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RESUMO

PIMENTEL, Marco Aurélio Guerra, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2006. Resisténcia a fosfina: magnitude, mecanismo e custo adaptativo.
Orientadora: Léda Rita D’Antonino Faroni. Conselheiros: Raul Narciso
Carvalho Guedes e Marcos Rogério Tétola.

A resisténcia a inseticidas fumigantes em insetos-praga de graos
armazenados tem sido freqiientemente registrada e, atualmente, tem se tornado um
dos grandes obstaculos aos programas de controle envolvendo o uso de produtos
quimicos. Com 1isso, objetivou-se neste estudo detectar populacdes de Tribolium
castaneum, Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus surinamensis resistentes a fosfina,
além de aferir a existéncia de desvantagens adaptativas destas, na auséncia da
fosfina, correlacionando-se producao de CO,, massa corpoérea e taxa instantanea de
crescimento populacional (r;), com os niveis de resisténcia observados nas diferentes
populagdes das trés espécies em estudo. Foram utilizadas 12 populacdes distintas de
T. castaneum, 10 de R. dominica e oito populacdes de O. surinamensis, coletadas nos
Estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais ¢ Sao Paulo. Os bioensaios para
deteccao de resisténcia foram conduzidos conforme método-padrao, recomendado
pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), que ¢ baseado
na exposicao de 50 insetos adultos, em quatro repeti¢des, por um periodo de 20 horas
a concentracdo discriminante (CD) do gads fumigante. Posteriormente, foram
conduzidos bioensaios de concentragdo-resposta gerando, assim, as curvas de
concentragcdo-mortalidade que foram utilizados para estimar as CLsy e CLgs das
populagdes das trés espécies. As CLsy, por sua vez, foram utilizadas para discriminar
a populacdo padrao de suscetibilidade de cada espécie e o nivel de resisténcia das

demais populagdes. A mensuracdo da massa corporea, producdo de CO, e taxa
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instantanea de crescimento (1;) de cada populacao, das trés espécies avaliadas, foram
correlacionados a razao de resisténcia para CLsj. A razao de resisténcia para CLsy em
T. castaneum variou de 1,0 a 186,2 vezes, enquanto em R. dominica foi de 2,0 a 71,0
vezes ¢ em O. surinamensis observou-se a menor variagao, de 1,9 a 32,2 vezes. Os
resultados obtidos nos bioensaios de detecgao de resisténcia indicaram 10 populagdes
de T. castaneum, nove de R. dominica e sete de O. surinamensis resistentes a fosfina.
A relagdo entre massa corpérea e producdo de CO, foi significativa, indicando
aumento na producao de CO, com o incremento da massa corporea dos individuos,
nas trés espécies avaliadas. O mesmo efeito ¢ observado na interagdo entre taxa
instantanea de crescimento populacional (r;) € a massa corpdrea. As populagcdes com
menor producdo de CO, apresentaram maior razdo de resisténcia (RR) para CLsy,
para as trés espécies avaliadas, fato que esté relacionado ao mecanismo de resisténcia
dos insetos a fosfina. As populagdes com maiores valores médios de r; apresentaram
menor razdo de resisténcia (RR) para CLsp, nas trés espécies avaliadas. Este
resultado indica pior desempenho reprodutivo das populagdes resistentes, em relagao
as populacdes suscetiveis na auséncia do fumigante. Portanto, estratégias de manejo
da resisténcia que sdo baseadas na interrupcdo da fumigag¢ao com fosfina, por
determinado tempo visando o restabelecimento da suscetibilidade e eventual
reintroducdo do fumigante apresentam boa perspectiva de sucesso. Isto porque, as
populacdes resistentes avaliadas neste estudo apresentaram desvantagens adaptativas,

em relacdo as suscetiveis, na auséncia da fosfina.
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ABSTRACT

PIMENTEL, Marco Aurélio Guerra, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2006. Phosphine resistance: magnitude, mechanism and adaptative cost.
Adviser: Léda Rita D’Antonino Faroni. Committee members: Raul Narciso
Carvalho Guedes and Marcos Rogério Tétola.

The resistance of the insect-pests to fumigants has been frequently reported
in stored grains and a present is one of the great obstacles to the control programs
involving the use of chemical pesticides. This study was therefore carried out to
detect phosphine resistance in populations of Tribolium castaneum, Rhyzopertha
dominica and Oryzaephilus surinamensis and to recognize the existence of
adaptative disadvantages of these insects in the absence of phosphine, by correlating
the instantaneous rate of population growth (r;) with the resistance levels observed in
different populations of the species under study. Twelve distinct populations of 7.
castaneum, ten of R. dominica, and eight of O. surinamensis collected in the states of
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais and Sao Paulo were surveyed. The bioassays for
the detection of phosphine resistance were carried out following the standard method
recommended by the Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO), which it is based on the exposure of 50 non-sexed adult insects, in four
replicates, to the discriminating concentration (DC) of the fumigant for a 20 hour-
period. Later, the concentration-response bioassays were carried out generating the
concentration-mortality curves that were used to estimate LCsy and LCoys of the
populations pertaining to those three species. The LCs, were used to discriminate the
standard population for susceptibility in each species. The measurements of the body
mass, CO, production, and instantaneous rate of population increase (r;) in each

population of each species were correlated to the resistance ratio at the LDsy. The



resistance ratio in 7. castaneum ranged from 1,0 to 186,2-fold, whereas in R.
dominica it ranged from 2,0 to 71,0-fold, and the lowest one from 1,9 to 32,2-fold for
O. surinamensis. The results obtained in the resistance detection bioassays pointed
out ten populations of 7. castaneum, nine of R. dominica and seven of O.
surinamensis that were resistant to phosphine. The relationship between the body
mass and CO, production was positive and significant indicating an increase in CO,
production with the individual body mass. The same effect is observed in the
interaction between the instantaneous rate of population increase (r;) and body mass.
In addition, the populations with lower CO, production showed higher resistance
ratio (RR) for all species, what is related to the phosphine resistance mechanism. The
populations with higher r; showed lower resistance ratio (RR). This result indicates a
worse reproductive performance of the resistant populations compared with the
susceptible ones. Thus, the management strategies that are based on the interruption
of the phosphine fumigation over determined time for the reestablishment of the
susceptibility and eventual reintroduction of the fumigant shows a good perspective
as a management tactic since the resistant populations under study showed adaptative

disadvantage in relation to the susceptible ones in the absence of phosphine.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo da resisténcia de pragas a pesticidas tem se tornado um dos
grandes obstaculos aos programas de controle envolvendo o uso de produtos
quimicos. O primeiro caso de resisténcia de uma praga a um pesticida foi
documentado em piolho-de-Sdo José (Quadraspidiotus perniciosus) resistente ao
enxofre nos Estados Unidos em 1908 (Roush & Tabashnik 1990). Os casos
reportados de resisténcia se intensificaram com a introdu¢do dos inseticidas e
acaricidas organo-sintéticos ao redor de 1940. Até a década de 90, mais de 540
espécies de insetos e acaros resistentes a pelo menos uma classe de composto
quimico ja foram documentadas (Michigan State University 2005). A resisténcia ja
foi detectada para praticamente todos os grupos de pesticidas, incluindo produtos
mais recentes do grupo dos reguladores de crescimento de insetos e de origem
microbiana, como Bacillus thuringiensis € Baculovirus anticarsia (Subramanyan &
Hagstrum 1996; Trisyono & Whalon 1997; Alyokhin & Ferro 1999).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), resisténcia ¢ a

capacidade de uma populacdo de suportar o efeito de doses de substancias toxicas



que seriam letais para a maioria dos individuos de uma populagao normal da mesma
espécie. A resisténcia a inseticidas ¢ uma caracteristica hereditaria, intra-especifica e
relativa. A resisténcia a inseticidas se traduz no desenvolvimento de mecanismos que
sao o resultado de alteragdes no genoma do individuo, capacitando-o a sobreviver em
uma situacdo desfavoravel (Brattsten et al. 1986; Tabashnik 1990; Subramanyan &
Hagstrum 1996).

A resisténcia a inseticidas fumigantes em insetos-praga de graos
armazenados tem sido freqiientemente registrada em diversos paises como Arabia
Saudita, Argentina, Australia, Brasil, Canadd, Chile, China, Estados Unidos, Grécia,
India, Italia, Japdo, México, Nepal, Nigéria ¢ Siria (Champ & Dyte 1976; Bell et al.
1977; Tyler et al. 1983; Dyte & Halliday 1985; Pacheco et al. 1990; Zettler &
Cuperus 1990; Bell & Wilson 1995; Subramanyan & Hagstrum 1996; Athi¢ et al.
1998; Wallbank & Farrel 2000; Emery et al. 2003; Benhalima et al. 2004; Collins et
al. 2005).

Resisténcia a fosfina foi detectada em 13 espécies de insetos-praga de
produtos armazenados em 45 paises. Dentre todas as espécies relatadas, Tribolium
castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius)
(Coleoptera: Bostrichidae) e Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus) (Coleoptera:
Silvanidae), destacam-se entre as mais resistentes, principalmente em paises da Asia
e da Africa (Subramanyan & Hagstrum 1996; Chaudhry 2000). Isto se deve
principalmente ao uso indiscriminado de inseticidas fumigantes, o que tem apontado
a resisténcia como um dos principais fatores responsaveis pelo aparecimento de
falhas no controle (Hagstrum & Flinn 1996; Guedes et al. 1998; Adler et al. 2000;
Bell 2000; Donahaye 2000; Benhalima et al. 2004). Aliado a este fato, técnicas de

aplicagdo inadequadas como fumigacdo sob condi¢des inadequadas de vedagdo,



permitindo escape de gas, periodos de exposicao insuficientes, dosagens inferiores
ou muito superiores as necessarias e condigdes de sanitizacdo inadequadas das
unidades armazenadoras, também tém sido apontadas como condic¢des basicas para o
aumento de falhas de controle. O aumento repetitivo de falhas de controle e
conseqiiente intensificacdo de fumigagao indicam que, nas linhagens sobreviventes,
esta ocorrendo maior pressao de selecao para a resisténcia a fosfina (Dyte & Halliday
1985; Taylor 1989; Hagstrum & Flinn 1996; Adler et al. 2000; Bell 2000; Donahaye
2000; Benhalima et al., 2004).

No Brasil existem poucos trabalhos de deteccao de resisténcia a fosfina em
insetos de graos armazenados, com excecao do levantamento mundial efetuado pela
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), no periodo de
1972/1973, que se restringe apenas a testes de detecgdo (Champ & Dyte 1976).
Outros trabalhos, como o de Pacheco ef al. (1990) e Sartori ef al. (1990), também se
dedicaram a testes de deteccao de resisténcia. O levantamento € o monitoramento
para verificacao de alteracdes na suscetibilidade dos insetos sao fundamentais para o
manejo da resisténcia a inseticidas. Por meio desse tipo de trabalho, ¢ possivel
avaliar a eficiéncia das estratégias de manejo adotadas para retardar a evolugdo da
resisténcia (Subramanyam & Hagstrum 1996; ffrench-Constant 1999).

