEM foi toxico para as cinco populagdes de S. zeamais e que este 6leo ndo
promoveu grandes alteragdes no comportamento locomotor dos insetos. Diferentes
padroes comportamentais, respiratorios e de massa corporea foram observados nas
populagdes de S. zeamais, porém com uniformidade de resposta ao 6leo de mostarda,

sendo que estas diferengas devem ser inerentes a constitui¢do genética das populagdes.
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ABSTRACT
FREITAS, Rita Cristina Pereira de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
2011. Toxicity of mustard essential oil to populations of Sitophilus zeamais. Adviser:
Leda Rita D'Antonino Faroni. Co-advisers: Raul Narciso Carvalho Guedes and Eliseu
Jose Guedes Pereira.

The aim of this study was to evaluate the toxicity of the essential oil of mustard
(EOM) for adults of five populations of Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae)
and the influence of the essential oil on the locomotory behavior of the populations.
EOM was used with 90% of allyl isothiocyanate volatile component (ITCA), diluted in
soybean oil at 1:9 v/v to obtain a 9% solution of ITCA. EOM was applied on filter
paper placed in Petri dishes (5.0 cm diameter). The dishes were covered with organza
and placed inside glass jars of 0.8 L, and 50 adult insects were transferred to the jars,
which were kept closed for 48 hours. EOM was used at concentrations ranging from 1.2
to 2.8 uL L. The S. zeamais populations used were from Abre Campo, Machado,
Paracatu, Piracicaba and Tundpolis. The toxicity of EOM was evaluated by determining
the lethal concentrations (CL) to 50 (LCs) and 95% (LCys) of adult insects, which were
then used to estimate the toxicity ratio. The following locomotory behavioral
parameters were studied: walked distance, walking velocity, resting time, and number of
stops, as well as the number of takeoffs and flying height of the insects. Additionally,
the instantaneous rates of increase (ri), the respiration rate (CO, production) and body
mass were evaluated for all populations. The most susceptible population to EOM was
Piracicaba for wich the lowest LCsy was obtained (1.49uL L™"). This concentration was
used for all the other assays treated with EOM, except the instantaneous rate of
population growth, which hand no EOM treatment. The Paracatu population showed the
highest LCso (2.97 uL L") and LCos (6.82 pL L") while Machado showed the lowest
LCos (2.16 pL L™). The toxicity ratio based on the LCs ranged from 1.08 to 1.99 times,

and from 0.76 and 2.42 times based on the LCys. The slopes of the concentration-



mortality curves varied among the populations from 4.56 = 0.72 (Paracatu) to 13.14 +
0.75 (Tunapolis). The distance walked did not significantly differ between insects
treatead with EOM and control or among populations. However, regarless of the
population, the resting time of the insects was reduced by treatment with EOM. The
other walking parameters (walking velocity and number of stops), flight parameters
(flying height and number of takeoffs), respiratory rate, and body mass, the only varied
among the populations, but no difference existed for insects exposed or not exposed to
EOM. In conclusion, the EOM was toxic to the five populations of S. zeamais and did
not promote major changes in the locomotory behavior of the insects. Different
locomotory behavioral patterns, respiratory rate, and body mass were observed in the S.
zeamais populations, but with uniform response to mustard oil; these differences should

be inherent to the genetic make up of the populations.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de graos, segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB). A estimativa de produgdo para a safra de 2010/2011 ¢ de
149,09 milhdes de toneladas para o ciclo 2010/2011. O milho ¢ a soja destacam-se com
de cerca de 50 e 69 milhdes de toneladas produzidas por ano, respectivamente
(CONAB, 2011).

O milho (Zea mays L.) ¢ utilizado principalmente na alimentacdo humana e
animal, bem como na produg¢do industrial de amido, 6leo, farinha, glicose, produtos
quimicos, ra¢do animal e na elaboracdo de formulagdes alimenticias (Pinazza, 1993).
No entanto, o armazenamento destes grios ¢ feito de forma inadequada, ocorrendo,
durante o armazenamento, perdas de natureza quantitativa e qualitativa (Lorini, 2003).
Estas perdas sdo causadas principalmente por métodos incorretos de armazenagem,
estruturas de armazenamento improprias e ataques de pragas.

No armazenamento de graos, uma das pragas mais destrutivas € S. zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae) conhecido popularmente como
gorgulho-do-milho. S. zeamais ¢ uma praga de importancia primaria por atacar graos
intactos, sendo encontrada em todas as regides quentes e tropicais do mundo. Apresenta
infestacdo cruzada, ou seja, tem capacidade de infestar graos tanto no campo quanto no
armazenamento, além de elevado potencial bidtico. E uma praga polifagica, atacando
produtos como trigo, arroz, milho, cevada e triticale (Pacheco & Paula, 1995; Faroni e
Sousa, 2006; Lorini, 2008). Os adultos de S. zeamais sdao insetos de 3 mm de
comprimento, colorag@o castanho-escura com quatro manchas avermelhadas nos élitros
bastante visiveis logo apds a emergéncia, cabega prolongada para frente com rostro
recurvado onde se inserem as pecas bucais, pronoto fortemente pontuado e élitros sao

densamente estriados (Ress, 1996). A postura ¢ feita individualmente nos graos, em



pequenos orificios feitos pelas fémeas com a mandibula, os quais sdo fechados logo
apds a oviposi¢do com uma substincia gelatinosa secretada pela fémea (Cotton &
Wilbur, 1974; Evans, 1981). Apés a eclosdo, a larva se alimenta do interior dos graos e
completa seu estagio larval (quatro instares) dentro do proprio grdo, empupando-se a
seguir e culminando com a emergéncia do adulto no seu interior (Loeck, 2002). O ciclo
de vida do S. zeamais é de aproximadamente 35 dias a uma temperatura de 27 °C ¢
umidade relativa de 70%.

