JOAO LUCIANO DE ANDRADE MELO JUNIOR

RESISTENCIA DE POPULACOES DE Sitophilus zeamais A INSETICIDAS DE
ACAO POR CONTATO, EM PERNAMBUCO

GARANHUNS, PERNAMBUCO - BRASIL
FEVEREIRO - 2015



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO AGRICOLA

RESISTENCIA DE POPULACOES DE Sitophilus zeamais A INSETICIDAS DE
ACAO POR CONTATO, EM PERNAMBUCO

JOAO LUCIANO DE ANDRADE MELO JUNIOR

ORIENTACAO DO PROFESSOR
DR. CESAR AUGUSTE BADJI

COORIENTACAO DO PROFESSOR
DR. KLEBER REGIS SANTORO

Dissertacédo apresentada a
Universidade  Federal  Rural de
Pernambuco, como parte das exigéncias
do Programa de Po6s-Graduacdo em
Producdo Agricola, para obtencdo do

titulo de Mestre.

GARANHUNS
PERNAMBUCO - BRASIL
FEVEREIRO - 2015



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO AGRICOLA

RESISTENCIA DE POPULACOES DE Sitophilus zeamais A INSETICIDAS DE
ACAO POR CONTATO, EM PERNAMBUCO

JOAO LUCIANO DE ANDRADE MELO JUNIOR

GARANHUNS
PERNAMBUCO - BRASIL
FEVEREIRO - 2015



Ficha catalografica
Setor de Processos Técnicos da Biblioteca Setorial UFRPE/UAG

M528r Melo Junior, Jodo Luciano de Andrade

Resisténcia de populagdes de Sitophilus zeamais
a inseticidas de acdo por contato, em Pernambuco /
Jodo Luciano de Andrade Melo Junior. - Garanhuns,
2015.

52f.

Orientador: César Auguste Badiji

Dissertacdo (Mestrado em Producdo Agricola) -
Universidade Federal Rural de Pernambuco - Unidade
Académica de Garanhuns, 2015.

Inclui bibliografias

CDD: 632.95

1. Sitophilus zeamais
2. Pesticidas

3. Estratégias de manejo
I. Badji, César Auguste
I. Titulo



RESISTENCIA DE POPULACOES DE Sitophilus zeamais A INSETICIDAS DE
ACAO POR CONTATO, EM PERNAMBUCO

JOAO LUCIANO DE ANDRADE MELO JUNIOR

APROVADA EM 06 DE FEVEREIRO DE 2015

\ N 52
(')\;/‘5*43 -?.Q_Q*Qf{r &_)\ T O blauwdio torlina G- /1. Dbiteo.
CARLOS ROMERO FERREIRA DE CLAUDIA HELENA CYSNEIROS
OLIVEIRA MATOS DE OLIVEIRA
(Prof. Dr./UAST/UFRPE) (Prof". Dr" /UAST/UFRPE)
W s S Chogid
KLEBER R%GIS SANTORO CESAR&UGUSTE BADJI

(Prof. Dr./UAG/UFRPE/Coorientador) (Prof. Dr./UAG/UFRPE/Orientador)



Vi

“Esperei com paciéncia no SENHOR, e ele se inclinou para mim, € ouviu o meu

clamor.”

Salmo 40

Deus é Fiel

“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito.

Nao sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes.”

Martin Luther King



Ofereco

A Deus.

E dedico esta dissertacéo

A minha méae, Maria Ferreira da Silva.

Ao meu pai, Jodo Luciano de Andrade Melo.

Ao meu irmao, Luan Danilo Ferreira de Andrade Melo.

A minha namorada, Larice Bruna Ferreira Soares.

vii



A\

vV V V V V

viii
AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar ao meu lado em todas as circunstancias, dando-me forca e fé,
para reerguer-me nos momentos dificeis.

A minha mée, Maria Ferreira da Silva, pela educagéo, dedicac&o, carinho e zelo,
indispensaveis & minha formacéo.

Ao meu pai, Jodo Luciano de Andrade Melo, pelo esforco e apoio incondicional
em minha jornada profissional, além do exemplo de pessoa e homem.

Ao meu irmdo, Luan Danilo Ferreira de Andrade Melo, pelo incentivo e
companheirismo.

A minha namorada, Larice Bruna Ferreira Soares, pela paciéncia e amor,
essenciais durante esse periodo.

Aos meus avos, Arlindo Ferreira da Silva e Ana Brasiliana da Silva.

A minha tia, Maria de Fatima Ferreira da Silva.

A minha sogra, Maria José Ferreira Rodrigues.

Aos meus familiares e amigos.

Ao professor César Auguste Badji, pela orientacdo inestimavel, amizade e
confianca, nesses dois anos de convivéncia.

A professora Cynthia Maria de Lyra Neves, e aos membros do Laboratério de
Entomologia Aplicada, pelos auxilios na condugdo dos experimentos e convivio
agradavel.

Aos professores Kleber Régis Santoro, Carlos Romero Ferreira de Oliveira e
Claudia Helena Cysneiros Matos de Oliveira, pelas contribui¢cdes valiosas.

A Unidade Académica de Garanhuns da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, e ao Programa de Pds-Graduacdo em Producdo Agricola, pela
oportunidade do curso.

Ao programa da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concessdo da bolsa de estudos.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo do

presente trabalho.



BIOGRAFIA

Jodo Luciano de Andrade Melo Junior, filho de Maria Ferreira da Silva e Jodo
Luciano de Andrade Melo, nasceu no dia 26 de junho de 1991, na cidade de Garanhuns,
Estado de Pernambuco. Em 1994, ingressou no Ensino Fundamental na Escola
Educandéario Santa Alice, e finalizou-o no Colégio Diocesano de Garanhuns. Neste
Colégio, em 2005, iniciou o Ensino Médio, concluindo-o em 2007. Em 2008, ingressou
no curso de Agronomia da Unidade Académica de Garanhuns da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, graduando-se em fevereiro de 2013. Ingressou em marco de 2013
no Mestrado em Producdo Agricola da Unidade Académica de Garanhuns da

Universidade Federal Rural de Pernambuco, finalizando-o em fevereiro de 2015.



SUMARIO
RESUMO GERAL ..o e et r et e et er e e e et e e e es e eer e 11
GENERAL SUMMAOARY ..o et ee e et e e e e e e s es e e e e s es e e e eeeses et eeeen e 12
INTRODUGAO GERAL ...ttt 13
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e 16

CAPITULO UNICO

RESISTENCIA DE POPULACOES PERNAMBUCANAS DE Sitophilus zeamais A
PERMETRINA E PIRIMIFOS METILICO

RESUMO ...ttt ettt bttt sttt ne bt 24
SUMMARY e e e e e e naeeanes 25
1. INTRODUGAD.......ooooeeeeeeeeeeeee e tee e s s 26
2. MATERIAL E METODOS.......c.oiieiieeeieeieseeeesesissessesssss s s sssessssse s ssssessessanans 28
2.1. PopulagBes de S. ZEAMAIS .........cceceeiieeiie e 28
2.2. Criagdo e manutencdo das populacdes de S. zeamais em laboratorio ................... 28
2.3. INSELICIAAS € SOIVENTE .....c..o e e 28
2.4. Bioensaios de detecGao de reSIStENCIA ........ccvevveiieieeieiic e 29
2.5, ANALISE ESTALISTICA ....veivievieiieieiee et 30
3. RESULTADOS ...ttt et st e e st e st e e nnae e e nae e e e 33
4. DISCUSSAD ..ottt 38
5. CONCLUSOES ..ottt 44