Em trabalhos de monitoramento, o primeiro passo ¢ o estabelecimento da
resposta natural de populagdes geograficamente distintas ao inseticida em estudo.
Assim, sdo estabelecidas as linhas basicas de suscetibilidade aos inseticidas em
diferentes populacdes, mediante realizacdo de bioensaios toxicoldgicos, para
posterior acompanhamento sistematico da suscetibilidade dos insetos nessas regides

(ffrench-Constant 1999).



No Brasil, os estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo
foram responsaveis por 46,4% da producdo nacional de grdos. Estes estados
participaram com 47% da producdo de milho, 21% da producao de arroz, 74,4% da
produgdo de sorgo e 3,2% da produgdo de trigo, na safra 2004/2005 (CONAB 2005).
Apesar da representatividade destes estados na producdao nacional de graos, ha
grande caréncia de monitoramento ¢ de informagdes atualizadas a respeito da
resisténcia a fosfina em populagdes dos principais insetos-praga de produtos
armazenados destas regides. Dados sobre mecanismos ¢ magnitude de resisténcia
deverdo contribuir para nortear agdes que possam ser acrescidas aos programas de
manejo de pragas que, por sua vez, também dependem de estudos detalhados sobre
deteccao e existéncia de custos adaptativos na auséncia do fumigante, que estdo
intimamente relacionados com a evolugao da resisténcia a inseticidas.

Frente a estas questdes, os objetivos do presente trabalho sdo: (i) detectar e
determinar a magnitude de resisténcia a fosfina em populacdes de 7. castaneum, R.
dominica e O. surinamensis; (i1) aferir a existéncia de desvantagens adaptativas
destas, na auséncia da fosfina, correlacionando-se taxa instantinea de crescimento
populacional (1;), com os niveis de resisténcia observados nas diferentes populagoes
das trés espécies em estudo; e (iii) determinar o possivel mecanismo de resisténcia a
fosfina envolvendo a existéncia de correlagdo entre producdo de CO, e niveis de

resisténcia observados nas diferentes populacdes das trés espécies avaliadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus surinamensis

Em condig¢des tropicais, os insetos assumem particular importdncia como
pragas de produtos armazenados. A importancia relativa das diferentes espécies varia
entre regides e depende do produto armazenado (Champ & Dyte 1976). No Brasil,
algumas espécies merecem destaque pela alta capacidade de reproducao, distribui¢cdo
e alto nivel de resisténcia adquirida aos inseticidas fumigantes (Pacheco et al. 1990;
Sartori et al. 1990; Guedes et al. 1996; Lorini & Galley, 1999).

O besouro das farinhas, Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae), ¢ um inseto-praga cosmopolita de reconhecida importancia
econdmica. E classificado como praga secundéria, j4 que depende do ataque de
outras pragas ou de danos de outra origem para se instalar, pois ndo conseguem
romper o tegumento intacto de um grao (Faroni & Silva 2000). Entretanto, apresenta
status de praga-chave em produtos armazenados, podendo infestar cereais, farinha,

racdo animal e outros produtos processados (Boon & Ho 1988; Rees 1996). Em



condi¢cdes Otimas, por volta de 35 °C e 75% UR, pode multiplicar-se rapidamente,
completando o ciclo de ovo a adulto em até 21 dias (Rees 1996).

O besourinho dos cereais, Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera:
Bostrichidae), ¢ a mais importante praga de trigo armazenado atualmente no pais
(Gongalves et al. 2000; Martinazzo et al. 2000; Faroni et al. 2004). Tanto os adultos
quanto as larvas causam danos diretos aos graos, penetrando nestes através de
perfuragdes no tegumento e produzindo grande quantidade de residuos em forma de
po. Assim como 7. castaneum, ¢ considerada praga-chave em outros cereais como
sorgo, milheto, milho e arroz, inclusive em casca (Rees 1996; Faroni et al. 2004). E
uma espécie que apresenta ampla distribui¢do, desde os tropicos até regides
temperadas, e encontra condi¢des ideais de vida em regides com 32 °C e 80% UR.
Todavia, pode sobreviver em grdos com teor de umidade menor que 8%,
completando o ciclo de ovo a adulto no intervalo de 4 a 10 semanas (Rees 1996;
Faroni & Silva 2000).

Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus) (Coleoptera: Silvanidae), a terceira
espécie em estudo, ¢ praga secundaria de cereais e produtos processados, muito
comum nas regides tropicais, estando presente em praticamente todas as unidades
armazenadoras (Rees 1996). Em regides temperadas ¢ considerada uma das mais
importantes pragas de armazenamento, pela habilidade de sobreviver em condigdes
adversas, como no inverno, sem prote¢do ou refugio (Howe 1956; Rees 1996). Em
condigdes otimas de desenvolvimento, 30-35 °C e 70-90% UR, seu ciclo de vida ¢ de

aproximadamente 22 dias (Rees 1996).



2.2. Fosfina

Diante dos prejuizos causados por estes insetos-praga, o uso de inseticidas ¢
uma pratica comum no setor de armazenamento de graos (Guedes 1990/1991), o que
conseqiientemente tem levado ao desenvolvimento de resisténcia (Bell ef al. 1977,
Dyte & Halliday 1985; Pacheco et al. 1990; Zettler & Cuperus 1990; Emery et al.
2003; Collins et al. 2005). Os inseticidas registrados para produtos armazenados
estao divididos em dois grupos: os protetores, que apresentam efeito preventivo e
atividade residual, e os fumigantes, que possuem efeito curativo e nido exibem
atividade residual (Guedes 1990/1991; White & Leesch 1996).

Os inseticidas fumigantes sdo amplamente utilizados no Brasil para a
protecdo dos graos armazenados através da fumigagdo ou expurgo (Guedes
1990/1991). White & Leesch (1996) definem o processo de fumigagdo ou expurgo
como a técnica empregada para eliminar infestagdes de insetos pela exposigao destes
aum gas ou a uma mistura de gases. Os fumigantes utilizados atualmente no controle
de insetos em produtos armazenados sdo a fosfina (PH3) e o brometo de metila
(CH3Br) (White and Leesch 1996; Bell 2000; Zettler & Arthur 2000; Pratt 2003;
Collins et al. 2005; SIA 2005). O brometo de metila, que ¢ um agente depletor da
camada de o0zdnio, esta sendo banido mundialmente para expurgo de cereais e graos
armazenados (UNEP 1995), e até 2015, no Brasil, terd uso restrito a tratamentos
quarentenarios e fitossanitarios para fins de importacdo e exportacdo (BRASIL
2002).

A fosfina, ou fosfeto de hidrogénio (PHj), ¢ o produto gerado da reacgdo
entre o fosfeto de aluminio (AIP) ou de magnésio (Mg3;P,) e a umidade do ar. Desta
reacdo resultam o PHs, que € o principio ativo que exerce atividade inseticida, e o

hidroxido de aluminio, Al(OHj3), ou de magnésio, Mg(OH),, que constitui o residuo



inerte da reacdo, contendo pequeno residuo de fosfeto. O PH; possui molécula
apolar, de baixo peso molecular e densidade similar a densidade do ar (1,13:1,00)
(Andrei 2003; SIA 2005). Dadas as suas caracteristicas quimicas, a fosfina apresenta
elevada capacidade de difusdao na massa de graos e em algumas embalagens plasticas
(USDA 1987; White and Leesch 1996; Chaudhry 1997).

Além da alta capacidade de difusdo, algumas vantagens da fosfina podem
ser destacadas, entre elas: a falta de residuos toxicos detectaveis nos alimentos,
eficiéncia a baixas concentragodes, facilidade de aplicagdo, transporte € manuseio
(Chaudhry 2000; Pratt 2005). Entretanto, o maior entrave ao uso da fosfina € o
elevado periodo de exposicdo requerido, que varia de 96 a 288 horas (Andrei 2003;
SIA 2005). Além disso, a falta de estruturas com vedagao ideal para a fumigagao, a
alta toxicidade para mamiferos e o desenvolvimento de resisténcia pelas principais
espécies-praga, sdo outros obstaculos ao uso do PH; como fumigante (Guedes
1990/1991; Chaudhry 2000; Pratt 2005).

Desde a década de 80, a fosfina tem se tornado o fumigante mais utilizado
no mundo (Bengston et al. 1999; Collins et al. 2005), sendo utilizado ha mais de 35
anos para tratamento de arroz, milho, sorgo, trigo, cevada, sementes e plumas de
algoddo, amendoim, cacau, café, farinha, farelo de soja, feijao, fumo e alimentos
elaborados (SIA 2005; Andrei 2003). Segundo Winks & Waterford (1986) a
toxicidade da fosfina aos insetos ¢ influenciada pela temperatura, que atua sobre os
processos metabolicos, e pelo periodo de exposicdo. A relagdo entre o periodo de
exposi¢do versus concentracdo, sob condi¢des herméticas, ¢ condi¢do fundamental
para o sucesso de qualquer expurgo (Winks 1984; Winks & Waterford 1986; Bell

2000; Chaudhry 2000; Collins et al. 2000; Donahaye 2000).



No Brasil, entretanto, condi¢des ideais de utilizacdo da fosfina nao sao
encontradas na maioria dos armazéns e unidades armazenadoras em operacao
(Pacheco et al. 1990). A situagdo que perdura ha anos no pais ¢ a falta de estruturas
adequadas a fumigagao, onde freqlientemente se observam condi¢des inadequadas de
vedagdo, que permitem escape de gas. Soma-se a isso a falta de treinamento dos
operadores, que carecem de técnicas de aplicacao adequadas, periodos de exposi¢ao
insuficientes, dosagens inferiores ou muito superiores as necessarias e condigdes de
sanitizagdo deficitarias das unidades armazenadoras podem ser apontadas como
condi¢gdes basicas para o aumento das falhas de controle, que podem levar ao
aumento da freqiiéncia de aplicacdes e conseqiientemente aumento da pressdao de
sele¢do para a resisténcia a fosfina (Dyte & Halliday 1985; Taylor 1989; Pacheco et
al. 1990; Hagstrum & Flinn 1996; Herron ef al. 1996; Adler et al. 2000; Bell 2000;
Donahaye 2000; Benhalima et al., 2004). Todos estes fatos, aliados ao uso
indiscriminado de inseticidas, principalmente os fumigantes, tém apontado a
resisténcia como uma das principais causas do aparecimento de falhas no controle de
insetos-praga de produtos armazenados (Chaudhry & Price 1990a; Hagstrum & Flinn
1996; Guedes et al. 1998; Adler et al. 2000; Bell 2000; Donahaye 2000; Benhalima
et al. 2004). Benhalima et al. (2004) sugerem também o movimento de insetos por
comércio internacional de commodities como outro fator provavel que contribui para

a expansao de resisténcia a inseticidas fumigantes.

2.3. Resisténcia a inseticidas
A resisténcia a inseticidas se traduz no desenvolvimento de mecanismos que
sdo o resultado de alteragdes no genoma do individuo capacitando-o a sobreviver em

uma situagdo desfavordvel. A resisténcia a inseticidas, em determinado organismo,



pode ser manifestada para dois ou mais compostos quimicos distintos através da
resisténcia cruzada ou resisténcia multipla. A resisténcia cruzada refere-se aos casos
em que um Unico mecanismo de resisténcia confere resisténcia a dois ou mais
compostos quimicos. J& a resisténcia multipla ocorre quando pelo menos dois
diferentes mecanismos de resisténcia coexistentes conferem resisténcia a dois ou
mais compostos quimicos. Esses conceitos sao de grande importdncia na
determinagdo de possiveis mecanismos de resisténcia ¢ na escolha de inseticidas

adequados para o controle de populagdes resistentes (Guedes ef al. 1995).