Atualmente, o controle dos insetos-praga de graos e subprodutos ¢ feito por meio
do uso de inseticidas protetores (piretroides e organofosforados) e fumigantes em que o
principio ativo € a fosfina (fosfeto de aluminio) (Guedes, 1991; White & Leesch, 1996).
No entanto, o uso continuo e indiscriminado destes inseticidas tem favorecido a selecao
de populagdes resistentes (Pimentel et al., 2009), tornando este método pouco eficaz,
além de causar riscos a saude humana e ao meio ambiente. Desta forma, torna-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas visando a obtencdo de métodos alternativos
para o controle deste inseto 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 oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos constituidos
por hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e outros compostos organicos (alcoois,
¢ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fenois éteres oOxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, enxofre) (Guenther, 1972; Simdes e Spitzer,
1999; Isman, 2008). Geralmente sdo substancias volateis, soltiveis em solventes
organicos, apresentam-se na forma liquida, com coloragdo amarela ou incolor, sabor
acido e picante. Constituem matéria-prima de grande importdncia para a industria
cosmética, farmacéutica e alimenticia (Pechacek et al., 1997, Mondal &

Khalequzzaman, 2006; Bakkali et al., 2008). Sao produzidos pelas plantas como



compostos secundarios, encontrados em maior quantidade na casca, flores, folhas,
rizomas e sementes (Aradjo, 1995), e estocados em células secretoras, cavidades,
canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Pichersky et al., 20006).

Viérias familias de plantas produzem o6leos essencias com potencial fumigante,
sendo que a familia das brassicaceas apresenta grande importancia, com destaque para
algumas espécies de mostarda, tais como Brassica nigra (mostarda-preta), B. juncea
(mostarda-parda ou indiana), B. rapa (nabo), B. oleracea (couve, couve-flor, repolho,
brocolis) Armoracia rusticana (raiz-forte ou rabano bastardo) e Wasabia japonica (raiz-
forte japonesa). O processo de extracdo dos 6leos essenciais destas plantas pode ser por
meio da destilagdao a vapor ou extracao por solvente (Rajendran & Sriranjini, 2008), ou
ainda produzido sinteticamente. O dleo essencial de mostarda apresenta como principal
composto o isotiocianato alilo (ITCA), constituindo entre 70 e 90% dependendo da
cultivar e das praticas agrondmicas utilizadas durante o cultivo (Mayton et al., 1996;
Hara et al., 2003; Saniewska et al., 2004). O isotiocianato ¢ produzido pelas plantas
naturalmente a partir de glucosinolatos (Kirkegaard et al., 1996; Morra & Kirkegaard,
2002; Smith et al., 2004; Njoroge et al., 2008). Os glucosinolatos sdo compostos
sulfuricos formados por um grupo B-D-tioglicosidico e uma cadeia de radicais carbonos
variavel (grupo -R). Da reacdo de hidrolise dos glucosinolatos (Figura 1) em pH 7,
catalisada por uma enzima enddgena conhecida por mirosinase (B-tioglicosidase
glucohidrolase), resultam varios compostos (Zanada & Ferris, 2003; Rouzaud et al.,
2004), dentre os quais o ITCA (CH2=CH-CH2-N=C=S), nitrilas e tiocianatos (Mayton

etal., 1996).
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Figura 1. Hidrdlise de glucosinolatos

O ITCA ¢ um composto volatil, que vem demostrando efetivo controle na
reducdo de populacdes de fungos (Olivier et al., 1999; Nielsen e Rios, 2000; Suhr e
Nielsen, 2003; Schurt, 2006; Goulart, 2007; Dhingra et al., 2004), bactérias (Park et al.,
2000) e nematoides (Ellenby, 1945; Zanada & Ferris, 2003). Adicionalmente, o ITCA,
assim como outros Oleos essenciais produzidos pelas plantas aromadticas, apresenta
propriedades inseticidas (Isman, 2004), com a vantagem de apresentar amplo espectro
de acdo e baixa toxicidade contra organismos ndo-alvo (Isman, 1999). A atividade
inseticida dos oOleos essenciais pode causar mortalidade, deformagdes em diferentes
estagios de desenvolvimento como também repeléncia, deterréncia, alteracdo no
comportamento e na reproducdo (Panda, 1979; Calatayud et al., 1994; Isman, 2006). O
ITCA ¢é eficaz no controle dos insetos-praga Lasioderma serricorne (Fabricius)
(Coleoptera: Anobiidae), Tribolium confusum (Jacquelin du Val) (Coleoptera:
Tenebrionidae) (Worfel et al., 1997), Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera:
Bostrichidae) (Tsao et al., 2002), Liposcelis entomophila (Enderlein) (Psocoptera:
Liposcelididae) (Wu et al., 2009) e Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae) (Santos et al., 2011).