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oooviieieeeiereieee e 45



11

RESUMO GERAL

A producdo de milho em geral é uma atividade que ocupa lugar de destaque no
agronegocio brasileiro. O gorgulho-do-milho é a principal praga de grdos e géneros
alimenticios armazenados no Brasil. Seu controle € realizado tradicionalmente atraves
de inseticidas. Entretanto, a utilizagdo macica dos pesticidas, tem levado a falhas de
controle em armazéns brasileiros, em razdo da selecdo de populagdes resistentes. No
Nordeste, é escasso 0 numero de pesquisas para esta espécie. Logo, o presente estudo
teve como objetivos investigar a resisténcia a piretroides e organofosforados e discuti-la
em diferentes populacdes pernambucanas de S. zeamais. Estas populacGes foram
coletadas em municipios onde falhas no controle com a aplicacdo de inseticidas séo
relatadas com frequéncia. Conduziram-se bioensaios de concentracdo-resposta, sendo as
informacBes obtidas submetidas a analise de probite. Nos testes de deteccdo da
resisténcia, foram usadas CLgs das populacBes mais susceptiveis, Sete Lagoas e Lajedo,
indicadas como discriminantes para permetrina e pirimifds metilico, respectivamente.
Os resultados demonstraram razdes de resisténcia de até 53,3 vezes. Identificaram-se
variacdes significativas em pelo menos nove populagdes. Verificou-se maior poder letal
do pirimifés metilico em relagcdo ao permetrina, baseado nas CLso. Os dados indicaram
cinco casos de resisténcia. Trés populagdes apresentaram resisténcia unicamente a
piretroides. No caso de duas populacfes, foi detectada resisténcia tanto ao piretroide
como ao organofosforado testado, pressupondo-se ocorréncia de resisténcia maltipla.
N&o houve resisténcia somente a organofosforados. No Agreste pernambucano, as
populacbes sdo ainda particularmente sensiveis ao organofosforado. J4, se referindo ao
permetrina, a introducdo de estratégias de controle em é&reas onde este e outros
piretroides sdo aplicados € aconselhada, alterando intervalos de aplicagdes, fazendo

rotacdo dos produtos e implementando outros métodos de manejo.

Palavras-chave: milho, pesticidas, armazéns brasileiros, estratégias de manejo.
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GENERAL SUMMARY

Maize production in general is an activity that occupies a prominent place in the
Brazilian agribusiness. Weevil in corn is the major pest of grain and foodstuffs stored in
Brazil. His control is traditionally performed by insecticides. However, the massive use
of pesticides, has led to control failures in Brazilian warehouses, due to the selection of
resistant populations. In the Northeast, is scarce the number of searches for this species.
Then, the present study aimed to investigate the resistance to pyrethroids and
organophosphates and discuss it in different Pernambuco populations of S. zeamais.
These populations were collected in municipalities where failures in control with the
application of insecticides are reported frequently. Bioassays were conducted on
concentration-response, and the obtained information submitted to probit analysis. In
resistance tests, were used LCgys the most susceptible populations, Sete Lagoas and
Lajedo, indicated as discriminants for permethrin and pirimiphos methyl, respectively.
The results showed resistance ratios of up to 53,3 times. We identified significant
variations in at least nine people. A higher lethality of pirimiphos methyl compared to
permethrin, based on LCs,. The data indicated five cases of resistance. Three
populations were resistant only to pyrethroids. If two populations, resistance was
detected both pyrethroid as the tested organophosphate, assuming the occurrence of
multidrug resistance. There was no resistance to organophosphates only. In Pernambuco
hinterland, populations are also particularly sensitive to organophosphate. Already,
referring to permethrin, the introduction of management strategies in areas where this
and other pyrethroids are applied is advised, changing ranges of applications, making

product rotation and implementing other management methods.

Keywords: maize, pesticides, Brazilian warehouses, management strategies.



13

INTRODUGCAO GERAL

O milho é o cereal mais consumido do mundo, em especial, por causa de suas
fontes nutricionais, entre as quais estdo as fibras, carboidratos, proteinas e vitaminas
(ANTUNES; DIONELLO, 2010). Na safra mundial de milho 2014/15 prevé-se uma
producdo global recorde de 988,1 milhGes de toneladas (IBGE, 2014).

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 € um coledptero da
familia Curculionidae (LORINI, 2002), e uma das pragas mais relevantes no cenario dos
grdos armazenados (FARONI; SOUZA (2006). Seu ataque é mais intenso em milho
(GUEDES et al., 2009), afetando também sorgo, trigo, arroz, cevada, aveia e produtos
alimenticios industrializados (REES, 1996; ADDA et al., 2002).

Kuschel (1961) descobriu caracteristicas na genitadlia do gorgulho, mais
especificamente na morfologia do edeago, que possibilitou a discriminacdo e
identificacdo segura da espécie em discussao. Segundo Lorini (2002), o ciclo de ovo até
a emergéncia de adultos dura cerca de 34 dias. Seu periodo de incubag&o oscila entre 3 e
6 dias, e 0 periodo de oviposicdo € de 104 dias, tendo o milho como hospedeiro
(LOECK, 2002). A fémea tem longevidade de 140 dias, podendo ovipositar até 282
ovos (3 ovos por dia) (GUEDES, 1991). Os ovos apresentam aspecto leitoso e tamanho
de 0,76 x 0,27 mm (REES, 1996).

As larvas sdo de coloragdo amarelo-claro, tipo curculioniforme, e as pupas de
cor branca. Os adultos tém de 2,0 a 3,5 mm de comprimento e coloracdo castanho-
escuro, com manchas claras nos élitros, visiveis logo apds a emergéncia. Tém a cabeca
projetada a frente, na forma de rostro curvado. Nos machos, o rostro € mais curto e
grosso, e nas fémeas, longo e afilado (ROSSETO, 1969; LORINI; SCHNEIDER, 1994).
O numero de geracbes de S. zeamais € de sete, com tempo médio de vida de cinco
meses, como relataram Teetes et al. (1983).

Suas formas jovens se desenvolvem no interior dos grdos, utilizando-o como
alimento e abrigo, e esse processo, aliado a acdo dos individuos adultos que também se
alimentam dos gréos, leva a perdas que podem alcangar 20 % do total do peso do gréo
armazenado (SANTOS et al., 2009). A acdo desse inseto-praga é favorecida em
condigbes de 28 °C e 60 % de umidade relativa (LORINI, 2008). E considerada a
principal praga do milho estocado no Brasil (LORINI, 2002), sendo uma praga primaria
interna de importancia por atacar o gréo inteiro (CERUTI; LAZZARI, 2003; DANHO;

HAUBRUGE, 2003). Como ataca os produtos agricolas tanto no campo quanto nas
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unidades armazenadoras, normalmente, possui capacidade de infestacdo cruzada
(HAGSTRUM et al., 1996; SANTOS; MONTOVANI, 1997; BROWN; LEE, 2002;
CANEPPELE et al., 2003; CERUTI et al., 2008).

O uso intenso de inseticidas na agricultura, com o objetivo de proteger os
cultivos do ataque de artropodes, impde forte selecdo a esses compostos, resultando no
rdpido desenvolvimento do fendmeno de resisténcia (WHALON et al., 2008) e
acarretando falhas de controle dos organismos-alvo (MULLIN; SCOTT, 1992). Em
pragas de produtos armazenados, a resisténcia a inseticidas € um caso particular, pois
além dos prejuizos diretos, ainda pode ser disseminada pelo comércio de produtos
infestados por individuos resistentes (CHAMP; DYTE, 1976; SUBRAMANYAM,;
HAGSTRUM, 1996).