2.4. Mecanismos de resisténcia

De acordo com a divisdo proposta por Brattsten et al. (1986), os principais
mecanismos de resisténcia a inseticidas sdo agrupados em comportamentais,
fisiologicos e bioquimicos. Este ultimo, de ocorréncia mais freqiiente, provoca niveis
mais elevados de resisténcia.

Os mecanismos comportamentais se resumem a alteracdes nos 0rgaos
sensoriais e na capacidade de aprendizado do individuo, que tem como conseqiiéncia
uma maior habilidade em evitar os efeitos letais de uma substincia toxica
(Lockwood 1984; Brattsten et al. 1986).

Dentre os mecanismos fisiologicos existem trés possibilidades: (i) aumento
na excre¢do dos compostos toxicos do organismo; (ii) aumento da dificuldade de
penetragdo do inseticida no organismo, que ¢ dependente da estrutura do tegumento,
da fase de desenvolvimento do inseto e das caracteristicas quimicas da molécula
inseticida (Oppenoorth & Welling 1976; Brattsten et al. 1986); e (iii) o isolamento
das moléculas inseticidas em estruturas insensiveis ou quimicamente inertes no

interior do corpo do inseto (Brattsten et al. 1986).
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O terceiro mecanismo de resisténcia a inseticidas ¢ o bioquimico. Segundo
Sawicki (1979), este ¢ 0 mecanismo mais comum de resisténcia, que ocorre atraves
de dois processos. O primeiro consiste no aumento da destoxificacdo metabdlica por
meio da acdo de grupos enzimaticos, que t€ém a fungdo de aumentar a polaridade da
molécula inseticida, acarretando uma maior excre¢do pelo organismo. Os principais
grupos enzimaticos destoxificadores sdo as esterases, as glutationa-S-transferases e o
complexo das oxidases microssomais (Scott 1999). O segundo processo dos
mecanismos bioquimicos de resisténcia corresponde a alteracao no sitio de acao da
molécula inseticida. Um exemplo sdo alteragdes na enzima acetilcolinesterase
(AChE), que podem ser responsaveis pela redugdao de sensibilidade da AChE as
substancias inibidoras da sua acdo, conferindo resisténcia aos inseticidas
organofosforados e carbamatos (Guedes et al. 1997). Estes dois mecanismos,
destoxificacdo enzimatica ¢ alteracdo do sitio de acdo, sio 0s mecanismos mais
comuns de resisténcia a inseticidas em insetos (Scott 1999).

O mecanismo global de resisténcia a fosfina, em insetos-praga de produtos
armazenados, envolve a exclusdo de gas via sistema respiratorio, processo designado
como exclusdo ativa (Price 1984). Este mecanismo nao age isoladamente; o processo
de destoxificagdo capaz de converter a fosfina em oxiradicais nao-toxicos, antes de
atingirem o sitio de acdo, ¢ o segundo mecanismo de resisténcia nestes insetos (Pratt
2003). Estudos genéticos em diferentes espécies-praga de produtos armazenados tém
indicado que dois ou mais genes estariam envolvidos com a resisténcia a fosfina
nestas espécies (Chaudhry 1997; Bengston et al. 1999; Collins et al. 2002).

A indugdo de narcose pela fosfina é proposta por Winks (1985), Winks &
Waterford (1986) e descrita por Chaudhry (1997), como outro mecanismo de

resisténcia dos insetos a altas concentragdes deste gds. A observagdo do efeito
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narcético da fosfina foi descrito por Nakakita (1987), que propés um modelo para
este mecanismo de resisténcia. Este modelo sugere que, em altas concentracdes de
fosfina, a narcose € provocada pelo decréscimo da captacdo de oxigénio, onde a
enzima citocromo c¢ oxidase deixa o estado reduzido, tornando-se insensivel a
redugdo pela fosfina. Todavia, em baixas concentracdes a citocromo c¢ oxidase
permanece oxidada pela respiragdo mitocondrial, o que provoca a redugdao do PHj3
tornando-o toxico aos insetos. Ainda segundo Nakakita (1987), formas reativas de
oxigénio podem induzir hipoxia, que ¢ uma redugdo no teor de oxigénio no corpo do

inseto, fenomeno que pode responder pela toxicidade da fosfina nestes organismos.

2.5. Mecanismos de acio da fosfina

Ao contrario destas adaptacdes que levaram os insetos a desenvolverem
diferentes mecanismos de resisténcia, o mecanismo de acdo da fosfina sobre estes
organismos ¢ uma questdo que ainda nao ¢ totalmente esclarecida. Hipoteses a
respeito desses mecanismos de agdo indicam a existéncia de multiplos sitios de ag¢ao
(Price 1980a, b; Chaudhry 1997; Pratt 2005).

Embora a intoxicagdo pela fosfina leve a producdo de uma variedade de
respostas fisiologicas em humanos, em cobaias € em insetos, a caracteristica
predominante em todos os casos ¢ a inibi¢do de respiragdo aerobia (Price 1980a).
Qureshi et al. (1965) identificaram o sistema respiratorio celular como sitio de agdo
da fosfina, e Bond et al. (1967) observaram que o oxigénio € necessario para o
fumigante exercer toxicidade sobre os insetos. Bond et al. (1969) observaram que
baratas expostas a fosfina mantinham seus espirdculos fechados em atmosfera com
nitrogénio, afetando a atividade do fumigante e ndo resultando em mortalidade.

Porém, quando as baratas foram expostas a atmosfera com oxigénio, onde os
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espiraculos mantiveram-se abertos, observou-se mortalidade. Isto indica claramente
que o oxigénio ¢ essencial a toxicidade da fosfina nos insetos, demonstrando que a
fosfina nao ¢ absorvida pelos insetos na auséncia de oxigénio e, conseqiientemente,
nao exerce atividade inseticida nessa situagao.

A interagdo da fosfina com diferentes complexos enzimaticos,
principalmente com as hemeproteinas, incluindo a citocromo ¢ oxidase e as catalases,
foram descritas por Chefurka et al. (1976), Price (1980a, b); Chaudhry & Price
(1990b) e Chaudhry (1997). Nestas enzimas, a fosfina tem acdo sobre o oxigénio que
esta ligado ao grupo heme (Fe™). Estas hemeproteinas formam um ion-gradiente
com uma série de potenciais redox que, através de oxidagdes reversiveis e reducoes,
transportam elétrons para uma enzima terminal, a citocromo c oxidase, que catalisa a
redug¢do do oxigénio. Este processo ¢ vital para todo organismo aerobio, que em
conjunto com a fosforilagao oxidativa, € o processo gerador de energia quimica, que
converte ADP a ATP.

A inibi¢do da fosforilacdo oxidativa pela fosfina foi descrita por Nakakita et
al. (1971) com mitocondrias livres isoladas de ratos, caracterizando-a como um
inibidor especifico ndo-competidor de apenas um sitio da cadeia respiratoria, a
enzima citocromo ¢ oxidase. Posteriormente, estudos respiratorios e espectrais com
mitocondrias isoladas de Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) confirmaram a inibi¢do da cadeia de transporte de elétrons (Nakakita
1976). Esta observacao corrobora com a conclusdo de Chefurka et al. (1976) de que
a enzima citocromo ¢ oxidase ¢ o sitio de acao da fosfina.

A reducdo da atividade das catalases e das peroxidases, que sdo enzimas
antioxidantes defensivas com funcao de protegdo as células aerdbias da toxicidade do

peroxido de hidrogénio (H,0O,), foi comprovada apds o tratamento de Sitophilus
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granarius (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae) (Bond 1963; Bolter &
Chefurka 1990), R. dominica (Price et al. 1982; Price & Dance 1983) e T. castaneum
(Hobbs & Bond 1989) com fosfina. Bond (1963) relatou que varios fumigantes
inibem a atividade das catalases em insetos apds exposi¢do in vivo, mas o efeito ¢
muito mais pronunciado pelo tratamento com fosfina, que com cianeto de
hidrogénio. Entretanto, a inibicao das catalases pela fosfina foi questionada por Kono
& Fridovich (1982), que atribuem esta inibicao ao efeito toxico da fosfina e ndo a
causa da toxicidade deste fumigante. Price & Dance (1983) sugerem que a inibicao
in vivo é um efeito secundario, ou ainda indireto, da atividade da fosfina e ndo a
causa da reducdo da atividade das catalases em R. dominica. Na realidade, isto
provavelmente ¢ o resultado da geracdo de oxiradicais pela fosfina, processo que
inibe a atividade das catalases e das peroxidases (Kono & Fridovich 1982).

Segundo Bolter & Chefurka (1990), o tratamento in vitro de mitocondrias
isoladas de insetos com fosfina resultou no incremento dos niveis de peréxido de
hidrogénio. Esta evidéncia, aliada a elevagao na atividade das superdxido dismutases
(SOD) em S. granarius, apds tratamento com dosagens consideradas sub-letais de
fosfina in vivo, levou a hipotese de que a geragao de oxiradicais estd envolvida com a
acdo indireta da fosfina. Chaudhry & Price (1992) também observaram redugdo da
atividade das catalases e peroxidases, além de incremento na atividade das SOD em
R. dominica expostos a fosfina. Estes resultados indicam que a fosfina causa a
geracdo de oxiradicais altamente reativos nos insetos, o que também explica por que
0 oxigénio ¢ essencial a agdo toxica da fosfina nestes organismos (Bond & Monro
1967; Hobbs & Bond 1989; Pratt 2003).

Atualmente, a hipdtese mais aceita sobre o mecanismo de toxicidade da

fosfina ¢ baseado na habilidade de geracdo de espécies de oxigénio reativas que
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interferem com a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Sabe-se que o PHj

torna-se oxidado durante a geracao de espécies de oxigénio reativas (Pratt 2003).

2.6. Custos adaptativos

A evolucao da resisténcia a inseticidas esta intimamente relacionada com a
existéncia de custos adaptativos associados a expressao deste fendmeno. O pleno
conhecimento dos mecanismos que regulam estes custos contribui para o
desenvolvimento de estratégias de controle que podem vir a ser utilizadas no manejo
integrado de pragas. Estes custos geralmente sdo observados na redugdo do
desempenho reprodutivo dos individuos, influenciando sua taxa instantanea de
crescimento  populacional (rj), ocasionando adaptagdes comportamentais
indesejaveis, ou até mesmo debilitando outros processos fisiologicos importantes
para manutengdo dos individuos, que podem afetar até mesmo a sua massa corporea
(Foster et al. 2000; Costau et al. 2000; Fragoso et al. 2005). Individuos resistentes
geralmente apresentam reducao na fecundidade e aumento no ciclo de vida, o que
quase sempre os tornam piores competidores do que os individuos susceptiveis, na
auséncia de inseticidas (Oliveira et al. 2005).