Segundo Costa et al.(2006), os estagios imaturos de S. zeamais sao afetados pela

toxicidade do dleo essencial de mostarda, sendo que as larvas de primeiro instar sdo
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mais susceptiveis que as larvas do terceiro instar e, as pupas sdo mais resistentes ao 6leo
essencial de mostarda. No entanto, ndo constam na literatura informagdes a respeito das
respostas comportamentais apresentadas pelos insetos na presenga deste composto. A
maioria dos estudos que vém sendo realizados € para verificar o efeito letal dos
inseticidas, sendo que poucos sdo relacionados com a mudanga de comportamento dos
insetos quando expostos aos inseticidas (Kongmee et al., 2004; Desneux et al., 2007) ou
aos Oleos essenciais.

Alteragcdes no comportamento dos insetos podem ser resultantes de diferentes
intensidades ou prolongada exposi¢do a um determinado estimulo (Baatrup & Bayley,
1993). Com o uso de inseticidas, pode ocorrer modificagdo na atividade locomotora do
inseto, devido a sua capacidade de perceber e evitar os efeitos letais de substincias
quimicas (Guedes et al., 2008). A mudanca do comportamento dos insetos pode afetar a
eficiéncia dos inseticidas, promovendo variagdo na locomog¢do do inseto por
caminhamento ou por voo (Guedes et al., 2008). O conhecimento dos padrdes do
metabolismo intermedidrio dos insetos também ¢ importante para se entender o
comportamento locomotor em ambientes tratados com inseticidas (Oliveira et al., 2007,
Pereira et al., 2009; Silva et al., 2010), assim como tratados com o6leos essenciais. A
taxa respiratoria e a massa corporal dos insetos podem representar a soma das demandas
energéticas dos processos fisioldgicos necessarios para produzir mecanismos de defesa
contra inseticidas (Guedes et al., 2006; Sousa et al., 2008).

Estudos para diagnosticar o grau de toxicidade e caracterizar mudangas de
comportamento dos insetos devido a presenca de inseticidas botanicos, com potencial
de utilizagcdo, sdo essenciais para a elaboracdo das estratégias de manejo de pragas.
Deste modo, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a toxicidade
e as respostas comportamentais de insetos adultos de S. zeamais de diferentes

populacdes submetidos a exposi¢cdo do 6leo essencial de mostarda.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populag6es de Sitophilus zeamais

Os insetos foram obtidos de cinco populagdes coletadas entre 2004 e 2006,
provenientes de cinco cidades, nos estados de Minas Gerais (MG), Santa Catarina (SC)
e Sao Paulo (SP) (Figura 2 e Tabela 1), as quais sdo mantidas no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas (MIP-Graos) do Departamento de Engenharia Agricola (DEA) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Duas destas populag¢des - Machado e Paracatu -
sdo resistentes a fosfina, com razdo de toxicidade (RTso) de 24,53 e 53,11 vezes,
respectivamente (Pimentel et al., 2009).

A cria¢do das populagdes foi iniciada com 50 adultos de S. zeamais, mantidos
em frascos de vidro de 1,5 L, em uma sala climatizada, sob temperatura de 27+2 °C, 24
h de escotofase e 75+5% de UR, sendo utilizados graos de milho como substrato

alimentar com teor de dgua de 13% base umidade (b.u.).

Tabela 1. Procedéncia das populag¢des de Sitophilus zeamais.

Cddigo Cidade Estado (Abreviacao) Local de coleta Produto Més/Ano
1 Abre Campo Minas Gerais (MG) Silo metalico Milho Dez/2005
2 Machado Minas Gerais (MG) Industria de alimentos Milho Jul/2005
3 Paracatu Minas Gerais (MG) Silo metalico Milho Dez/2006
4 Piracicaba Sao Paulo (SP) Laboratorio Milho Ago/2004
5 Tunapolis Santa Catarina (SC) Paiol/Sacaria Milho Mai/2005

2.2. Oleo essencial de mostarda (Isotiocianato alilo)

Nos ensaios, foi utilizado 6leo essencial de mostarda (OEM) sintético, com 90%
do componente volatil isotiocianato alilo (ITCA), fornecido pela Clinica de Doencas de
Plantas da UFV. Antes da sua utilizagdo, o OEM foi diluido em o6leo de soja, na

propor¢ao de 1:9 v/v, para obter solugdo oleosa de 9 % de ITCA.



2.3. Bioensaios de Toxicidade

Inicialmente, foram realizados testes preliminares para estimar as
concentragdes que causam mortalidade de 50% (CLsp) € 95% (CLos) dos insetos das
diferentes populagdes. Com base nos dados obtidos, foram estabelecidos, para cada
populacao, de cinco a seis intervalos de concentragao para os bioensaios definitivos.

Os bioensaios foram realizados em frascos de vidro de 0,8 L de capacidade (8
cm didmetro x 15 cm altura). As concentragdes utilizadas variaram entre 1,2 a 2,8 uLL L~
! com intervalos de 0,4 uL L. Essas concentracdes foram estabelecidas a partir de
estudos prévios realizados por Costa et al. (2006) e de testes preliminares. O OEM foi
aplicado com o auxilio de uma microsseringa Hamilton® (25 puL) em um recorte de
papel-filtro de 2,25 cm?, colocado em placas de Petri (5,0 cm didmetro x 1,0 cm altura).
Em seguida, as placas foram acondicionadas na base dos frascos de vidro. Para evitar o
contato direto dos insetos com o 6leo, as placas foram cobertas com tecido do tipo
organza.