Diante disso, esfor¢os tém sido constantemente empregados na elaboracdo de
métodos alternativos ao controle quimico, dentro de taticas de manejo integrado
(GUEDES et al., 1996; FARONI et al., 2001; COLLINS; COOK, 2006; VELTEN et al.,
2008). A utilizagdo de inseticidas, porém, continua sendo o método mais adotado, em
consequéncia de sua maior eficiéncia e menor custo (GUEDES, 1991; WHITE;
LEESCH, 1996; RIBEIRO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2007; SOUSA et al., 2008; SILVA et al., 2013).

A resisténcia € uma caracteristica relativa, afetada por fatores genéticos como
alteracdes no gendtipo do individuo e suas interacdes (LI et al., 2007). Fatores
operacionais relativos ao emprego do produto quimico influenciam também a
ocorréncia de resisténcia (ROUSH; MCcKENZIE, 1987). Trata-se, portanto, da
capacidade de uma populacdo sobrepujar o efeito de agentes toxicos que seriam letais
para a maioria dos individuos normais numa populacdo da mesma espécie (WHO, 1960;
GEORGHIOU; TAYLOR, 1977).

Os insetos podem apresentar diversos mecanismos de resisténcia a inseticidas:
biogquimicos, fisiolégicos e comportamentais (GEORGHIOU, 1972; BRATTSTEN et
al., 1986; BERTICAT et al., 2008). A detoxificacdo ¢ um dos mais importantes e de
ocorréncia comum (SAWICKI, 1979; HOSTETLER et al., 1994, HEMINGWAY,
2000), estando relacionada ao aumento na excrecdo dos compostos, originado
principalmente por trés grupos enzimaticos: glutationa-S-transferases (GSTs), esterases
(ESTs) e monooxigenases dependentes de citocromo P450 (CYPs) (PERRY et al.,
2011). Nesses tipos de estudos, podem ser usados sinergistas, obtendo-se indicios de

qual mecanismo de resisténcia esta atuando no individuo, pois de acordo com Guedes et
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al. (1998) e Scott (1999), essas substancias inativam grupos enzimaticos
detoxificadores, ligando-se a sua estrutura. Taylor; Feyereisen (1996); Fragoso et al.
(2007); Guedes et al. (2009) citaram as modificacBes nos sitios alvos como o principal
mecanismo de resisténcia, baseado em estudos demograficos e fisiologicos. A
resisténcia kdr (knock-down resistance) a piretréides (LIU et al., 2000; SODERLUND;
KNIPPLE, 2003; WONDJI et al., 2008) e a afinidade reduzida da acetilcolinesterase
(AChE) a fosforados (GUEDES et al., 1995; HEMINGWAY; RANSON, 2000),
conferem niveis de resisténcia em insetos (RIBEIRO et al., 2007; ARAUJO et al., 2008;
CORREA et al., 2008). Oppenoorth; Welling (1976); Brattsten et al. (1986); Soderlund:;
Bloomquist (1990) e McKenzie (1996) ndo descartam a possibilidade de outros
mecanismos, como reducdo na penetracdo cuticular, sequestro do produto em algum
tecido especifico do inseto e aumento na excrecao dos compostos toxicos. O inseto pode
alterar seu comportamento para evitar areas tratadas (LOCKWOOD et al., 1984;
LORINI; GALLEY, 1998), devido mudancas nos 6rgdos sensoriais e experiéncia prévia
de exposicdo (MBOGO et al., 1996; HOY et al., 1998; FFRENCH-CONSTANT, 1999;
MATHENGE et al., 2001).

A ocorréncia de resisténcia a determinado grupo de inseticidas em pragas de
grdos armazenados tem assumido destacada importancia nos Gltimos anos, reportada em
vérios paises do mundo, como Meéxico, Estados Unidos, Canada, india, Ruanda,
Australia, Indonésia e Filipinas (SUBRAMANYAM; HAGSTRUM, 1996;
MENDONZA, 1999). Entretanto, hd poucos estudos de resisténcia para populacfes
brasileiras de S. zeamais, destacando-se trabalhos como os de Guedes et al. (1994,
1995); Ribeiro et al. (2003); Fragoso et al. (2005). No Nordeste, trabalhos de resisténcia
dessa espécie ainda sdo escassos. Dessa forma, o objetivo foi realizar um levantamento
em populagbes pernambucanas, da resisténcia desse inseto-praga a inseticidas
piretréides e organofosforados, que tém registro para uso em milho armazenado no
Brasil, uma vez que constituem grupos importantes. Foi também realizada uma
discussdo preliminar sobre os provéaveis mecanismos de resisténcia envolvidos. A vista
disso, esta pesquisa pode gerar conhecimentos que servirdo de subsidio para a
elaboracdo de estratégias de controle, como téticas e intervalos de aplicag¢fes, suspensao

ou rodizio de produtos e implementacéo de outros métodos de manejo.
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RESUMO

O gorgulho-do-milho é uma das pragas de maior importancia para o milho armazenado
no Brasil. Seu controle é feito tradicionalmente por inseticidas, entretanto, a utilizacdo
intensa destes compostos tem ocasionado falhas de controle associadas ao
desenvolvimento de populages resistentes. Em vista disto, o objetivo foi determinar o
nivel de resisténcia a permetrina e pirimifés metilico em populacGes de S. zeamais
coletadas na regido Agreste de Pernambuco. A metodologia consistiu em frascos
impregnados por toda sua area interna com o residuo seco dos inseticidas. O preparo das
concentrag0es variou conforme os bioensaios conduzidos, contabilizando-se a
mortalidade de insetos ap6s 24 horas de exposi¢do. Os dados apontaram adequacdo ao
modelo prébite. Segundo os resultados obtidos, seis populacdes apresentam razdo de
resisténcia significativa para permetrina, e oito demonstram razdes significativas para
pirimifés metilico. Com relacdo a CLgs, a ordem da susceptibilidade entre popula¢Ges
divergiu daquela embasada na CLso. Em sua maioria, os coeficientes angulares foram
maiores para pirimifés metilico, indicando que uma pequena variacdo na concentracao,
aumenta significativamente a mortalidade. Nos testes discriminatorios, usando as CLgs
das populagbes mais susceptiveis, verificaram-se pelo teste de Dunnett no nivel de 5 %
de probabilidade, trés casos com mortalidades significativamente diferentes da
populacdo padrdo de susceptibilidade no caso do piretroide e dois casos com
mortalidades significativamente diferentes da populacdo de Lajedo (mais susceptivel)
no caso do fosforado. Neste ultimo caso, sugere-se uma provavel resisténcia maltipla a
piretroides e organofosforados. Os valores encontrados indicam ainda uma maior
eficacia dos organofosforados que ainda se mostram eficazes para a maioria das
populacdes testadas. Todavia, € imprescindivel monitorar o surgimento da resisténcia a
estes inseticidas. Reportando-se a piretroides, em geral, populacdes ja estdo em um

nivel critico de resisténcia.