Por outro lado, existem na literatura diversos estudos que também
demonstram a inexisténcia de custos fisioldgicos associados a resisténcia a
inseticidas em algumas linhagens (Baker ef al. 1998, Oppert et al. 2000; Haubruge &
Arnaud 2001; Fragoso et al; 2005). Fragoso et al. (2005), utilizando estudos de taxa
de desenvolvimento, relatam que em uma das suas populacdes de S. zeamais
resistentes a piretrdides, ocorre desempenho semelhante ao apresentado pela

populacdo padrao de susceptibilidade, demonstrando que a resisténcia a inseticidas
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em populacdes desta praga pode nao incorrer em custo fisioldgico adicional capaz de
modificar seu desempenho reprodutivo.

Longstaff (1991) avaliou a fecundidade de trés linhagens resistentes a
deltametrina e pirimifés-metilico de Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1763) (Coleoptera:
Curculionidae), e observou maior fecundidade das linhagens resistentes em relagdo a
linhagem suscetivel (controle), na presenca de graos tratados com estes inseticidas
protetores. White & Bell (1990) observaram maior taxa intrinseca de crescimento de
linhagens resistentes de Cryprolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae)
em relacdo a linhagem suscetivel selecionada durante seis geragdes, em trigo tratado
com 4, 8 ¢ 16 ppm de malation. A maior viabilidade de ovos, comparado com
estirpes suscetiveis, e a reducdo no custo adaptativo na auséncia de Bacillus
thuringiensis de estirpes resistentes do besouro da batata do Colorado, Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae), foi observada em estudos distintos
comprovando a existéncia de custos relacionados a evolucdo da resisténcia a

inseticidas (Trisyono & Whalon 1997; Alyokhin & Ferro 1999).

2.7. Respirometria

Apesar do consumo de O, (ou alternativamente, a producao de CO,)
representar a soma das demandas energéticas necessarias nos processos fisioldgicos
dos insetos (Clarke 1993), sdo poucos os estudos que utilizam a taxa respiratoria para
demonstrar o mecanismo de resisténcia a fosfina. A taxa respiratéria de insetos em
sistemas de armazenamento ¢ importante, pois pode refletir o estado fisioldgico
destes individuos sob diferentes condi¢des proporcionando melhor entendimento dos

efeitos caracteristicos de fatores ambientais (Emekci et al. 2004).
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Alguns fatores bidticos e abioticos podem influenciar a taxa respiratoria de
insetos (Nation 2002). A importancia da temperatura, oxigénio (O;) e didxido de
carbono (CO,) na respiragao dos insetos e na toxicidade dos fumigantes, como a
fosfina, ¢ atualmente reconhecida (Pratt & Reuss 2004). Segundo Chaudhry (1997) e
Chaudhry et al. (2004), o incremento na taxa metabolica e conseqiiente aumento no
consumo de oxigénio, ou produgdo de CO,, estimulam a atividade do fumigante nos
insetos, favorecendo a toxicidade do mesmo. Como a acdo da fosfina estd
diretamente envolvida com a respiracdo celular, mais especificamente ligada ao
desvio do metabolismo normal do oxigénio causando producdo de oxiradicais
altamente deletérios (Price 1980a; Chaudhry & Price 1990b; Chaudhry 1997;
Chaudhry 2000), a mensuracdo do CO, produzido por linhagens suscetiveis e
resistentes ¢ um dado ainda indisponivel.

Além disso, a respiracao ¢ um bom indice de resposta fisioldgica dos insetos
ao ambiente em que estdo expostos (Damcevski et al. 1998; Emekci et al. 2002;
Emekci et al. 2004). Guedes et al. (2006) observaram que individuos resistentes a
piretroides e ao DDT, apresentam maiores valores de taxa respirométrica e de massa
corporea do que os apresentados por individuos de uma populacao suscetivel. Esta
maior atividade respirométrica estaria propiciando aos individuos resistentes maior
eficiéncia no acimulo e mobilizacdo de suas moléculas de reservas, o que lhes
possibilitaria a producdo dos seus aparatos de defesa contra inseticidas, sem que isto

ocasionasse prejuizo para a sua performance reprodutiva.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacées de insetos

Foram utilizadas neste estudo 12 populagdes distintas de 7. castaneum, 10
de R. dominica e oito populacdes de O. surinamensis, coletadas nos estados de
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo (Figura 1 e Tabela 1). Estas
populagdes foram multiplicadas a partir dos insetos contidos nas amostras coletadas,
e as criagoes iniciadas e mantidas em laboratério, em frascos de vidro de 1,5 L, em
camaras climaticas tipo B.O.D., sob condi¢gdes constantes de temperatura (28+2 °C),
umidade relativa (70+5%) e escotofase de 24 horas. Como substrato alimentar, foram
utilizados graos de milho semi-triturados (para 7. castaneum e O. surinamensis) ou
graos de trigo inteiros (para R. dominica), com 13% de umidade (base umida),
previamente expurgados e mantidos sob refrigeragdo (-18 °C) para evitar

reinfestacgao.
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0 1164 Km

Figura 1-Locais de coleta de Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica ¢ Oryzaephilus surinamensis, nos estados de Goias, Mato

Grosso, Minas Gerais e Sao Paulo. Os numeros apresentados no mapa correspondem aos locais indicados na Tabela 1.
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Tabela 1-Codigos, origem, local e época de coleta das populagdes de Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus

SUrinamensis
Codigo Cidade Estado Local de coleta Produto Meés/Ano Espécies*
1 Agua Boa MT Armazém convencional Milho/Paingo Agosto/2004 T/R
2 Aguanil MG Paiol Milho em Espiga Maio/2005 T
3 Alfenas MG Silo Metélico Milho Abril/2004 T
4 Astolfo Dutra MG Industria de Alimentos Cereais Setembro/2005 O
5 Bom Despacho MG Silo Metalico/Féabrica de Ragdo  Milho/Impurezas Maio/2005 T/R/O
6 Braganca Paulista  SP Paiol/Fabrica de Ragao Milho/Rag¢ao Suina Marg¢o/2005 T
7 Campos de Julio MT Fundo de Silo Metalico Milho/Soja/Impurezas Junho/2004 T/R
8 Guaxupé MG Fundo de Silo Metalico Milho/Impurezas Agosto/2005 O
9 Nova Era MG Armazém convencional Milho/Impurezas Maio/2005 T/R
10 Palmital SP Silo Metalico Milho Marg¢o/2005 R
11 Piracicaba SP Laboratdrio Milho/Trigo Agosto/2004 T/R
12 Rio Verde GO Silo Metélico Milho/Soja/Sorgo/Impurezas  Julho/2004 T/R
13 Sacramento MG Armazém graneleiro/Sacaria Milho/Sorgo/Impurezas Maio/2005 0)
14 Uberlandia MG Fundo de Silo Metalico Milho/Soja/Sorgo/Impurezas ~ Agosto/2004 T/R/O
15a Unai MG Silo Metélico Milho Agosto/2004 T/R/O
15b Unai II MG Silo Metalico/Graneleiro Milho/Impurezas Julho/2004 O
16 Vicosa MG Laboratério Milho/Trigo Marg¢o/2004 T/R/O

*T=Tribolium castaneum; R=Rhyzopertha dominica; O=Oryzaephilus surinamensis.
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3.2. Bioensaios de detec¢ciao e magnitude de resisténcia

Os bioensaios in vivo foram conduzidos conforme método-padrao,
recomendado pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
(FAO 1975). Este método se baseia na exposicao de 50 insetos adultos, em quatro
repeticdes, por um periodo de 20 horas a concentra¢ao discriminante (CD) do gas
fumigante. Cada espécie foi exposta a CD de fosfina (0,03 mg L' para R. dominica,
0,04 mg L' para T. castaneum ¢ 0,05 mg L' para O. surinamensis) por 20 horas a 25
°C, em frascos plasticos (7,0 cm de diametro superior € 5,5 cm de diametro inferior)
cobertos com tela de organza na base e na tampa, com volume de 140 mL. Os insetos
adultos, nao-sexados, que foram utilizados nos bioensaios apresentavam entre uma e
quatro semanas de emergidos.

Apo6s o periodo de exposi¢ao (20 horas) os insetos foram expostos ao ar
atmosférico, por cerca de 30 minutos, e transferidos para placas de Petri de 140 mm
de diametro e 10 mm de altura, com mesma dieta utilizada nas criagdes. Estas placas
foram mantidas por 14 dias, conforme recomendado pela FAO, sendo armazenadas
em camaras tipo B.O.D. a 25+£2°C. Ap0s este periodo, foram realizadas as avaliagdes
de mortalidade, contando-se os insetos mortos € vivos.

Posteriormente a exposi¢ao de cada populagao das trés espécies a CD foram
conduzidos bioensaios de concentragdo-resposta onde se utilizou uma bateria de
cinco a oito concentragdes de fosfina, tendo como linha-base a resposta das
populagdes a CD. Apos a avaliagdo de mortalidade, determinou-se a menor
concentragdo onde ocorreu um numero maior de mortes (extremo superior), € a
maior concentracdo onde ndo ocorreram mortes (extremo inferior). Em seguida,
foram tragadas novas dosagens intermedidrias a estes dois extremos. Para cada

bateria de cinco doses testadas e para os testes com as CD foram estabelecidos
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tratamentos controle (testemunha) nas mesmas condi¢cdes dos bioensaios, sem a
exposicao ao gas fumigante.

O gas fosfina a 86% de pureza (FAO 1975), gerado a partir da reacdo de
uma pastilha de fosfeto de aluminio de 0,6 g (PHOSTEK®) com solugdo aquosa de
acido sulfurico (5%), foi coletado em um tubo coletor de fosfina de 30,5 cm de
comprimento e 3,3 cm de didmetro, vedado na extremidade superior com septo de
borracha e adesivo de silicone (Figura 2A). Este tubo coletor de fosfina foi inserido
verticalmente em um frasco Erlenmeyer (vide Figura 2A), de volume igual a 1,0 L,
adaptado com saida lateral para a solug¢do 4cida. Na parte inferior ao tubo coletor, a
pastilha de fosfeto de aluminio foi acondicionada sob um funil invertido, com
objetivo de direcionar o gas desprendido da pastilha ao interior do tubo coletor
(Figura 2A).

Como camaras de fumigacdo, foram utilizados cinco dessecadores de vidro
com volume de 6,36, 6,15, 9,05, 8,55 e 8,50 L, respectivamente, adaptados com
dosador central, constituido por uma mangueira de silicone de 10 cm de
comprimento, vedada na extremidade distal ao dessecador (Figura 2B). A aplicagdo
do gés a partir do gerador de fosfina nas camaras de fumigagdo foi realizada por
meio de seringas com vedagdo de gés nos volumes de 0,25, 0,50 e 25 mL (Hamilton

Gastight ® Syringes, Nevada, USA).
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—_—
(Camara de Fumigacio)

Figura 2-Esquema do gerador de fosfina, tubo coletor e demais partes do aparelho

(A) e dessecador utilizado como camara de fumigacao (B).
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- -1 . . ~
As concentragdes, em mg L™, nos bioensaios de CD e concentragdo-

resposta, foram calculadas pela equacao de Clapeyron (Equacao 1).

PV=nRT (Eq. 1)

Onde:

P = Pressdo atmosférica, em atm;

V = Volume da mistura de gases, em litros;

n = Numero de mol equivalente a relagdo entre massa e massa molar;

R = Constante de Clapeyron (0,082 atm L K e;

T = Temperatura em Kelvin.