Posteriormente a distribuicdo dos insetos, os frascos foram fechados por uma
tampa metalica rosqueavel ¢ vedados com borracha de silicone Orbi quimica ® (Leme,
Sdo Paulo, Brasil) durante o periodo de exposicdo ao OEM, 48 h. Para cada
concentragdo avaliada, foram utilizadas quatro repeticdes, cada uma com 50 insetos
adultos ndo sexados das populagdes. O tratamento controle foi realizado de modo
semelhante, porém os insetos foram expostos apenas ao 6leo de soja. Apds a exposi¢do
ao OEM e ao 6leo de soja, os insetos foram retirados dos frascos e colocados em placas
de Petri (9 cm diametro x 1 cm altura), nas quais foram mantidos por 24 h em camara
climatizada, sob temperatura de 27+2 °C, 24 h de escotofase e 75+5% de UR. Apos este
periodo, contabilizou-se o nimero de insetos mortos. Os insetos eram considerados

mortos quando ndo respondiam ao estimulo com toque de um pincel.



2.4. Caminhamento

Os bioensaios de caminhamento foram realizados em sala climatizada (27+2
°C), utilizando os métodos adaptados em conformidade com Watson et al. (1997),
Guedes et al. (2009a), Pereira et al. (2009) e Sousa et al. (2010). O caminhamento dos
insetos adultos, ndo sexados, foi observado, individualmente, durante dez minutos em
arenas com tampa confeccionadas de acrilico (3,5 cm de altura x 15 de largura), com
um orificio em sua lateral de 0,8 cm de didmetro. Neste orificio foi colocado um tubo
plastico descartdvel de 0,7 cm de diametro x 3 cm de comprimento, tampado em uma
das extremidades. No interior do tubo pléstico, foi colocado um papel filtro dobrado ao
meio (0,7 cm largura x 5 cm comprimento) para a aplicagdo do OEM. As paredes das
placas foram revestidas com Teflon® PTFE (DuPont, Sdo Paulo, Brasil) para evitar a
fuga dos insetos. A tampa da placa foi vedada com vasilina para evitar o escape do

OEM.

Com o auxilio de uma microsseringa Hamilton®™ (25 uL), foi aplicado 1,49 pL
L' de OEM, a menor concentracdo subletal das populagdes, determinada nos bioensaios
de toxicidade. No tratamento controle, foi utilizado o mesmo procedimento usando
apenas 6leo de soja. Cada inseto adulto foi colocado individualmente no centro da arena
um minuto antes do inicio dos testes, para que ocorresse a saturagao da cdmara com o
OEM e para que o inseto fizesse o reconhecimento da arena. Foram utilizadas 20
repeticdes para cada populagdo. Os movimentos dos insetos dentro da arena foram
monitorados por uma camera de video monocromadtica ajustada a lentes de aumento,
que registra e transfere as imagens digitalmente para um computador acoplado
(ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal, Canadd). As caracteristicas avaliadas foram
distancia percorrida (cm), velocidade de caminhamento (mm s™), tempo de repouso (s)

e namero de paradas.



2.5. Bioensaios de atividade de voo

A metodologia utilizada nos bioensaios de voo foi adaptada de Sousa (2010). A
iniciacdo de voo foi realizada em cadmaras transparentes (17 cm altura x 15 cm
didmetro) com as paredes internas impregnadas com cola entomologica (Bio Controle,
Sdo Paulo). Externamente a cAmara de voo, foi colocada uma cadmara (25 cm altura x
20,5 cm didmetro) para evitar o contato direto com a iluminacdo. Acima deste recipiente
plastico, foi acoplada uma lampada incandescente de 100 Watts presa a um cone

metalico para atrair os insetos.

Dez minutos antes de iniciar os bioensaios, os insetos foram aclimatados em
placas de Petri (9 cm didmetro x 1 cm de altura). As paredes das placas foram revestidas
com Teflon® PTFE (DuPont, Sdo Paulo, Brasil) para evitar o escape dos insetos. Em
seguida, a placa contendo os insetos foi colocada na parte inferior da camara, ao lado de
uma placa de Petri (5 cm didmetro x 1 cm de altura) contendo papel-filtro, onde foi feita
a aplica¢do do OEM com uma microsseringa Hamilton® (25 uL). Os insetos de todas as
populagdes foram submetidos a concentracdes de 1,49 pL L. No tratamento controle,
aplicou-se, apenas, o o0leo de soja. Esta concentragdao foi determinada baseando-se nos
bioensaios de toxicidade. Foram utilizadas quatro repeti¢cdes, cada uma com 200 insetos
adultos nao-sexados, com idade variando de uma a quatro semanas, em temperatura de
2742 °C e umidade relativa de 70+5%. O periodo de exposicdo ao OEM foi de 30
minutos. A avaliagdo do niumero de insetos que iniciaram voo (decolaram) e a altura de

voo foram feitas pela contagem do nimero de insetos aderidos a parede da camara.

2.6. Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)
Os ensaios de taxa instantdnea de crescimento populacional (ri) foram realizados

para as cinco populacdes em delineamento inteiramente casualizado com cinco
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repeti¢des. Foram utilizados frascos de vidro com capacidade de 1,5 L (11 diametro x
15 altura), com tampa pléstica com um furo no centro de 3,5 cm de didmetro coberto
por tecido tipo organza, contendo 250 g de graos de milho, com teor de umidade 13%
b.u., isentos de pragas e inseticidas. Os graos foram infestados com 20 insetos adultos,
ndo sexados, com idade entre zero e 15 dias. Os frascos com os insetos foram mantidos
em camara climatica, a 2742 °C, (24 h de escotofase), 75+5% de UR. Apos 60 dias de
armazenamento, foram avaliados o nimero total de insetos e o peso final da massa de
graos. A taxa instantdnea de crescimento dos insetos foi calculada pela equagdo

sugerida por Walthall e Stark (1997).