Palavras-chave: gorgulho-do-milho, inseticidas, falhas de controle, Pernambuco.
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SUMMARY

Weevil in corn is one of the most important pests of maize stored in Brazil. His control
is traditionally done by pesticides, however, intense use of these compounds has led to
failures associated control the development of resistant populations. In view of this, the
objective was to determine the level of resistance to permethrin and pirimiphos methyl
in populations of S. zeamais collected in the Wild Agreste region of Pernambuco. The
methodology consisted of impregnated bottles throughout its internal area with dry
residue of pesticides. The preparation of the concentrations varied as those conducted
bioassays, counting the mortality of insects after 24 hours of exposure. The data showed
adaptation to the probit model. According to the results, six populations have significant
resistance ratio for permethrin, eight show significant reasons for pirimiphos methyl.
Regarding the LCgs, the order of susceptibility between diverged populations that
grounded in LCso. Mostly, the slope coefficients were higher for pirimiphos methyl,
indicating that a small change in concentration significantly increases mortality. The
discriminatory tests, LCgs using the most susceptible populations, verified by the
Dunnett test at 5% probability, three cases with significantly different mortality pattern
of susceptibility population in the case of pyrethroid and two cases with significantly
different Lajedo mortality of the population (most susceptible) in the case of
phosphorus. In the latter case, suggest a likely multiple resistance to pyrethroids and
organophosphates. The values found also indicate greater effectiveness of
organophosphates still is effective for most of the tested populations. However, it is
essential to monitor the emergence of resistance to these insecticides. Referring to

pyrethroids, in general, populations are already at a critical level of resistance.

Keywords: gorgulho-do-milho, pesticides, control failures, Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), € uma das pragas mais importantes no cenario dos grdos armazenados
(LORINI, 2002; FARONI; SOUZA, 2006), e esta entre as pragas mais destrutivas e
mundialmente bem distribuidas (DANHO et al., 2002). Segundo Guedes (1991), é a
principal praga do milho no Brasil, além de ser considerada importante em cereais
armazenados de modo geral (ADDA et al., 2002). A acdo desse inseto-praga leva a
perdas de até 20 % do total do peso dos grdos armazenados (SANTOS et al., 2009;
ANTUNES; DIONELLO, 2010). Nas regiGes tropicais, o problema é notadamente mais
acentuado, em razdo das condi¢bes se mostrarem propicias ao desenvolvimento e
manutencdo dessa praga durante todo o ano (LORINI, 2008).

Infestacbes por S. zeamais geralmente se iniciam no campo, antes do
armazenamento (BROWN; LEE, 2002), o que aliada a sua autonomia de v6o e poder
destrutivo (HAGSTRUM et al., 1996), provocam perdas na fase de pds-colheita de
grdos (SANTOS; MONTOVANI, 1997; CERUTI et al., 2008). Essa espécie €
classificada como praga primaria interna por atacar o grdo intacto, e sua acdo é mais
intensa em milho, causando danos quantitativos e qualitativos na producdo (REES,
1996; CERUTI; LAZZARI, 2003; DANHO; HAUBRUGE, 2003). Os danos decorrem
da reducdo do teor de massa seca do grdo (CANEPPELE et al., 2003), da qualidade
fisica e fisiologica da semente (LORINI, 2008), do valor nutricional e comercial do
produto final (LORINI, 2002).

Conforme Oliveira et al. (2005) e Ribeiro et al. (2007), o controle quimico tem
sido tradicionalmente o método mais empregado contra a acdo de insetos-praga de
produtos armazenados, devido a sua rapidez de acdo, baixo custo e facil aplicacdo
(WHITE; LEESCH, 1996; GUEDES et al., 2006; BERTICAT et al., 2008). No entanto,
seu uso indiscriminado tem favorecido a selecdo de populacgdes resistentes a diversos
compostos quimicos (WHALON et al., 2008) em varios paises (SUBRAMANYAM;
HAGSTRUM, 1996), inclusive o Brasil, como é o caso de inseticidas piretroides e
organofosforados (SILVA et al., 2013). Isso tem obrigado os produtores a utilizarem
concentrag0es cada vez mais elevadas desses produtos. Além disso, dentre as
consequéncias da resisténcia, pode-se citar o maior numero de aplicacbes e/ou
substituicdo por outro produto, normalmente, de maior toxicidade e preco
(GEORGHIOU, 1983; DENHOLM et al., 2002; SOUSA et al., 2008).
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Portanto, diante da constatacdo de casos de resisténcia em S. zeamais (GUEDES
et al., 1994, 1995; SANTOS et al., 2009), e da inexisténcia de trabalhos cientificos que
contemplam levantamentos de resisténcia para este inseto-praga em Pernambuco, o
presente estudo teve como objetivo determinar o nivel de resisténcia destas populacdes

aos inseticidas permetrina e pirimifos metilico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. PopulagGes de S. zeamais

Foram utilizadas 10 populacbes distintas de S. zeamais: uma procedente da
Embrapa — Centro Nacional de Pesquisa do Milho e Sorgo (CNPMS), em Sete Lagoas-
MG, onde era mantida em laboratério sem exposicdo a inseticidas, foi usada como
populacdo padrdo de susceptibilidade a piretrides. A populacdo originaria de
Jacarezinho-PR, derivada de populacGes coletadas em armazéns deste municipio e que
em estudos anteriores apresentou resisténcia a piretroides (GUEDES et al., 1994, 1995;
RIBEIRO et al., 2003; FRAGOSO et al., 2007; CORREA et al., 2008), foi utilizada
como padrédo de resisténcia. A populacdo de S. zeamais proveniente de Garanhuns-PE
foi coletada na fabrica de RacGes da Notaro Alimentos Ltda (Natto), durante o processo
de limpeza dos silos. Na Natto, a aplicacdo dos inseticidas é feita a cada quatro meses e
em sistema de rodizio (Tabela 1).

As demais foram coletadas durante os ultimos dois anos, com intervalos de dois
a trés meses, em municipios produtores de grdos na regido Agreste de Pernambuco,
onde falhas no controle com a aplicacdo de inseticidas sdo relatadas com frequéncia
(Tabela 1).

2.2. Criacdo e manutencao das populag6es de S. zeamais em laboratoério

Cada populacéo foi criada sobre grdos de milho limpos e secos, em recipientes
de vidro (1,2 L), com a tampa perfurada e coberta com tecido organza, a temperatura
ambiente, e estabelecida a partir de pelo menos 500 individuos. Os grdos foram
previamente congelados por um periodo de sete dias a temperatura de -20 °C para
eliminar qualquer infestacdo. Estas populacdes foram mantidas individualmente, por
algumas geracOes, sem contato adicional com inseticidas, no Laboratério de
Entomologia Aplicada da Central de Laboratérios de Garanhuns (CENLAG) da
Unidade Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE), até o inicio dos experimentos. As

amostras foram renovadas periodicamente para a manutencao das populagoes.

2.3. Inseticidas e solvente
Os inseticidas, em grau tecnico, utilizados para os bioensaios sdo pertencentes ao
grupo dos piretroides: permetrina (Permethrin, 99,5 %); e ao grupo dos

organofosforados: pirimifés metilico (Pirimiphos-methyl, 99,3 %); adquiridos da
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Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Estes inseticidas foram usados de forma isolada. Foi
utilizada acetona P.A. (99,5 %), como solvente na elaboracdo de concentragdes destas
substancias, adquirida da Quimica Moderna Industria e Comércio Ltda.