Para obter a massa de PH; em 1,0 L de gés, desdobrando a equagdo de
Clapeyron (m = PVMM/RT), admitindo a massa molar da fosfina igual a 34 g mol™,
obtém-se 1,39 g L™, ou ainda 1,39 mg mL" de PH; por mL da mistura de gases
gerada. Como a pastilha de fosfeto de aluminio gera uma mistura de gases com 86%
de fosfina, em 1,0 mL desta mistura de gases tem-se 1,19 mg de PHj (fosfina).

Sabendo-se que em 1,0 mL da mistura de gases hd 1,19 mg de PH3, foram
calculadas as concentragdes empregadas nos testes de CD e concentragdo-resposta

para confeccdo das curvas diagnosticas de suscetibilidade a fosfina (Equacao 2):

CVi=GV, (Eq. 2)
Onde:

C, = Concentragdo de fosfina na mistura de gases gerada (1,19 mg mL™);

V| = Volume de gas a ser aplicado na camara de fumigagao, em mL;

C, = Concentracao utilizada nos bioensaios de CD e concentragdo-resposta,
em mg L

V, = Volume da camara de fumigacao utilizada, em mL.
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3.3. Massa corporea

Para a mensuragdo da massa corporea dos individuos das populagdes de 7.
castaneum, R. dominica e O. surinamensis, foram utilizados 20 insetos adultos de
cada populagdo, nao-sexados, com tempo de emergéncia variando entre uma a quatro
semanas. Realizou-se a pesagem de cada grupo de 20 insetos utilizando balanga

analitica, com precisao de 0,0001 g (Sartorius BP 210 D, Gotingen, Alemanha).

3.4. Ensaios respirométricos

Os ensaios de respirometria foram realizados em condi¢des de laboratorio
utilizando-se um respirdmetro do tipo CO, Analiser TR 2 (Sable System
International, Las Vegas, EUA), e metodologia adaptada de Daniel & Smith (1994),
Oliveira et al. (2005) e Guedes et al. (2006). Para mensuracdo da taxa respiratoria
média (producdo de CO;), foram utilizados grupos de 20 insetos adultos, nao-
sexados, devidamente acondicionados em camaras com capacidade volumétrica de
25 mL conectadas a um sistema completamente fechado. As cdmaras eram mantidas
conectadas ao sistema por um periodo de 2,2 h antes da mensuragdo da quantidade de
CO; produzido pelos insetos. Para realizar a varredura de todo o CO; produzido no
interior de cada camara, realizou-se a passagem de ar isento de CO; a um fluxo de
600 ml min™' por um periodo de dois minutos. Essa corrente de ar faz com que todas
as moléculas de CO, produzidas passem por um leitor de infravermelho acoplado ao
sistema, que prontamente faz a mensuragdo (em pmol h™) do CO, produzido pelos
insetos e contido no interior de cada camara. Antes da leitura do CO, contido em
cada camara respirométrica, onde estavam confinados os insetos, fazia-se a leitura do
CO; contido em uma camara sem insetos em seu interior, o qual pudesse ser

descontado do CO; quantificado nas camaras que estavam alojados os insetos. Desta
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forma, pdde-se entdo mensurar a quantidade de CO, que realmente era proveniente

do metabolismo respiratorio dos insetos.

3.5. Taxa instantianea de crescimento populacional (r;)

As unidades experimentais utilizadas para avaliacdo da taxa instantanea de
crescimento (1;) de cada populacao, consistiram de placas de Petri de 140 mm de
diametro ¢ 10 mm de altura. Utilizaram-se, 40 g de graos inteiros de trigo para R.
dominica e a mesma quantidade de graos de milho semi-triturados para 7. castaneum
e O. surinamensis, com 13% de umidade (base umida). As placas, infestadas com 20
insetos adultos com uma a trés semanas de emergidos, em 10 repeti¢des, foram
armazenadas em camara climdtica tipo B.O.D., sob condi¢gdes constantes de
temperatura (25+2 °C), umidade relativa (70+5%) e escotofase de 24 h. Apds 60 dias
de armazenamento, as placas foram avaliadas, contando-se o nimero de insetos vivos
e mortos. A taxa instantanea de crescimento de cada populagdo das trés espécies em
estudo foi calculada através da equacao sugerida por Walthall & Stark (1997)

(Equacao 3):

r = (Eq. 3)

Onde:
N¢= Numero final de insetos;
No = Numero inicial de insetos;

AT = Variagao de tempo (nimero de dias em que o ensaio foi executado).
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3.6. Analises estatisticas

Os resultados de mortalidade obtidos por meio dos bioensaios de
concentracdo discriminante (CD) foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
seguidos de teste de Tukey (p<0,05), utilizando o procedimento PROC GLM do
programa SAS (SAS Institute, 1989). Os resultados de mortalidade das curvas de
concentragdo-resposta 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 concentracdo-mortalidade. A razdo de
resisténcia (RR) e intervalo de confianca (»p<0,95) destas populacdes foi calculada
segundo metodologia proposta por Robertson & Preisler (1992).

Os dados obtidos nos ensaios de respirometria (umolCO, h™ inseto™),
massa corporea individual (mg) e taxa instantdnea de crescimento (rj) foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguidos de teste de Tukey (p<0,05),
utilizando o procedimento PROC GLM do programa SAS (SAS Institute, 1989). Em
seguida, os dados de respirometria, ; € razao de resisténcia (DLs) foram submetidos

a analises de regressao, utilizando o programa Sigma Plot versdao 7.0 (SPSS, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccio e magnitude de resisténcia a fosfina (PH3)

Foram realizados bioensaios para detec¢do de resisténcia a fosfina em 12
populagdes de 7. castaneum, 10 de R. dominica e oito de O. surinamensis, de quatro
Estados brasileiros. A mortalidade média dos individuos das trés espécies na
concentragdo discriminante (CD) de fosfina variou significativamente (7. castaneum:
F=141,29; g.l.erro=27; p<0,0001; R. dominica: F=21,31; g.l.erro=22; p<0,0001; O.
surinamensis: F=103,81; g.l.erro=13; p<0,0001) entre as populagdes (Tabela 2). As
populacdes avaliadas ndo apresentaram mortalidade superior a 90%. Entre as
populagdes de T. castaneum a populagio mais suscetivel foi a de Agua Boa-MT.
Entre as de R. dominica a de Campos de Julio-MT foi a mais suscetivel e entre as de
O. surinamensis a de Unai-MG foi a mais sensivel a fosfina (Tabela 2).

Os resultados de mortalidade, obtidos através dos bioensaios de
concentracado-resposta, foram utilizados para estimar as CLsy e CLos das populacdes
destas espécies. As CLso, por sua vez, foram utilizadas para discriminar a populacao

padrao de suscetibilidade de cada espécie. Considerou-se como padrao de
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suscetibilidade, para 7. castaneum, a populagio de Agua Boa-MT, embora
apresentasse CLso semelhante & de Aguanil-MG. No entanto, escolheu-se a de Agua
Boa—MT por ter apresentado CLos inferior a populacdo de Aguanil-MG, critério
utilizado na determinacdo do padrao de suscetibilidade (Tabela 3). As CLsy das
demais populagdes foram superiores, quando comparadas a populacdo padrdao de
suscetibilidade. A razdo de resisténcia para CLsy em 7. castaneum variou de 1,0 a
186,2 vezes e para CLogs a variagao foi inferior, entre 1,6 e 164,1 vezes a populacao
padrao de suscetibilidade (Tabela 3).

Das 10 populacdes avaliadas de R. dominica, o padrao de suscetibilidade foi
a de Piracicaba—SP, que apresentou a menor CLsy. As CLsy das demais populacdes
avaliadas foram superiores, em relacdo ao padrdo de suscetibilidade (Tabela 4). A
razao de resisténcia a fosfina para CLsy foi de 2,0 a 71,0 vezes e, para a CLgs, a
variacao foi entre 1,2 e 30,4 vezes a populagdo padrao de suscetibilidade (Tabela 4).

A populagdo de Unai-MG foi o padrao de suscetibilidade entre as oito
populagdes avaliadas de O. surinamensis. Observaram-se valores superiores de CLs,
quando comparado ao padrao de suscetibilidade, nas outras sete populacdes avaliadas
(Tabela 5). A razao de resisténcia para CLsg entre as populacdes resistentes variou de
1,9 a 32,2 vezes e a variagdo da razao de resisténcia para a CLos foi entre 0,5 e 46,5
vezes a populagdo de Unai-MG, considerada padrdo de suscetibilidade.

Os niveis de resisténcia a fosfina variaram entre as trés espécies avaliadas.
Rhyzopertha dominica foi a espécie onde observaram-se maiores valores estimados
de CLsy e CLos, quando comparados aos de 7. castaneum e de O. surinamensis. As
populagdes de 7. castaneum foram as mais sensiveis a fosfina. As populagdes de 7.
castaneum apresentaram os menores valores de CLsg, entre 0,02 e 3,72 mg L'ea

CLys entre 0,06 ¢ 9,80 mg L (Tabela 3). As CLsy para R. dominica variaram entre
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0,08 ¢ 5,86 mg L' e as CLos, entre 0,54 ¢ 16,46 mg L' (Tabela 4). Para O.
surinamensis a variacdo da CLsy foi entre 0,03 ¢ 1,05 mg L'l, e de CLgs de 0,22 a
10,01 mg L' (Tabela 5). Os resultados obtidos indicam resisténcia a fosfina em 10

populagdes de T. castaneum, nove de R. dominica e sete de O. surinamensis.

4.2. Massa corporea

A massa corporea média dos individuos das trés espécies variou
significativamente (7. castaneum: F=3,76; gl.erro=24; p<0,003; R. dominica:
F=11,61; g.l.erro=20; p<0,0001; O. surinamensis: F=5,69; g.l.erro=16; p<0,002)
entre as populagdes (Tabela 6). A variacdo de massa corporal entre as populacdes de
T. castaneum foi de 20%. A populacdo de Nova Era—MG apresentou maior massa
corporal, enquanto a de Vigosa—MG a de menor massa (Tabela 6). Entre as
populacdes de R. dominica, a variagdo de massa corpdrea foi de 16%. A populacdo
que apresentou maior massa corporal foi a de Campos de Julio-MT e a de Nova Era—
MG, a menor (Tabela 6). A variacdo de massa corporal das populagdes de O.
surinamensis foi de 21%. A de Uberlandia-MG apresentou maior massa corporal em
relacdo as demais populagdes de O. surinamensis, enquanto a de Sacramento-MG
apresentou o menor valor médio de massa corporal (Tabela 6).

A relacdo entre massa corporea e producao de CO, foi significativa,
indicando aumento na produ¢do de CO, com o incremento da massa corpoérea dos
individuos, nas trés espécies avaliadas (Figura 3). O mesmo efeito ¢ observado na
interagdo entre taxa instantanea de crescimento populacional (r;) e a massa corporea,
ou seja, a taxa instantdnea de crescimento ¢ maior com o aumento da massa

corpdrea, nas trés espécies avaliadas (Figura 4). A interacdo entre massa corporea
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individual e razao de resisténcia (RR) para CLsy, demonstrou relacdo significativa

nas trés espécies avaliadas.