Em que:

N

Numero final de insetos;

No = Numero inicial de insetos; e

At = Numero de dias em que o ensaio foi executado.

2.7. Taxa respiratdéria e massa corpérea

Os ensaios de respirometria foram realizados utilizando-se um respirdmetro do
tipo TR3C equipado com um analisador de CO, (Sable System International, Las
Vegas, EUA), para determinar a producdo de didxido de carbono (CO,) (uL de CO; h°
'finseto), pelo uso da metodologia adaptada de Guedes et al. (2006) e Pimentel et al.
(2007). Grupos de 20 insetos adultos, ndo sexados, de todas as populacdes, foram
colocados em placas de Petri (13,5 cm de didmetro x 2 cm altura) por um periodo de 10
minutos. Em seguida, estes insetos foram acondicionados em camaras com capacidade
volumétrica de 25 mL. As camaras foram conectadas a um sistema completamente
fechado, em que o CO, produzido pelos insetos (uL de CO, h™) é varrido por um fluxo

de ar isento de CO,. Os insetos foram colocados nas cidmaras trés horas antes da
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mensuracao da quantidade de CO, produzido 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. O controle foi constituido
por camaras respirométricas sem insetos e foi utilizado para normalizar os dados da taxa
respiratdria de cada populacdo. Apds a mensura¢do do CO,, os insetos foram removidos
das camaras e, em seguida, pesados em uma balanga analitica (Sartorius BP 210D,
Gottingen, Germany). Foram utilizadas cinco repeticdes para cada populacdo. Os

ensaios foram conduzidos em temperatura de 27 + 2 °C e umidade relativa de 70 + 5 %.

2.8. Analises estatisticas

Os resultados de mortalidade das curvas de concentragdo-resposta foram
submetidos a andlise de probit, utilizando-se o procedimento PROBIT do software SAS
(SAS Institute, 2002), gerando assim as curvas de concentragdo-mortalidade. Para o
caminhamento dos insetos, os dados foram submetidos a andlise de varidncia multipla
(MANOVA), e as médias comparadas pelo teste LSD (Least Square difference) (p <
0,05), utilizando o procedimento PROC GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002).
Em seguida, foram realizadas andlises de correlagdo (PROC CORR; SAS Institute,
2002) para estudar a possivel relagdo entre as variaveis distdncia caminhada, velocidade
de caminhamento, tempo de repouso e nuimero de paradas das populacdes de S.
zeamais. A atividade de voo, produgdo de CO,, massa corpdrea e taxa instantanea de
crescimento das populagdes de S. zeamais foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste LSD (Least Square difference) (p <
0,05), utilizando o procedimento PROC GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002).
Adicionalmente, foram feitas analises de correlagio (PROC CORR; SAS Institute,
2002) para estudar a possivel relagdo entre as varidveis massa corpdrea e taxa

respiratoria de S. zeamais.
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3. RESULTADOS

3.1. Curvas de concentracao-mortalidade

Os resultados das curvas de concentragdo-mortalidade das populagdes de S.
zeamais expostas ao OEM sdo apresentados na Tabela 2. Estas curvas foram utilizadas
para identificar a populacdo padrdo de susceptibilidade, bem como a toxicidade do
OEM para as populagdes de S. zeamais. Dentre as populagdes avaliadas, a populagido de
Piracicaba foi a que apresentou menor CLso (1,49 uL L), sendo considerada padrio de
susceptibilidade. A populacdo de Paracatu foi a que apresentou maior CLsg (2,97 pL L
". A populagio de Machado foi a que apresentou menor CLos (2,16 pL L), ¢ a
populacdo de Paracatu a maior CLos (6,82 puL L™). A razdo de toxicidade (RT) com base
na CLs variou entre 1,08 e 1,99 vezes, e a razdo de toxicidade baseada na CLos variou
entre 0,76 e 2,42 vezes. As inclinacoes das curvas de concentracdo-mortalidade
variaram entre as populagdes, sendo menor (4,56 + 0,72) para a populacdo de Paracatu e

maior (13,14 £ 0,75) para a de Tunépolis.
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Tabela 2. Toxicidade do 6leo essencial de mostarda para as populacdes de Sitophilus zeamais

Populagio N° de Inclinagé? CLs (95%; IC) RT (95% IC) CLy;s (95%) 1C) RT (95% IC) r P
Insetos (= EPM) (UL L) CLso (L L) CLys
Piracicaba-SP? 900 5,94 (+0,66) 1,49 (1,29 - 1,65) - 2,82 (2,44 -3,72) - 7,34 0,06
Machado-MG’ 900 13,07 (£0,74) 1,61 (1,58 - 1,65) 1,08 (1,00 - 1,16) 2,16 (2,08 - 2,24) 0,76 (0,68 - 0,86) 6,02 0,11
Abre Campo-MG 700 9,95 (+£0,59) 1,96 (1,91 - 2,02) 1,32 (1,22 - 1,42) 2,87 (2,74 - 3,04) 1,02 (0,90 - 1,15) 4,63 0,20
Tunépolis-SC 950 13,14 (£0,75) 2,01 (1,97 - 2,05) 1,35 (1,25 - 1,45) 2,68 (2,60 - 2,79) 0,95 (0,84 - 1,07) 3,30 0,35
Paracatu- MG’ 800 4,56 (£0,72) 2,97 (2,52 - 4,46) 1,99 (1,71 - 2,32) 6,82 (4,52 -22,95) 2,42 (1,63 -3,59) 6,99 0,07