2.4. Bioensaios de deteccdo de resisténcia

Bioensaios in vivo foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em céamara climética tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.), sob condic¢des
controladas de temperatura (25 * 2 °C), umidade relativa (70 + 5 % UR) e escotofase de
12 horas, seguindo a metodologia adaptada por Guedes et al. (1996). Todos os testes
foram efetuados utilizando-se unidades experimentais constituidas de frascos cilindricos
de vidro transparente de (5 mL de volume, com érea interna equivalente a 18,8 cm?).
Foram realizados testes de ajuste da metodologia a ser utilizada, com o propdsito de
determinar os padrdes ideais dos seguintes fatores: tempo de exposicdo dos insetos aos
produtos quimicos, volume de produto quimico a ser utilizado e o nimero de insetos por
frasco. Os valores adotados como ideais foram: tempo de exposi¢éo de 24 horas, 0,1 mL
de produto aplicado e 10 individuos por frasco.

Apds os testes de ajuste metodoldgico foram conduzidos os testes preliminares
de concentracéo-resposta, onde se utilizou seis concentragdes [1 mg.mL™?, 10 mg.mL™,
102 mg.mL™?, 10® mg.mL™, 10* mg.mL™ e 10° mg.mL™"] do principio ativo dos
inseticidas permetrina e pirimifés metilico (diluicdes sequenciais), separadamente. Foi
pipetado em cada frasco previamente identificado, 0,1 mL de uma das concentracdes.
Depois desta etapa, os frascos foram submetidos a rotacdo manual para promover a
volatilizacdo da acetona e a impregnacdo uniforme do inseticida por toda a area interna
dos frascos. Em seguida, foram colocados 10 individuos adultos de S. zeamais, nédo-
sexados, por frasco, sendo avaliado o nimero de individuos mortos por concentracédo
apos 24 horas de exposicao ao inseticida. Com o objetivo de padronizar a avaliacdo, foi
considerado inseto morto aquele com evidéncias de paralisia ou tombamento, e incapaz
de andar quando tocado pelas cerdas de um pincel de ponta redonda tipo filete,
decorridos 60 segundos. Feita a avaliacdo, foi observada a menor concentragdo onde
ocorreu um maior nimero de mortes e a maior concentracdo onde ndo ocorreram
mortes, extremos superior e inferior, respectivamente. Em seguida, foram tracadas
novas concentragOes intermediérias a estes dois extremos. Estes testes foram formados
por seis tratamentos (concentragdes dos inseticidas) e o controle (apenas o solvente),

com cinco repeti¢des cada, totalizando 350 individuos expostos por populagéo.
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Posteriormente, foram feitos os testes definitivos de concentracdo-resposta,
utilizando-se nesta etapa, cinco repeticdes para cada concentracdo intermediaria
escolhida, além das consideradas extremas. Estes testes foram formados por seis ou sete
tratamentos (variando este numero com base nos extremos de resposta de cada
populacéo) e o controle (apenas o solvente), totalizando 350 ou 400 individuos expostos
por populagdo. Atraveés da avaliagdo dos resultados, foi estimada a curva de
concentracdo-resposta de cada populacdo exposta aos respectivos inseticidas. No total,
foram elaboradas nove concentracdes para permetrina [1 mg.mL™?, 5x10* mg.mL?, 10*
mg.mL?, 0,5x10% mg.mL™?, 102 mg.mL?, 0,5x10% mg.mL?, 10° mg.mL™, 0,5x10°
mg.mL™* e 10* mg.mL™], e oito concentracdes para pirimifés metilico, [10™ mg.mL™,
0,5x10" mg.mL?, 102 mg.mL™, 0,5x102 mg.mL™, 0,2x10% mg.mL™?, 10° mg.mL™,
0,5x10° mg.mL™ e 10* mg.mL™].

A concentracdo letal (CL) com probabilidade de causar morte de 95 % dos
individuos expostos (CLgs) foi obtida da populacdo padrdo de susceptibilidade a
piretréides e da populacdo mais susceptivel ao organofosforado pirimifés metilico.
Estas concentracdes foram usadas nas demais popula¢ées como uma CL de referéncia,
com a finalidade de discriminar qual das populacdes avaliadas é resistente e a que
inseticida. Os testes discriminatorios foram formados por cinco repeti¢oes, submetidas a
ClLgs para a populacdo susceptivel e ao controle (apenas o solvente), totalizando 60
individuos expostos por populacdo. Neste caso, cada tratamento representou uma

populacdo em teste.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados de mortalidade obtidos por meio dos testes definitivos foram
corrigidos, segundo Abbott (1925), e submetidos a analise de prdbite, conforme Finney
(1971), através do procedimento PROC PROBIT do pacote estatistico SAS 9.0 (2002),
gerando, assim, as curvas de concentracdo-resposta. As razdes de resisténcia (RR)
foram calculadas dividindo-se as CL da populacdo em estudo pelas respectivas CL da
populacdo mais susceptivel, sendo estas razBes consideradas significativas, quando 0s
intervalos de confianga a 95 % de probabilidade n&o incluirem o valor 1,0, como
proposto por Robertson; Preisler (1992).

Os resultados dos testes discriminatorios, em porcentagem, apos transformacéo
para arco seno, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as médias

comparadas pelo teste de Dunnett a 5 % de probabilidade, com a finalidade de observar
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ocorréncia de diferenca minima significativa entre a mortalidade da populagéo controle

e a mortalidade ocasionada nas populacdes testadas.
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Tabela 1. Procedéncia das populacfes de S. zeamais utilizadas para avaliacdo da resisténcia aos inseticidas permetrina e pirimifos metilico.

Populacdes de S. Cidade Cadigo Estado Local de coleta Produto Data da coleta
zeamais
Susceptivel Sete Lagoas SL MG Laboratorio
Resistente Jacarezinho JC PR Laboratorio
1 Jupi JU PE Armazém graneleiro Milho seco Abril/2013
2 Brejdo BR PE Paiol Milho imido Abril/2013
3 Caruaru CA PE Silo metélico Milho seco Junho/2013
4 Séo Jodo SJ PE Paiol Milho seco Agosto/2013
5 Lagoa do Ouro LO PE Silo metalico Milho seco Agosto/2013
6 Bom Conselho BC PE Silo metélico Milho seco Novembro/2013
7 Lajedo LA PE Silo metalico Milho seco Novembro/2013
8 Garanhuns Natto GA PE Silo metalico Milho seco Janeiro/2014

SL = Populagao padréo de susceptibilidade a piretroides e mantida em laboratdrio desde 1985; JC = Populagéo padrdo de resisténcia a piretroides
desde 1987 (GUEDES et al., 1994, 1995; RIBEIRO et al., 2003; FRAGOSO et al., 2007; CORREA et al., 2008); As populagbes foram
enumeradas pela ordem das coletas.
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3. RESULTADOS

O modelo prébite se adequou a interpretacdo dos dados de mortalidade obtidos
através dos testes definitivos (3 significativo, p < 0,05), para a estimativa das curvas de
concentracdo-resposta (Tabelas 2 e 3). A populacéo de Sete Lagoas apresentou a menor
CLsp para permetrina (Tabela 2), enquanto que a populagdo de Lajedo foi a que
apresentou a menor ClLsy para o inseticida pirimifés metilico (Tabela 3). Estas
populacdes foram utilizadas como referéncias de susceptibilidade aos respectivos
inseticidas.