4.3. Producao de CO,

Os dados de producao de CO, de T. castaneum, R. dominica e O.
surinamensis  revelaram diferenca significativa (7. castaneum: F=37,24;
g.l.erro=102; p<0,0001; R. dominica: F=3,42; g.l.erro=86; p<0,001; O. surinamensis:
F=9,03; g.l.erro=76; p<0,0001) entre as populagdes de cada espécie (Tabela 7). A
variacdo na producdo de CO, entre as populagdes foi superior a observada para
massa corporal. Em 7. castaneum e R. dominica, a producdo de CO, variou 89% e
88%, respectivamente e, nas populagdes de O. surinamensis, cerca de 44%. Para T.
castaneum, a populacio de Agua Boa—MT apresentou maior produgdo de CO,,
enquanto a de Bom Despacho—MG foi a populagdo com menor producao de CO,
(Tabela 7). Dentre as populagdes de R. dominica, destacam-se a de Campos de Julio—
MT com maior producao de CO, e a de Palmital-SP, que apresentou menor média de
producdao de CO, entre as populacdes avaliadas (Tabela 7). Com relacdo as
populagdes de O. surinamensis, a de Guaxupé—MG apresentou maior valor de
producao de CO,, enquanto a de Vigosa—MG apresentou o menor valor médio de
producdo de CO, (Tabela 7). Vale destacar que as populacdes com menor produgdo
de CO, apresentaram maior razao de resisténcia (RR) para CLs, para as trés espécies
avaliadas (Figura 5). Este fato confirma a hipotese de que quanto maior o nivel de
resisténcia, menor a produgdo de CO, e conseqilientemente menor a taxa respiratoria.
A redugdo da taxa respiratoria, por sua vez, leva a uma menor inalagdo do gas

fumigante, que passa a ndo exercer satisfatoriamente sua a¢ao inseticida.
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4.4. Taxa instantanea de crescimento populacional (r;)

Com a taxa instantanea de crescimento populacional (r;) foi possivel avaliar
se o desenvolvimento das populagdes resistentes e suscetiveis apresentou o mesmo
comportamento. Houve diferenca significativa dos valores de 1; (7. castaneum:
F=12,21; g.l.erro=67; p<0,0001; R. dominica: F=10,76; g.l.erro=72; p<0,0001; O.
surinamensis: F=4,16; g.l.erro=72; p<0,0007) entre as populacdes das trés espécies
avaliadas (Tabela 8). Dentre as populagdes de 7. castaneum, a de Uberlandia—MG
registrou maior valor de 1;, € a de Rio Verde—-GO o menor, com diferenga de 86%
entre as duas populagdes (Tabela 8). As populagdes de R. dominica e O.
surinamensis apresentaram variacdo de r; de 88% e 82%, respectivamente. A
populagdo de Vigosa—MG registrou maior r; médio ¢ a de Agua Boa-MT o menor,
dentre as populagdes de R. dominica. Com relagdo as populacdes de O. surinamensis,
a de Bom Despacho—MG e a de Unai-MG apresentaram o maior € o menor valor
médio de r;, respectivamente (Tabela 8). Vale salientar que as populagdes com
maiores valores médios de r; apresentaram menor razao de resisténcia (RR) para
CLsy, nas trés espécies avaliadas (Figura 6). Este resultado indica pior desempenho
reprodutivo das populacdes resistentes, em relacdo as populagdes suscetiveis, o que

pode estar relacionado a custo adaptativo devido a resisténcia a fosfina.
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Tabela 2—Mortalidade corrigida de populagdes de Tribolium castaneum, Rhyzopertha

dominica e Oryzaephilus surinamensis na concentracdo discriminante

(CD) de fosfina (PH3)
Mortalidade CD (%+E.P.M.")
Populagoes Tribolium Rhyzopertha Oryzaephilus
castaneum dominica surinamensis

Agua Boa-MT 89,5+7,90 ° 32,5+9,98 *° -
Aguanil-MG 79,8+3,91 ° - -
Braganca Paulista-SP 59,9+7,87 b - -
Piracicaba-SP 57,7+8,33°  24,0+14,14 " -
Vicosa-MG 13,0£4,24 € 21,0+£7,75 ™ 33+1,31°
Unai-MG 11,5¢6,30 ¢ 23,012,773  72,2+7.41°
Alfenas-MG 6,0+1,88 ¢ - -
Nova Era-MG 4,8+1,17°¢ 12,0+0,00 ¢ -
Campos de Julio-MT 3,0+£1,41° 44,0+3,65° -

Rio Verde-GO 0,0£0,00 ° 23,0+1,41 % -
Uberlandia-MG 0,0:£0,00 ° 0,0:£0,00 ¢ 14,4+538°
Bom Despacho-MG 0,0:£0,00 ° 0,0:£0,00 ¢ 4,14£0,12 °
Palmital-SP - 0,0+£0,00 ¢ -
Unai II-MG - - 10,8+0,14°
Sacramento-MG - - 10,8+0,82°
Guaxupé-MG - - 0,0+0,00 °
Astolfo Dutra-MG - - 0,0£0,00 °

Médias seguidas de mesma letra, na coluna nio diferem estatisticamente entre si,
pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
'E.P.M.=Erro padrio da média.
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Tabela 3—Suscetibilidade das populacdes de Tribolium castaneum a fosfina (PH3)

Populacbes \! Inclinag:z;lo CLsy (IF 915%) RR (IF 95%) CLos (IF 915%) RR (IF 95%) . ’
+ EPM mg L CLs mg L CLos
Agua Boa-MT’ 650  3,46+0,39 0,02 (0,018-0,022) - 0,06 (0,051-0,075) - 8,99 0,11
Aguanil-MG 500 2,37+0,22 0,02 (0,017-0,022) 1,0 (0,8-1,2) 0,10 (0,074-0,134) 1,6 (1,1-2,3) 0,94 0,82
Piracicaba—SP 450  3,15%+0,27 0,04 (0,036-0,049) 2,1(1,7-2,5) 0,22 (0,168-0,315) 3,7 (2,6-5,3) 7,17 0,13
Braganca Paulista—SP 400  0,81+£0,13 0,05 (0,022-0,087) 2,6 (1,4-5,0) 5,64 (2,464-26,292) 95,6 (31,4-290,5) 4,43 0,22
Nova Era-MG 400  7,9240,65 0,07 (0,062-0,068) 3,2 (2,9-3,6) 0,10 (0,097-0,115) 1,7 (1,4-2,1) 1,23 0,54
Rio Verde-GO 750  4,35+0,34 0,74 (0,677-0,794) 37,0 (32,4-42,2) 1,77 (1,613-1,986) 29,6 (24,0-36,5) 8,41 0,21
Vigosa-MG 500 2,22+0,22 0,81 (0,717-0,920) 40,6 (34,5-47,8) 4,49 (3,333-6,922) 75,3 (50,3-112,9) 5,79 0,12
Uberlandia-MG 800  3,39+0,36 0,84 (0,713-0,938) 41,9 (35,3-49,7) 2,56 (2,272-3,024) 42,8 (34,0-53,9) 7,31 0,29
Alfenas—-MG 650 2,67+0,24 0,96 (0,868-1,050) 479 (41,6-55,3) 3,95 (3,201-5,296) 66,2 (48,6-90,3) 4,72 0,19
Unai-MG 700  2,82+0,30 1,03 (0,838-1,188) 51,4 (42,1-62,9) 3,94 (3,406-4,854) 66,1 (51,3-85,1) 3,74 0,15
Campos de Julio-MT 850  2,39+0,18  1,25(1,210-1,294) 62,7 (56,2-70,0) 2,09 (1,980-2,246) 35,0 (28,8-42,5) 2,28 0,68
Bom Despacho-MG 650  3,91+0,26 3,72 (3,486-3,989) 186,2 (164,3-211,0) 9,80 (8,543-11,677) 164,1 (128,9-208,9) 3,99 0,14

"N=Ntmero total de insetos por bioensaio; “E.P.M.=Erro padrio da média; “Populagdo padrio de suscetibilidade.

CL=Concentragao letal; IF 95%=Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR=Razao de resisténcia para CLsy ¢ CLos; x2=Qui-

quadrado; p=Probabilidade.
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Tabela 4—Suscetibilidade das populacdes de Rhyzopertha dominica a fostina (PHs)

Populabes \! Inclinagﬁ:) CLso (IF 915%) RR (IF 95%) CLys (IF 915%) RR (IF 95%) v ’
+ E.P.M. mg L CLs mg L CLos
Piracicaba—SP” 700 2,01+0,15 0,08 (0,070-0,095) - 0,54 (0,440-0,706) - 4,39 0,49
Vigosa—MG 1000 1,41+0,10 0,17(0,143-0,191) 2,0 (1,6-2.5) 2,44 (1,773-3,662) 4,5 (2,9-7,0) 1,39 0,71
Campos de Jalio-MT 450  3,2240,35 0,20 (0,179-0,214) 2,4 (2,0-2,8) 0,63 (0,503-0,890) 1,2 (0,8-1,7) 5,81 0,12
Nova Era-MG 600 1,34+0,10 0,23 (0,186-0,277) 2,7(2,1-3.,5) 3,82 (2,456-6,848) 7,1 (4,0-12,4) 6,36 0,27
Agua Boa-MT 1000 1,3840,09 0,34 (0,295-0,394) 4,1 (3,4-5,1) 5,29 (3,837-7,940) 9,8 (6,3-15,2) 5,00 0,29
Rio Verde-GO 650 2,12+0,15 2,40 (2,128-2,703) 29,0 (24,0-35,2) 14,33 (11,167-19,807) 26,5 (18,2-38,4) 5,79 0,12
Bom Despacho-MG 450 4,33+0,42 3,23 (3,002-3,461) 39,2 (33,2-46,2) 7,75 (6,722-9,500) 14,3 (10,7-19,1) 5,84 0,12
Unai-MG 650 5,74+0,45 3,84 (3,634-4,021) 46,5 (39,7-54,4) 7,42 (6,845-8,241) 13,6 (10,6-17,6) 6,12 0,11
Uberlandia-MG 650 2,70+0,20 4,05 (3,648-4,467) 49,1 (40,9-58,8) 16,46 (13,725-20,809) 30,4 (22,1-41,6) 9,11 0,17
Palmital-SP 650 3,84+0,30 5,86 (5,490-6,288) 71,0 (60,2-83,6) 15,69 (13,354-19,473) 28,9 (21,3-39,1) 5,09 041

"N=Ntmero total de insetos por bioensaio; “E.P.M.=Erro padrio da média; “Populagdo padrio de suscetibilidade.
CL=Concentragao letal; IF 95%=Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR=Razao de resisténcia para CLsy ¢ CLos; x2=Qui-

quadrado; p=Probabilidade.
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Tabela 5—Suscetibilidade das populacdes de Oryzaephilus surinamensis a fostina (PHs)

Populabes \! Inclinagﬁ:) CLso (IF 915%) RR (IF 95%) CLys (IF 915%) RR (IF 95%) . »
+ E.P.M. mg L CLsg mg L~ CLys
Unai-MG’ 1000 2,01+0,10 0,03 (0,029-0,037) - 0,22 (0,180-0,265) - 5,17 0,16
Uberlandia-MG 450  6,11+0,70 0,06 (0,057-0,065) 1,9 (1,6-2,1) 0,11 (0,103-0,132) 0,5 (0,4-0,7) 7,20 0,13
Unai [I-MG 850  4,96+0,33 0,29 (0,274-0,299) 8,8 (7,7-9.9) 0,62 (0,561-0,691) 2,8 (2,3-3,6) 8,50 0,20
Sacramento-MG 850  2,02+0,12 0,33 (0,292-0,371) 10,1 (8,5-11,9) 2,15 (1,745-2,779) 10,0 (7,4-13,6) 5,90 0,12
Vigosa—MG 750  3,70+0,26 0,58 (0,538-0,618) 17,7 (15,4-20,3) 1,61 (1,432-1,876) 7,5 (5,9-9,5) 5,12 0,16
Bom Despacho-MG 700  3,17+0,21 0,82 (0,757-0,893) 25,1 (21,7-29,0) 2,71 (2,281-3,378) 12,6 (9,5-16,6) 5,17 0,16
Astolfo Dutra-MG 600  2,41+0,21 0,93 (0,827-1,040) 28,6 (24,3-33,7) 4,51 (3,611-6,115) 20,9 (15,1-29,0) 5,65 0,23
Guaxupé-MG 400 1,68+0,23 1,05 (0,857-1,255) 32,2 (25,8-40,2) 10,01 (6,342-21,469) 46,5 (25,2-86,0) 0,28 0,87

'N=Ntmero total de insetos por bioensaio; “E.P.M.=Erro padrio da média; “Populagdo padrio de suscetibilidade.
CL=Concentragdo letal; IF 95%=Intervalo fiducial a 95% de probabilidade; RR=Razdo de resisténcia para CLsy e CLos; x2=Qui-
quadrado; p=Probabilidade.
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Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus surinamensis

Tabela 6-Massa corpérea individual das populagdes de Tribolium castaneum,

Massa Corporea Individual' (mg) £ E.P.M.