'E.P.M.=Erro padrdo da média; 2Populac;ﬁo padrao de susceptibilidade; 3Popula(;éo resistente a fosfina; CL=Concentragdo letal, IC 95%= Intervalo de confian¢a 95% de
probabilidade; RT=Razio de toxicidade para CL5p e CLys; XZZQui-quadrado; e P=Probabilidade.
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3.2. Caminhamento

Através da MANOVA, foi observado que o comportamento de caminhamento
dos insetos foi influenciado significativamente pelo tratamento com 6leo essencial de
mostarda (Wilk’s Lambda=0,93; F=3,64; df,ymuaen= 4/187; P=0,007); também ocorreu
diferenga significativa entre as populagdes (Wilk’s Lambda=0,77; F=3,27,
dfhumiden=16/571,93; P<0,0001). Adicionalmente, observou-se interacdo significativa
entre os tratamentos com OEM e controle ¢ as populagdes de S. zeamais (Wilk’s
Lambda=0,78; F=3,01; df,ymaen=16/571,93; P<0,0001).

Na Tabela 3, pode-se observar que a distdncia caminhada (mm) pelos insetos
ndo variou significativamente entre os tratamentos com OEM e controle, e entre as
populagdes estudadas. Também ndo houve interacdo significativa entre os tratamentos
com OEM e controle x populagdes. Para o tempo de repouso dos insetos, ocorreu
diferenga significativa apenas entre tratamentos com OEM e controle (Fj 90=5,47;
P=0,02), apresentando maiores valores no tratamento controle (Figura 2). Ja para a
velocidade de caminhamento dos insetos, houve diferenca significativa entre as
populagdes (F4190=2,79; P=0,03), com maiores valores para as populacdes de Abre
Campo, Tunapolis e Machado (Figura 3). Entre a interagdo tratamentos com OEM e
controle x populagdo (F4190=5,20; P=0,001) também houve diferenca significativa
(Figura 4). Para o numero de paradas, somente foi detectada variagdo significativa entre
as populagdes (F4.190=3,32; P=0,01), sendo que as populagdes de Tunapolis, Piracicaba e
Paracatu apresentaram maiores valores (Figura 5).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia da distancia percorrida (mm), velocidade de

caminhamento (mm s™), tempo de repouso(s) e numero de paradas de Sitophius zeamais
fumigado com 1,49 pl L' de OEM.

L Distancia Tempo de Repouso Velocidade Numero de Paradas
Fonte de Variagao
F P F P F P F P
Tratamento (A) 0,41 0,52 5,47 0,02 2,47 0,12 0,03 0,86
Populagdo (B) 1,12 0,35 0,89 0,47 2,79 0,03 3,32 0,01
Interagdo (A x B) 1,29 0,28 0,46 0,76 52 0,001 0,88 0,47

* Os parametros foram significativos a P<0.05 pelo teste LSD
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Figura 2. Tempo de repouso (+E.P.M.) dos individuos das populagdes de S. zeamais
submetidos a arenas fumigadas com 1,49 uL L' de OEM e sem OEM durante 10 min.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre as populacdes pelo teste LSD
(P<0,05).
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Figura 3. Velocidade de caminhamento (+E.P.M.) dos individuos das populag¢des de S.

zeamais submetidos a arenas fumigadas com 1,49 ul L™ de OEM e sem OEM durante

10 min. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre as populagdes pelo teste LSD
(P<0,05).
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Figura 4. Velocidade de caminhamento (+E.P.M.) dos individuos das populag¢des de S.
zeamais submetidos a arenas fumigadas com 1,49 ul L' de OEM e sem OEM durante

10 min. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre as populagdes pelo teste LSD
(P<0,05).
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Figura 5. Numero de paradas (+E.P.M.) dos individuos das populagdes de S. zeamais
submetidos a arenas fumigadas com 1,49 uL L™ de OEM e sem OEM durante 10 min.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre as populacdes pelo teste LSD
(P<0,05).

16



3.3. Bioensaios de atividade de voo

A altura de voo apresentou diferenca significativa (F41119=7,03; P<0,0001) entre
as populagdes de S. zeamais, no entanto ndo foi verificada diferenga significativa entre o
tratamento com o OEM e o controle (F119=0,34; P=0,56), bem como a interacdo
tratamento com OEM e controle x populagdes (F4.1119=0,46; P=0,77). A altura de voo de
S. zeamais variou de 3,60 (+0,68) a 6,73 (+0,21) (cm) para Paracatu e Abre Campo,
respectivamente. Na figura 6, estdo representados os valores médios da altura de voo
(tratamento com OEM + controle) dos insetos para cada populacdo. A populagdo de
Abre Campo apresentou altura de voo significativamente maior que as demais, sendo
seguida pelas populacdes de Machado, Piracicaba e Tunépolis, as quais ndo diferiram
entre si. A populagdo de Paracatu foi a que apresentou menor altura de voo, diferindo
significativamente das demais.