A concentracdo estimada de permetrina que ocasionou 50 % de mortalidade
(CLsp) de cada populacdo de S. zeamais variou de 0,0076 (Sete Lagoas-MG) a 0,0514
(Jacarezinho-PR) mg.mL™. Desta forma, as razdes de resisténcia (RR) com base na
CLsp, variaram de 1,10 (Jupi-PE) a 6,76 (Jacarezinho-PR) vezes em relacdo a populacéo
padrdo de susceptibilidade. Por ndo incluir o valor 1,0 nos intervalos de confianca das
razbes (ROBERTSON; PREISLER, 1992), seis populacfes apresentaram razdo de
resisténcia significativa para permetrina. Os valores de CLgs variaram de 0,0374
(Caruaru-PE) a 0,5651 (Jacarezinho-PR) mg.mL™. Os coeficientes angulares das curvas
variaram de 1,33 (Garanhuns Natto-PE) a 3,39 (Sdo Jodo-PE) para o inseticida
permetrina, assim, a ordem de susceptibilidade das populagdes baseada na CLs diferiu
daquela baseada na CLgs (Tabela 2).

As estimativas de CLsy das populacbes para pirimifés metilico variaram de
0,0006 (Lajedo-PE) a 0,0320 (Jacarezinho-PR) mg.mL™. Como aos intervalos de
confianga das razdes ndo foi incluido o valor 1,0 pelo critério de Robertson; Preisler
(1992), oito populacbes de S. zeamais apresentaram razdo de resisténcia significativa
para pirimifés metilico. Estas razdes baseadas na CLsp, variaram de 1,17 (Jupi-PE) a
53,3 (Jacarezinho-PR) vezes quando comparadas com a populacdo mais susceptivel. A
razdo de resisténcia de 26,7 vezes, observada para a populacdo de Brejdo, foi
significativamente maior quando comparada as demais populacfes de Pernambuco. As
CLgs variaram de 0,0010 (Lajedo-PE) a 0,2610 (Jacarezinho-PR) mg.mL™. Os
coeficientes angulares das curvas para o inseticida pirimifés metilico variaram de 1,80
(Jacarezinho-PR) a 8,52 (Bom Conselho-PE), fazendo com que, a semelhanca do
ocorrido para permetrina, a ordem de susceptibilidade das populac6es baseada na CLsy

tambeém seja diferente em relacdo a CLgs (Tabela 3).



Tabela 2. Susceptibilidade das populactes de S. zeamais a permetrina.
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PopulacGes de S. N Coeficiente CLso (IC 95 %) CLgs (IC 95 %) RR (IC 95 %) o P
zeamais angular = EP mg.mL™*, mg.mL™*

Sete Lagoas-MG 400 1,93+0,23 0,0076 (0,0055-0,0104) 0,0539 (0,0338 —0,1086) 71,57 0,0001
Jupi-PE 400 2,42 + 0,42 0,0083 (0,0057 - 0,0124)  0,0399 (0,0235 - 0,1079) 1,10 (0,70-1,75) 33,32 0,0001
Caruaru-PE 400 2,82 +0,49 0,0097 (0,0072 - 0,0136) 0,0374 (0,0237 — 0,0895) 1,28 (0,86 —1,94) 33,05 0,0001
Lagoado Ouro-PE 400  2,47+0,87  0,0117 (0,0045 - 0,0432)  0,0545 (0,0213 —5,2663) 1,54 (0,81 —2,98) 8,01  0,0047
Lajedo-PE 400  1,95+0,29  0,0132 (0,0088 —0,0201)  0,0916 (0,0510 — 0,2458) 1,74 (1,05-2,90)° 4590 0,0001
Séo Jodo-PE 400 3,39 £0,40 0,0143 (0,0119-0,0177) 0,0439 (0,0325-0,0690) 1,88 (1,37 — 2,64)* 71,32 0,0001
Brejdo-PE 400 1,74 + 0,16 0,0279 (0,0215 - 0,0361) 0,2460 (0,1659 - 0,4175) 3,67 (2,39 — 5,71)* 123,18 0,0001
Garanhuns Natto-PE 400 1,33+£0,11 0,0293 (0,0216 — 0,0394)  0,5032 (0,3102 —0,9620) 3,85 (2,25—6,69)" 130,84 0,0001
Bom Conselno-PE 400  1,98+0,23  0,0353 (0,0256 — 0,0485)  0,2387 (0,1520 — 0,4655) 4,64 (3,05—7,19)° 74,27 0,0001
Jacarezinho-PR 400 1,58 +0,17 0,0514 (0,0358 - 0,0735) 0,5651 (0,3297 —1,2450) 6,76 (4,19 — 11,1)* 81,86 0,0001

N = Numero total de insetos; EP = Erro padrdo da estimativa; CLso (IC 95 %) = Concentracdo letal capaz de causar morte de 50 % dos
individuos expostos e intervalo de confianca a 95 % de probabilidade; CLgs (IC 95 %) = Concentracdo letal capaz de causar morte de 95 % dos
individuos expostos e intervalo de confianca a 95 % de probabilidade; RR (IC 95 %) = Razdo de resisténcia calculada dividindo-se a CLsg da
populacéo em estudo pela CLso da populacdo padrdo de susceptibilidade e intervalos de confianca a 95 % de probabilidade; “Populacdo de S.
zeamais que apresentou razdo de resisténcia significativa pelo método de Robertson; Preisler (1992); x* = Qui-quadrado; p = Significancia do

teste.
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Populacdes de S. N Coeficiente CLsp (IC 95 %) CLgs (IC 95 %) RR (1C 95 %) v P
zeamais angular + EP mg.mL™* mg.mL™*

Lajedo-PE 350 8,47 +1,17 0,0006 (0,0005 - 0,0007) 0,0010 (0,0009 —0,0012) 52,36 0,0001
Jupi-PE 350 3,52+ 0,48 0,0007 (0,0006 — 0,0008) 0,0021 (0,0017 —0,0032) 1,17 (0,94 -1,33) 52,38 0,0001
Garanhuns Natto-PE 350  6,79+0,94  0,0008 (0,0007 — 0,0009) 0,0014 (0,0012 —0,0017) 1,33 (1,11-1.27)" 51,94 0,0001
Bom Conselho-PE 350 8,52+1,21 0,0008 (0,0007 - 0,0009) 0,0012 (0,0011 -0,0015) 1,33 (1,16 — 1,26)* 49,59 0,0001
Séo Jodo-PE 350 6,22 + 0,98 0,0010 (0,0009 - 0,0012) 0,0019 (0,0016 —0,0027) 1,67 (1,48 — 1,68)* 40,48 0,0001
Sete Lagoas-MG 350  6,11+0,98  0,0011(0,0010 - 0,0013) 0,0021 (0,0017 —0,0030) 1,83 (1,60 1,83)" 38,84 0,0001
Caruaru-PE 350 573+181  0,0014 (0,0010—0,0021) 0,0027 (0,0019 - 0,0105) 2,33 (1,87 —2,45) 10,01 0,0016
Lagoa do Ouro-PE 350 3,42 +£ 0,36 0,0016 (0,0014 - 0,0018) 0,0048 (0,0038 —0,0066) 2,67 (2,14 — 2,72)* 92,33 0,0001
Brejdo-PE 350 2,96 + 0,51 0,0160 (0,0112 - 0,0243) 0,0574 (0,0349 - 0,1447) 26,7 (20,4 — 29,9)* 33,82 0,0001
Jacarezinho-PR 350 1,80+£0,22 0,0320 (0,0232 - 0,0463) 0,2610 (0,1465 —0,6546) 53,3 (37,3 — 63,9)* 64,80 0,0001

N = Ndmero total de insetos; EP = Erro padrdo da estimativa; CLsp (IC 95 %) = Concentracdo letal capaz de causar morte de 50 % dos
individuos expostos e intervalo de confianca a 95 % de probabilidade; CLgs (IC 95 %) = Concentracdo letal capaz de causar morte de 95 % dos
individuos expostos e intervalo de confianca a 95 % de probabilidade; RR (IC 95 %) = Razdo de resisténcia calculada dividindo-se a CLso da
populacéo em estudo pela CLs da populacdo mais susceptivel e intervalos de confianca a 95 % de probabilidade; “Populacdo de S. zeamais que
apresentou razao de resisténcia significativa pelo método de Robertson; Preisler (1992): ¥* = Qui-quadrado; p = Significancia do teste.