Populacgdes Tribolium Rhyzopertha Oryzaephilus
castaneum dominica surinamensis
Nova Era-MG 2,11+0,107° 1,19+ 0,021 © -
Bom Despacho-MG 2,06+0,044%  1,23+0,053% 0,49 + 0,046 *°
Uberlandia-MG 2,02£0,107°  1,26+0,021°° 584+ 0010°
Rio Verde-GO 2,01£0,042% 1,260,035 -
Aguanil-MG 1,98 £ 0,026 * - -
Braganga Paulista—SP 1,97 +£0,079 * - -

Campos de Julio-MT
Agua Boa—MT
Piracicaba—SP
Alfenas—MG
Unai-MG
Vicosa—MG
Palmital-SP

Unai [I-MG
Guaxupe-MG
Astolfo Dutra-MG

Sacramento-MG

1,96 +0,114
1,94+0,117
1,93+ 0,076
1,92 +0,142 %
1,87 +0,113 ®
1,69 + 0,076 °

1,41£0,017*

1,29 + 0,042 bede

1,35 + 0,049 *°

1,28 + 0,006 >

1,370,027 ®
1,31 £ 0,036 ™4

0,49 + 0,031
0,50 0,017 **
0,55+ 0,057 *°
0,48 + 0,015
0,46 + 0,015
0,46 + 0,017

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste Tukey, a 5% de significancia.

'Valores médios de massa corporea de trés repeticdes, dividido pelo numero de insetos
da amostra (n=20).

*E.P.M.=Erro padriio da média.
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Tabela 7-Producdo de CO, das populagdes de Tribolium castaneum, Rhyzopertha

dominica e Oryzaephilus surinamensis

Producéo de CO; (umol h™ inseto™) + E.P.M."

Populagoes Tribolium Rhyzopertha Oryzaephilus
castaneum dominica surinamensis
Agua Boa—MT 0,102+ 0,009 0,035+ 0,005 < -
Aguanil-MG 0,084 + 0,019 - -
Vigosa-MG 0,071+0,022" 0,058 +0,007 020+ 0,005 ¢
Braganca Paulista—SP 0,069 + 0,018 - -

Piracicaba—SP
Campos de Julio-MT
Unai-MG
Alfenas—-MG

Nova Era-MG

Rio Verde-GO
Uberlandia-MG
Bom Despacho-MG
Palmital-SP
Guaxupe-MG
Astolfo Dutra-MG
Unai [I-MG

Sacramento-MG

0,063 + 0,014
0,061 + 0,012 °*
0,059 + 0,010 °*
0,059 + 0,012 °%
0,053 + 0,007 %
0,049 + 0,005 «
0,044 + 0,005 °©
0,011 0,002 f

0,043 + 0,008 ™
0,069 + 0,007 *
0,059 + 0,005 *
0,055 + 0,035
0,050 + 0,006 **¢
0,033 + 0,006 ¢
0,058 + 0,005 *°
0,008 = 0,001 °

0,022 + 0,005 °

0,023 + 0,009 ©
0,024 + 0,005
0,036 + 0,007 *
0,025 + 0,006 ™
0,024 + 0,007 ©
0,034 + 0,008 *°

Médias seguidas de mesma letra, na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste Tukey, a 5% de significancia.
'E.P.M.=Erro padrio da média.
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Tabela 8-Taxa instantanea de crescimento populacional (r;) das populacdes de

Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus surinamensis

Taxa Instantinea de Crescimento (r;) £ E.P.M.!

Populacgdes Tribolium Rhyzopertha Oryzaephilus
castaneum dominica surinamensis
Uberlandia-MG 0,028 £0,008* 0,024 +0,008° 0,022 +£0,011
Agua Boa-MT 0,024 + 0,006 ® 0,006+ 0,003 -
Campos de Jilio-MT 0,020 + 0,008 ™ 0,020 + 0,007 ° _
Unai-MG 0,019 £ 0,008 0,014 +0,002% 0,008+ 0,010 °
Piracicaba—SP 0,017+ 0,007 ¢ 0,022+ 0,008 " -
Braganga Paulista—SP 0,016 + 0,005 >4 - -
Vigosa-MG 0,012 0,005 °“"  0,048+0,009° 0,040 + 0,007 *
Alfenas—-MG 0,012 + 0,004 **f - -
Aguanil-MG 0,007 + 0,004 4 - -
Nova Era-MG 0,006 £ 0,003 °* - -
Rio Verde-GO 0,004+0,001" 0,016+ 0,007 -
Bom Despacho-MG - 0,017 +£0,005% 0,044 £ 0,007 *
Guaxupé-MG - - 0,038 +0,013?
Sacramento-MG - - 0,034 + 0,006 *°
Astolfo Dutra-MG - - 0,021 + 0,009 ™
Unai II-MG - - 0,018 + 0,006 ¢

Médias seguidas de mesma letra, na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste Tukey, a 5% de significancia.
'E.P.M.=Erro padrio da média.
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Figura 3-Relagio entre produgdo de CO, (umol h' inseto’) e massa corpérea
individual (mg) para Tribolium castaneum (O) (r2=0,96; F=262,86; p<0,0001;
g1=11), Rhyzopertha dominica (O) (1*=0,82; F=36,95; p<0,0003; g.1.=9) e
Oryzaephilus surinamensis () (r2=0,98; F=368,21; p<0,0001; g.1.=7).
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Figura 4 — Relagdo entre taxa instantdnea de crescimento populacional (r;) e massa
corporea individual (mg) para Tribolium castaneum (O) (r*=0,78; F=32,34;
p<0,0003; g.1.=10), Rhyzopertha dominica (O) (r2=0,80; F=24,53;
p<0,002; g.1.=7) e Oryzaephilus surinamensis (1) (r*=0,73; F=16,54;
p<0,006; g.1.=7)
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5. DISCUSSAO

Os primeiros casos de resisténcia a fosfina em insetos-praga de produtos
armazenados foram registrados a partir da década de 70 (Champ & Dyte 1976;
Collins et al. 2005). No periodo de 1972/1973 a FAO realizou uma prospec¢ao
mundial sobre a suscetibilidade das pragas de grdos armazenados a diferentes
inseticidas, entre eles a fosfina. De 82 paises avaliados, 41% apresentaram
populagdes resistentes, enquanto que das 849 amostras avaliadas, em cerca de 10%
observaram-se insetos resistentes a fosfina (Champ & Dyte 1976). Entretanto, apos
este levantamento ja foram registradas 13 espécies de insetos-praga de produtos
armazenados comprovadamente resistentes a fosfina, em 45 paises (Subramanyan &
Hagstrum 1996; Chaudhry 2000).

No Brasil, a prospeccao mundial realizada pela FAO entre 1972/1973 nao
registrou populagdes resistentes a fosfina. Apds este levantamento mundial, a
escassez de dados a respeito da resisténcia a fosfina no Brasil perdurou até a década
de 90, quando novos trabalhos registraram populagdes de Sitophilus oryzae,

Rhyzopertha dominica, Tribolium castaneum e Cryptolestes spp. resistentes a
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fosfina, provenientes dos estados de Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Goias, Acre e Rondonia (Pacheco ef al. 1990; Sartori ef al. 1990).

Neste estudo detectou-se resisténcia a fosfina em 10 populagdes de T.
castaneum, nove de R. dominica e sete de Oryzaephilus surinamensis provenientes
dos estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo. Nos estados de Mato
Grosso e Minas Gerais ainda ndo existiam relatos de resisténcia a fosfina, ao
contrario dos estados de Goids e de Sao Paulo; além disso, este estudo € o primeiro
relato de populagdes de O. surinamensis resistentes a fosfina no Brasil. Somando-se
aos estudos ja existentes (Pacheco et al. 1990; Sartori et al. 1990), estes resultados
indicam que a resisténcia a fosfina ¢ aparentemente difundida em insetos-praga de
produtos armazenados no Brasil.

Os resultados obtidos de deteccao de resisténcia a fosfina indicam elevados
niveis de resisténcia, com aproximadamente 87% das populagdes avaliadas, das trés
espécies, contendo individuos resistentes. Algumas populacdes de 7. castaneum,
como as de Bom Despacho—-MG e Campos de Julio-MT, de R. dominica, como as de
Palmital-SP e Uberlandia—MG e a populagdo de O. surinamensis de Guaxupé—MGQG,
constituem um grupo a parte das demais populagdes, dados os niveis elevados de
resisténcia a fosfina apresentados. Estas populagdes apresentaram valores de CLys
muito superiores a dose comercial de fosfina recomendada pelos fabricantes, que ¢
de 1,0 23,0 gm™ (=1,0 a 3,0 mg L") (Andrei 2003).

A presenca de altos niveis de resisténcia em populagdes recentemente
coletadas a campo, que € o caso das populacdes avaliadas neste estudo, indica que os
individuos destas populagdes estiveram sob alta pressdo de selecdo, provavelmente
por muitos anos (Benhalima et al. 2004). Além disso, Fragoso et al. (2003) e

Benhalima et al. (2004) sugerem o movimento de insetos por comércio de
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commodities, tanto internacional quanto nacional, outro fator provavel que contribui
a expansao da resisténcia a inseticidas.