Observou-se que o numero de decolagens também apresentou diferenga
significativa (F430=8,66; P<0,0001) entre as populagdes, porém ndo foi verificada
diferenca significativa entre o tratamento com o OEM e o controle (F; 3=0,43; P=0,52)
e a interagdo tratamento com OEM e controle x populagdes (F430=1,34; P=0,28). Na
figura 7, estdo representaos valores médios do nimero de insetos de S. zeamais que
iniciaram voo (decolagem) nos tratamentos com OEM e controle. A populagdo de Abre
Campo apresentou maiores valores no nimero de decolagens, ndo diferindo das
populacdes de Tunédpolis e Machado, e estas duas ultimas ndo diferiram
significativamente da populagdo de Piracicaba. A populagdo de Paracatu diferiu

significativamente das demais populagdes apresentando menores valores.
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Figura 6. Altura média de voo de adultos de diferentes populagdes de S. zeamais.Os
resultados foram obtidos pela média da altura de voo dos insetos de cada populagdo no
tratamento com OEM + controle. Médias agrupadas com mesma letra nao diferem entre
as populagoes pelo teste LSD (P<0,05).
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Figura 7. Nimero de decolagens de adultos de diferentes populagdes de S. zeamais. Os
resultados foram obtidos pela média de decolagens dos insetos de cada populagdo no
tratamento com OEM + controle. Médias agrupadas com mesma letra nao diferem entre
as populagoes pelo teste LSD (P<0,05).
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3.4. Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)
A analise de variancia univariada nao detectou diferencga significativa para a taxa
instantanea de crescimento (ri) entre as populagdes (0,035+0,002g/dia) (F420=1,30;

P=0,30) e para a perda de massa dos graos (13,30+0,74g/dia) (F420=1,96; P=0,14).

3.5. Taxa respiratdria e massa corporea

A taxa respiratoria variou significativamente entre as populacdes (F440=4,20;
P=0,0062). Porém, nao houve varia¢ao significativa entre o tratamento com OEM e o
controle (F;40=1,25; P=0,27) e entre tratamento x populagdao (F440=0,14; P=0,97). A
populacdo de Tunapolis apresentou maiores valores na producdo de CO; (Figura 8), nao
diferindo das populagdes de Abre Campo e Piracicaba. E estas duas tltimas populagdes
ndo diferiram significativamente da populagdo de Paracatu e Machado. Para a massa
corpérea dos insetos, também ocorreu variagdo significativa entre as populagdes
(F440=10,06; P<0,0001) e entre a interacdo tratamento x populacdo (F440=20,74;
P<0,0001), porém entre o tratamento com OEM e controle ndo ocorreu variagdo
significativa (F;40=0,14; P=0,71). As populagdes de Abre Campo, Piracicaba, e
Tunépolis apresentaram maior massa corpérea que as demais, ndo diferindo entre si
para este parametro (Figura 9). Nao houve correlacdo significativa entre a massa
corpdrea e a taxa respiratéria no tratamento com o OEM (n=5; r=0,44; P=0,46), assim

como no controle (N=5; r=0,68; P=0,21).
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Figura 8. Producao de CO, (+ E.P.M.) por individuo das populagdes de S. zeamais. Os
resultados foram obtidos pela média da taxa respiratédria dos insetos de cada populagdo
no tratamento com OEM + controle. Médias agrupadas com mesma letra ndo diferem
entre as populagoes pelo teste LSD (P<0,05).
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Figura 9. Massa (x E.P.M.) por individuo das populagdes de S. zeamais. Os resultados
foram obtidos pela média da massa dos insetos de cada populacdo no tratamento com

OEM + controle. Médias agrupadas com mesma letra ndo diferem entre as populagdes
pelo teste LSD (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Todas as populagdes de S. zeamais avaliadas apresentaram uniformidade de
resposta em relacdo a toxicidade do OEM (Tabela 2), assim como verificado para
populacdes de T. castaneum em estudo anterior (Santos et al., 2011). As inclina¢des das
curvas de concentracdo-mortalidade variaram entre as cinco populacdes. Inclinagdes
maiores indicam resposta mais homogénea ao OEM, implicando que pequenas
variagdes na concentracdo do o6leo irdo provocar maiores variagdes de mortalidade
nestas populagdes (Atkins et al., 1973). A populagdo de Piracicaba, que ndo apresentou
resisténcia a fosfina (Pimentel et al., 2009), apresentou menor razdo de toxicidade ao
OEM, demonstrando uma maior suscetibilidade aos compostos volateis do o6leo
essencial. J& a populagdo de Paracatu, que ja4 havia demonstrado resisténcia a fosfina
(Pimentel et al., 2007), apresentou maior razao de toxicidade ao OEM. Estes resultados
sugerem que populagdes resistentes a fosfina possam ter desenvolvido mecanismos de
defesa contra os efeitos deletérios de outros fumigantes, neste caso o AITC.

No tratamento com o OEM, assim como no tratamento controle, os padroes de
comportamento (tempo de repouso, numero de paradas, altura de voo e numero de
decolagens) das cinco populagdes apresentaram modificagdes. Resultados semelhantes
foram encontrados por Sousa (2010) utilizando as mesmas populacdes, tendo observado
diferentes padroes comportamentais (distdncia percorrida, tempo de repouso e
velocidade de caminhamento) para populagdes de S. zeamais na presenca do gas ozonio.
Estes resultados demonstram que existe plasticidade fenotipica diferenciada para os
parametros estudados em resposta ao ambiente. A plasticidade fenotipica ¢ uma
caracteristica comum a quase todos os organismos (Stillwell et al., 2010) e consiste na
habilidade do organismo de mudar uma ou mais caracteristicas do seu fenotipo em
resposta a uma mudanga no ambiente (Silvertown, 1998; West-Eberhard, 2008). Essas

respostas podem ser extremamente imediatas, mas também podem ocorrer em um longo
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prazo apds o estimulo inicial ter ocorrido (Silvertown, 1998) e estdo associados aos
processos sensoriais dos insetos (Haynes, 1988; Hoy et al., 1998; Desneux, 2007).