36

Como ja era esperado, o pirimifos metilico apresentou maior poder letal (CLso
para permetrina foram de 1 a 44 vezes maiores) (Tabelas 2 e 3). Com base nos
intervalos de confianga das RR, Jacarezinho e Brejdo apresentaram raz0es de 63,9 e
29,9 vezes (limite superior), respectivamente, para pirimifés metilico (Tabela 3). Os
coeficientes angulares foram maiores para este inseticida, comparados aos do
permetrina (Tabelas 2 e 3).

Foram conduzidos bioensaios de deteccdo de resisténcia e discutidas as
provaveis causas desta resisténcia. De acordo com os resultados dos testes definitivos,
foram estimadas as CLgs da populacdo padrdo de resisténcia a piretroides e da
populacdo mais susceptivel ao organofosforado pirimifés metilico, utilizadas para
discriminar as populacGes de S. zeamais como resistentes ou susceptiveis. Estas
concentracdes foram de 0,0539 e 0,0010 mg.mL™, respectivamente (Tabelas 2 e 3). Os
valores de mortalidade da populacdo controle (Sete Lagoas ou Lajedo) foram
comparados com os valores das demais populacdes, através da aplicacdo do teste de
Dunnett (p < 0,05). Mortalidade estatisticamente diferente indicou possivel resisténcia
ao inseticida utilizado. Por sua vez, a susceptibilidade foi atribuida as popula¢des cujas
diferencas ndo foram significativas (Tabela 4).

Nos testes discriminatérios foram encontrados cinco casos de resisténcia para
permetrina e dois casos para pirimifés metilico. As populacdes de Lajedo, Garanhuns
Natto e Bom Conselho foram consideradas resistentes ao piretroide testado, mas ao
organofosforado se mostraram susceptiveis. No caso das populacdes de Brejdo e
Jacarezinho, houve resisténcia aos dois produtos. Nas demais populages, a resisténcia
n&o foi identificada. A taxa de mortalidade para permetrina variou de 12 a 100 %, entre
Jacarezinho e Sete Lagoas, respectivamente. Sete Lagoas, Jupi, Caruaru, Lagoa do Ouro
e Sdo Jodo apresentaram mortalidade acima de 80 % para este inseticida. Com relagédo
ao pirimifés metilico, a mortalidade média variou de 10 a 100 %, entre Jacarezinho e
Lajedo, respectivamente, e a excecdo de Brejdo e Jacarezinho, as populacdes
apresentaram mortalidade superior a 88 %. Logo, a resisténcia foi baixa, quando as

populagdes foram tratadas com este organofosforado (Tabela 4).
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Tabela 4. Mortalidade das populagbes de S. zeamais pelas concentragdes
discriminatorias dos inseticidas permetrina e pirimifés metilico.

Populacdes de S. zeamais % Mortalidade £ EPM

CLgs Sete Lagoas CLgs Lajedo

N Permetrina Pirimifos metilico

Sete Lagoas-MG 120 100 9%+ 2
Jupi-PE 120 80+3 98 + 2
Caruaru-PE 120 96 +2 8814
Lagoa do Ouro-PE 120 84+2 90+3
Lajedo-PE 120 40+ 8" 100
S&o Jodo-PE 120 90 + 4 92 +4
Brejdo-PE 120 28+ 4" 14+2"
Garanhuns Natto-PE 120 30+ 4 94 + 2
Bom Conselho-PE 120 2244 96 + 2
Jacarezinho-PR 120 12+2 10+3
Meédia geral 53 76
CV (%) 15,08 7,92

N = Numero total de insetos; EPM = Erro padrdo da média; CV = Coeficiente de
variacdo; Significativo a populacdo padrdo de susceptibilidade ou a populacdo mais
susceptivel, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5 % de probabilidade.

Em geral, houve menor variacdo das CLsg para CLgs do organofosforado, do que
para o piretroide, baseado nos coeficientes angulares (Tabelas 2 e 3). Os dados

mostraram respostas mais heterogéneas a este Gltimo inseticida (Tabelas 2 e 4).



38

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicaram Jacarezinho como a populagdo com o maior
nivel de resisténcia para permetrina (Tabela 2). Essa populacéo ja foi alvo intenso de
estudos envolvendo resisténcia a inseticidas (FRAGOSO et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2007; ARAUJO et al., 2008; CORREA et al., 2008; GUEDES et
al., 2009; BRAGA et al., 2011). Possivelmente o mecanismo de insensibilidade do sitio
de acdo seja responsavel pela resisténcia mostrada por essa populacdo que é mantida em
laboratdrio desde 1987. Essa alteracdo é ocasionada por uma mutacao estrutural nas
proteinas dos canais de sodio, localizados no sistema nervoso do inseto, conhecida
como knock-down resistance (kdr), de acordo com Feyereisen (1995); Ffrench-Constant
(1999); Soderlund; Knipple (2003).

O primeiro relato de mutacéo relacionada a resisténcia kdr, em insetos, foi feito
por Williamson et al. (1993), para Musca domestica (Diptera: Muscidae), causada
devido a substituicdo do aminoacido leucina por fenilalanina no segmento
transmembrana S6 do dominio Il do canal de sodio (11S6). Um segundo ponto de
mutacdo ocorre em outra regido do mesmo dominio, agora, originada da substituicdo do
aminoacido metionina por treonina. Esse fendtipo é conhecido como super kdr
(WILLIAMSON et al., 1996).

Os testes discriminatorios detectaram cinco casos de resisténcia ao piretrdide,
apresentada pelas populac@es de Lajedo, Brejdo, Garanhuns Natto, Bom Conselho e
Jacarezinho (Tabela 4). Segundo Guedes et al. (1994, 1995), o uso constante do
organoclorado dicloro-difenil tricloroetano (DDT), na década de 80, pode ter originado
uma pressdo de selecdo intensa que propiciou a evolucdo do fendmeno de resisténcia
cruzada a piretroides, o que tem sido reportado no Brasil em outros levantamentos
(RIBEIRO et al., 2003; PEREIRA et al., 2009; BRAGA et al., 2011). Esses inseticidas e
o DDT possuem o mesmo modo de acdo: complexam-se com 0s canais de sddio
voltagem-dependentes situados nos neurdnios, interferindo no seu funcionamento
(SODERLUND; BLOOMQUIST, 1990). A observacdo de resisténcia cruzada é um
indicativo da resisténcia kdr (BEATY; MARQUARDT, 1996). Vaérios relatos de
resisténcia cruzada a DDT e piretréides sdo exclusivamente resultado dessa mutacao
genética no canal de sodio (GUEDES et al., 1995; SODERLUND; KNIPPLE, 2003;
WONDJI et al., 2008), ocorrendo em S. zeamais, devido substituicdo de treonina para

isoleucina no segmento transmembranico 11S5 (ARAUJO et al., 2011).
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Com a proibicdo da utilizacdo do DDT para fins agricolas, novos compostos
passaram a ser usados, com destaque para o0s inseticidas pertencentes ao grupo dos
piretréides e dos organofosforados (GUEDES et al.,, 1995), e mais recentemente
misturas advindas desses compostos. Seu uso massivo pode levar a selecdo de
populacdes resistentes e, consequentemente, a diminuic¢do da eficiéncia no controle de
insetos-praga em armazéns brasileiros (FEYEREISEN, 1995; FRAGOSO et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2007). Corréa et al. (2011) avaliando a resisténcia de 27 populagdes de
S. zeamais a piretroides e a mistura de piretroides + organofosforados, observaram que
em sua maioria as populac@es apresentaram resisténcia a esses Compostos.