O mecanismo fisiologico de resisténcia a fosfina nao ¢ completamente
elucidado. Entretanto, foi comprovado que o principal mecanismo de resisténcia ao
PHj; estd associado com a “exclusdo ativa” deste gas (Price 1981, 1984; Chaudhry &
Price 1990a). Este mecanismo de adaptacdo, desenvolvido pelos insetos-praga de
produtos armazenados, consiste na excre¢ao de compostos toxicos do organismo que
envolve a exclusdo de gas via sistema respiratorio, aliado a redug¢do na
captacao/absor¢ao destes compostos (Price 1984). Os resultados de producao de CO,
obtidos neste estudo indicam redugdo na producdo de CO, com o aumento da razao
de resisténcia para CLsg, nas trés espécies avaliadas. Estes resultados indicam que a
redugdo da taxa respiratoria dos individuos resistentes, em relacdo aos individuos
suscetiveis, esta relacionada ao mecanismo de resisténcia a fosfina destes insetos,
que envolve a reducdo da inalacdo ou absor¢ao do fumigante pelos insetos
resistentes.

Com o objetivo de reforgar a hipotese de que o mecanismo de resisténcia
dos insetos-praga de produtos armazenados estd relacionado a menor
captacao/absor¢ao do gas fumigante, foram desenvolvidos estudo com a utilizacao de
fumigantes radioativos “radiotracers”. Estes estudos indicam que o mecanismo de
resisténcia a fosfina estd provavelmente relacionado a reducdo da captagdo do PHj
(Chaudhry 1997), o que ja foi demonstrado em R. dominica (Price 1981, 1984;
Chaudhry & Price 1990a), T. castaneum (Nakakita & Kuroda 1986), Cryptolestes
ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae) (Price & Dance 1983) e O.
surinamensis (Price & Dance 1983). De acordo com Benhalima et al. (2004), a

exposi¢do de populagdes de R. dominica, S. oryzae e T. castaneum a [*°P]-PHj
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mostrou que a absor¢do de [?P] pelas linhagens resistentes, das trés espécies
avaliadas, foi muito menor em relagdo as linhagens suscetiveis. Sob condi¢des
similares de exposicdo (0,7 g m~ de [**P]-PH; por 5 horas a 25 °C), a linhagem
suscetivel de T. castaneum absorveu 60,08 mg g de inseto, enquanto a linhagem
resistente absorveu apenas 8,32 mg g de inseto.

A andlise da relacdo entre taxa respiratdria e razao de resisténcia para CLsg
apresentada pelas populagdes das trés espécies avaliadas, evidenciou diferenga na
producao de CO,, em decorréncia de alteragdes na suscetibilidade. Assim, constatou-
se que os individuos resistentes apresentam menores taxas respiratorias em relagdo
aos individuos suscetiveis. Este fato sugere que, além do mecanismo de resisténcia
destes individuos estar relacionado a atividade respiratdria, a expressao da resisténcia
nas populacdes avaliadas neste estudo estd inversamente relacionada a taxa
respiratoria. Portanto, a menor taxa respiratoria dos individuos resistentes, neste
caso, parece nao estar associada a custo adaptativo, como proposto em estudos
recentes de Fragoso et al. (2003), Oliveira et al. (2005) e Guedes et al. (2006) com
populagdes de S. zeamais resistentes a piretroides.

A massa corpdrea variou significativamente entre as populagdes resistentes
e sensiveis a fosfina, nas trés espécies avaliadas. A relacdo entre massa corporea e
razao de resisténcia para a DLs, foi significativa, indicando decréscimo da razdo de
resisténcia com o aumento da massa corporea, nas trés espécies avaliadas. Com a
mensuracdo da massa corpdrea dos individuos das diferentes populagdes das trés
espécies avaliadas, buscou-se avaliar a existéncia de relacdo entre os niveis de
resisténcia das populagdes e a massa corporea dos individuos, pois o aumento de
massa corporal incorre em maior quantidade de energia armazenada, resultando na

alocagdo de energia para o desenvolvimento do individuo, reprodugdo e para a
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manutengdo de mecanismos de resisténcia a inseticidas. Portanto, esperava-se que as
populagdes resistentes fossem as que possuissem maiores reservas energéticas e,
conseqiientemente, maior massa corporea. Contudo, o resultado obtido neste estudo
foi contrario ao esperado. A menor massa corporea das populacdes resistentes esta
relacionada a menor taxa respiratoria destas populagdes que esta diretamente ligada a
menor entrada/absor¢do do fumigante (fosfina) acarretando maiores niveis de
resisténcia. O processo de redugdo da taxa respiratéria, indicado como o principal
mecanismo protetor aos inseticidas fumigantes, requer um gasto energético extra aos
individuos resistentes. Assim, adaptagdes a ambientes desfavoraveis (p.e. resisténcia
a inseticidas) demandam grandes mudancas no fendtipo (Coustau et al. 2000), que
acarretam em maior gasto energético pelas linhagens resistentes, com isso estas
linhagens apresentam custo de manutencdo das defesas do organismo, indicando,
provavelmente menores reservas de energia e conseqiientemente menor massa
corporea.

Neste estudo, a massa corporea também foi relacionada a producao de CO,
e a taxa instantanea de crescimento (r;). O aumento da massa corpérea dos individuos
das trés espécies avaliadas acarreta aumento tanto na produgdo de CO, quanto na
taxa instantdnea de crescimento populacional (r;). A maior massa corporea de um
individuo pode indicar maior eficiéncia no armazenamento de reservas energéticas
em relacdo a individuos com menor massa corporea. Guedes et al. (2006) sugerem
que a maior massa corporea de uma populagdo de S. zeamais resistente a piretroides
e organofosforados, proveniente de Jacarezinho—PR, ¢ provavelmente devida a maior
quantidade de energia armazenada por estes individuos, que foi mensurada pela
maior area de trofocitos (corpo gorduroso) observada nos individuos desta

populagdo, em relacdo a populacdo utilizada como padrao de suscetibilidade. A
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maior quantidade de reservas energéticas armazenadas €, provavelmente, mais
eficientemente mobilizada quanto maior a taxa respiratoria destes individuos, para
manuteng¢do individual, reproducao, voo e adaptacdo a ambientes desfavoraveis (p.e.
resisténcia a inseticidas) (Nation 2002; Guedes ef al. 2006). O aumento na produgao
de CO, com o aumento da massa corporal ¢ diretamente proporcional. Além disso, o
aumento na taxa instantdnea de crescimento populacional (r;) com o aumento da
massa corporal indica provavelmente, que a maior quantidade de reservas, devida a
maior massa corpérea, devem ser alocadas principalmente em reproducdo (Nation
2002).

Os resultados de taxa instantdnea de crescimento populacional (1;), das trés
espécies avaliadas, obtidos neste estudo, foram correlacionados com a razdo de
resisténcia para CLsg. Ocorreu reducdo da razao de resisténcia para DLsy com o
aumento da taxa instantanea de crescimento populacional (rj), nas trés espécies
avaliadas. O fato das populagdes resistentes apresentarem menores valores médios de
r; em relacdo as populagdes suscetiveis prové suporte para a hipotese de que a
alocacao de energia para a producao dos mecanismos de defesa contra inseticidas nos
individuos resistentes estaria prejudicando seu desempenho reprodutivo, pois por
apresentam sistema respiratério menos eficiente as linhagens resistentes teriam
menor fecundidade (Subramanyam & Hagstrum 1986; White & Bell 1990; Longstaff
1991) e menor dimensdo corporal (massa corpdrea). O pior desempenho reprodutivo
das linhagens resistentes, avaliadas neste estudo, provavelmente indica a existéncia
de custo adaptativo devido a resisténcia a fosfina. White & Bell (1990) e Longstaff
(1991) observaram que linhagens resistentes de S. oryzae e C. ferrugineus,
respectivamente, apresentaram menor fecundidade e menor taxa intrinseca de

crescimento populacional (r,,) em relacdo as linhagens suscetiveis. Fragoso et al.
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(2005), utilizando estudos de crescimento populacional, também constataram que,
mesmo isoladas e sob condi¢des ideais de desenvolvimento, uma populacdo de
Sitophilus zeamais resistente a piretrdides e ao malation, proveniente de Juiz de
Fora—MG, possuia pior desempenho demografico, quando comparada com a
populagdo susceptivel (Braganga Paulista—SP), utilizada no estudo. De acordo com
Subramanyam & Hagstrum (1986), insetos resistentes podem apresentar redugdo de
fecundidade, decréscimo de sobrevivéncia de estdgios imaturos e adultos, ou
prolongado tempo de desenvolvimento de certos estdgios de vida em relacdo aos
insetos suscetiveis. Segundo Whittehead et al. (1985), para que uma populagdo de
insetos resistentes a inseticidas seja desfavorecida adaptativamente na auséncia de
inseticidas, ¢ necessario que a magnitude do custo associado seja suficientemente
capaz de alterar a performance de desenvolvimento da populagao.

Diversos estudos sobre a evolucao da resisténcia associam este fenomeno a
um custo adaptativo ao individuo (White & Bell 1990; Longstaff 1991; Haubruge &
Arnaud 2001; Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006). Nestes casos, estratégias de
manejo da resisténcia que sao baseadas na interrup¢ao da fumigacao com fosfina por
determinado tempo, visando ao restabelecimento da suscetibilidade e eventual
reintroducdo do fumigante, apresentam boa perspectiva de sucesso. Este tipo de
manejo ¢ vantajoso, em relacdo a outros tipos de manejo de linhagens resistentes,
como o manejo de resisténcia que recomenda rotacdo de principios ativos.
Atualmente, no Brasil, ndo ha disponibilidade de inseticidas fumigantes com
principio ativo diferente da fosfina, j& que o brometo de metila, que seria uma
segunda op¢ao, ¢ permitido somente para tratamentos quarentendrios e fitossanitarios

para fins de importacdo e exportagdo (BRASIL 2002). Com isso, o manejo de
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resisténcia que prega a rotacao de principios ativos ndo seria aplicavel em relagdo a

populagdes resistentes a fosfina, por exemplo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir com este estudo que
o fenomeno da resisténcia a fosfina estd amplamente distribuido entre populacdes
brasileiras de 7. castaneum, R. dominica e O. surinamensis. Portanto, ¢ urgente a
necessidade de inseticidas alternativos que possam reduzir a dependéncia sobre o
unico fumigante disponivel atualmente no mercado nacional, a fosfina. A redugao da
taxa respiratoria nas linhagens resistentes, como observado neste estudo, foi
apontada como o principal mecanismo de resisténcia desenvolvido pelas linhagens
resistentes a fosfina. A elucidagdo do mecanismo de resisténcia ¢ importante para o
desenvolvimento de novas estratégias de manejo e mitigacao da resisténcia a fosfina.

A resisténcia a fosfina impde um custo adaptativo as populagdes resistentes
capaz de influenciar negativamente sua taxa de crescimento populacional quando
comparadas as populagdes suscetiveis. Este fato acarreta algumas implicacdes
praticas para o manejo da resisténcia nestas espécies, uma vez que a aplicagdao de
estratégias de manejo simples que se baseiam na interrupagdo do uso da fosfina,

visando a reintrodugdo deste inseticida no futuro podem surtir bons resultados, pois
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na auséncia do inseticida as linhagens resistentes a fosfina apresentaram-se
desfavorecidas adaptativamente em relacao as suscetiveis.

Estudos posteriores mais detalhados poderdo confirmar e auxiliar o
entendimento dos mecanismos de resisténcia e os custos adaptativos existentes nas
linhagens resistentes a fosfina contribuindo e facilitando o desenvolvimento de
estratégias de controle destas espécies que poderao ser acrescidas e utilizadas em

programas de manejo da resisténcia a inseticidas.
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