O tempo de repouso das populagdes de S. zeamais foi maior no tratamento
controle em relagdo as populagdes tratadas com OEM, indicando que individuos na
presenga do OEM apresentaram aumento da atividade locomotora. Isso se deve ao fato
de alguns compostos inseticidas poderem 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 reprodugdo, na localizacdo de presas ou alimento, na dispersdo,
migragdo e alimentacdo destes individuos (Haynes 1988). As chances de sobrevivéncia
dos insetos podem ser grandemente aumentadas se seu comportamento for modificado
para escapar dos efeitos deletérios dos inseticidas, evitando o contato com superficies
tratadas com inseticida (Watson e barson, 1996) ou reduzindo sua taxa respiratdria para
absorver o minimo possivel de gases toxicos (Pinniger, 1975; Collins et al., 1988S;
Barson et al., 1992).

A taxa respiratéria dos insetos ¢ medida pela producao de CO, ou consumo de
O, (Emekci et al., 2002; Emekci et al., 2004; Mitcham et al., 2006), sendo que a
suscetibilidade do inseto a um fumigante pode variar de acordo com a taxa respiratoria
(Cotton, 1932; Chaudhry, 1997). A produgdo de CO, variou significativamente entre as
populacdes, porém nao foi observada qualquer relagdo com o comportamento de
caminhamento (n=5, r=0,049, P=0,94). Resultados semelhantes foram encontrados por
Sousa (2010) utilizando ozbénio, em que a taxa respiratoria entre as populagdes de S.
zeamais variou, no entanto ndo influenciou o comportamento de caminhamento dos
insetos. Respostas comportamentais tém base fisiologica, de forma que uma

manifestagdo fisica pode ocorrer em detrimento das caracteristicas fisiologicas do
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organismo (Lockwood, 1984; Watson & Barson, 1996; Watson et al., 1997; Guedes et
al., 2009a; Pereira et al., 2009).

A toxicidade de inseticidas em populagdes de insetos resistentes tem sido
associada com os mecanismos de defesa bioquimicos em que a manutencao da defesa
pode ser relacionada diretamente a elevada atividade metabdlica, sendo que a massa
corpdrea e a taxa respiratdria contribuem para designar possiveis custos metabolicos na
auséncia de pressao de selecdo. Massa corpdrea e taxa respiratdria maiores podem levar
a uma detoxificagdo de forma mais eficiente das moléculas inseticidas, devido a maior
quantidade de molécuals de reserva, garantindo energia para detoxificacdo sem
comprometimento do potencial reprodutivo do inseto (Nath et al., 2000; Oliveira et al.,
2005; Guedes et al., 2006). No entanto, neste trabalho, os resultados encontrados foram
diferentes, pois as popula¢des de Paracatu e Machado, que sdo resistentes a fosfina,
apresentaram menor massa corpdrea € taxa respiratdria que as outras populagdes
estudadas, tendo a populagdo de Paracatu sido a mais tolerante ao OEM. Isso sugere que
a resisténcia a inseticidas se encontra fixada nestas populacdes e que a expressao dos
genes responsaveis ndo mais incorrem em desfavorescimento adaptativo.

O desempenho demografico, avaliado através da taxa instantanea de crescimento
populacional (ri), foi semelhante entre as populagdes testadas. Resultado semelhante ao
encontrado neste estudo foi obtido por Santos et al. (2011) em diferentes populagdes de
T. castaneum.

O uso intensivo de inseticidas nos graos armazenados, principalmente da fosfina,
na regido de Paracatu e Machado, pode ter propiciado uma selec¢do intensa dos fenotipos
com genes que conferiram resisténcia ao inseticida, e apesar de a populacdo de Paracatu
ter apresentado maior razao de toxicidade ao OEM, esses valores sdo baixos para causar
resisténcia ao OEM nesta populacido, demonstrando o potencial do uso do OEM na

substitui¢do da fosfina e inseticidas convencionais utilizados no controle de insetos-
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praga

de graos armazenados. Adicionalmente, outros trabalhos demonstraram o

potencial do OEM como fumigante, podendo penetrar no grao e matar larvas e pupas de

insetos (Costa et al., 2006; Santos et al., 2011).

5. CONCLUSOES

As cinco populagdes de S. zeamais avaliadas apresentaram uniformidade de

resposta ao 6leo essencial de mostarda.

O oleo essencial de mostarda ndo promoveu alteracdo no comportamento

locomotor dos insetos.

As populagdes de S. zeamais apresentaram diferentes padroes comportamentais
(distancia percorrida, velocidade de caminhamento, tempo de repouso, nimero
de paradas), respiratérios e de massa corporea, porém com uniformidade de
resposta ao 6leo de mostarda. Estes resultados indicaram que os processos
fisiologicos das populagdes ndo incorreram em alteragdes nos padrdes de

susceptibilidade das populacdes ao 6leo de mostarda.

. A taxa instantdnea de crescimento populacional (ri) foi semelhante entre as

populagdes de S. zeamais, demonstrando auséncia de custo adaptativo das

diferengas de suscetibilidade ao 6leo essencial de mostarda.
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