Os bioensaios mostraram Jacarezinho e Brejdo como as populagdes com o0s
maiores niveis de resisténcia para pirimifés metilico (Tabelas 3 e 4). Conforme Braga;
Valle (2007), os organofosforados atuam inibindo a acetilcolinesterase (AChE),
importante enzima do sistema nervoso central. Nesse caso, a resisténcia pode estar
relacionada com afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que permite a
interrupcdo normal do estimulo nervoso (FERRARI, 1996; HEMINGWAY'; RANSON,
2000). A auséncia de valores de linha basica de susceptibilidade torna pouco
esclarecedor quanto as populacbes de S. zeamais tém evoluido na resisténcia para
organofosforados.

Os dados de mortalidade obtidos a partir das concentragfes discriminatorias
detectaram resisténcia para permetrina e pirimifés metilico, nas populacdes de S.
zeamais provenientes de Jacarezinho e Brejdo (Tabela 4). Esses resultados indicaram o
surgimento de uma possivel resisténcia cruzada ou resisténcia maltipla (RIBEIRO et al.,
2003; FREITAS et al., 2009). Resisténcia cruzada refere-se a um Gnico mecanismo
conferindo resisténcia a dois ou mais compostos, enquanto resisténcia maltipla envolve
a coexisténcia de dois ou mais mecanismos de acdo conferindo resisténcia a dois ou
mais compostos toxicos (GUEDES et al., 1995; RIBEIRO et al., 2007; BERTICAT et
al., 2008). A alta atividade de enzimas detoxificadoras pode ter ocasionado essa
resisténcia cruzada (CHOWN; GASTON, 1999; HARAK et al., 1999).

A resisténcia bioguimica a organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretréides tem sido associada principalmente ao aumento da detoxificacdo desses
inseticidas, promovida por trés grupos de enzimas: glutationa-S-transferases (GSTS),
esterases (ESTs) e monooxigenases dependentes de citocromo P450 (CYPs)
(HEMINGWAY, 2000; PERRY et al., 2011). Guedes et al. (1998) determinaram a

destacada atuacdo de esterases na detoxificagdo do inseticida malatiom em populagdes
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de Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae). Estudos de mecanismos de
resisténcia, em populacBes resistentes e susceptiveis de S. zeamais a piretrdides
indicaram o envolvimento de glutationa-S-transferases (FRAGOSO et al., 2003).
Verificou-se uma correlacdo significativa entre resisténcia a piretroides e a atividade de
GSTs (FRAGOSO et al., 2007).

Em algumas espécies de coledpteros de produtos armazenados houve
comprovacgao da resisténcia bioquimica, como indicado por Subramanyam et al. (1989)
que detectaram, nos Estados Unidos, resisténcia ao malatiom em todas as linhagens de
campo de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) testadas, estando as
carboxilesterases envolvidas com a detoxificacdo do produto. Collins et al. (1992),
trabalhando com quatro linhagens de Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera:
Silvanidae), constataram diferentes niveis de resisténcia ao fenitrotiona, associada a
atividade de monooxigenases, e ao clorpirifés metilico, a atividade de esterases.

O nivel de resisténcia expresso pela populacdo de Brejdo para pirimifés metilico
foi elevado, quando comparado a Lajedo — populagdo altamente susceptivel e usada
como referéncia para esse inseticida (Tabelas 3 e 4). Essa diferenca foi acentuada,
levando em consideracdo que ambas sdo derivadas de Pernambuco, sugerindo que
falhas de controle ja sejam um problema potencial em campo nessas areas. Isto,
provavelmente, é resultado do manejo dos insetos e da natureza descontinua do
processo de armazenamento do milho (TRAN; CREDLAND, 1995). Como se sabe,
nesse municipio havia intensa pratica da cafeicultura e tradicionalmente, o uso de
carbamatos e fosforados. Entdo, possivelmente, uma resisténcia cruzada ao inseticida
testado pode ter levado a esses resultados.

Kence; Jdeideh (1997); Oliveira et al. (2005); Berticat et al. (2008) relatam que a
evolucdo rapida da resisténcia em populacdes naturais tem sido um dos principais
obstaculos a serem superados no manejo correto de insetos-praga. No Agreste
pernambucano, populacGes de S. zeamais sdo ainda particularmente sensiveis a
organofosforados (Tabela 4), sendo, porém, necessario, monitorar o surgimento da
resisténcia a esses inseticidas. Nesses municipios, sdo constatadas com frequéncia,
técnicas inadequadas de aplicagdo e dosagens incorretas. Além disto, € comum por parte
dos produtores, a utilizacdo sistematica de inseticidas de diferentes grupos quimicos,
independentemente da presenca ou ndo da praga Em relacdo ao piretroide permetrina,
foram observados niveis criticos de resisténcia (Tabela 4). Considerando esses aspectos,

todos os cuidados e investimentos dispensados para evitar o ataque de pragas no campo
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tornam-se insuficientes, se os grdos forem atacados e destruidos nos depositos
(FRAGOSO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007).

Conforme Li et al. (2007), a resisténcia € um fenbmeno estritamente genético.
Os insetos possuem ciclo de vida curto e prole abundante, o que favorece o surgimento
de populacBes com diferentes caracteristicas genéticas. A propagacéo da resisténcia esta
relacionada com a frequéncia da utilizacdo de inseticidas, e é resultante ndo apenas da
pressdo seletiva desses compostos tdéxicos, como de caracteristicas herdadas das
espeécies de insetos envolvidas (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Os individuos com
mutacdes vantajosas relacionadas ao fenoOtipo de resisténcia possuem maior
probabilidade de sobreviverem a tratamentos com inseticidas, e contribuirem com uma
prole maior que aqueles individuos susceptiveis, resultando no aumento da frequéncia
do gene que confere resisténcia nas proximas geracbes (BEATY; MARQUARDT,
1996). O periodo de aplicacdo do piretroide permetrina deve ser maior, a fim de reduzir
a pressdo de selecdo e a frequéncia de genotipos resistentes.

Quando submetidas as concentragdes discriminatérias, as populacGes
procedentes de Lajedo, Garanhuns Natto e Bom Conselho, apresentaram resisténcia ao
piretroide, e susceptibilidade ao organofosforado (Tabela 4). Resultados semelhantes
foram observados por Santos et al. (2009). A resisténcia a piretrdides apresenta um
aspecto importante que € a sua estabilidade, (GEORGHIOU, 1983). Dessa forma, para
que se consiga um manejo eficiente da resisténcia a piretroides, em areas produtoras, €
necessario, inicialmente, a alterndncia ou agdo conjunta com inseticidas registrados
recentemente no mercado e com modos de acdo diferentes (que apresentem resisténcia
cruzada negativa) dos que estdo ocasionando o problema, a fim de que a frequéncia
daqueles genes que estdo conferindo resisténcia ao referido produto seja reduzida
(FORRESTER et al., 1993). Uma das premissas da rotacdo dos produtos quimicos é a
existéncia de uma possivel desvantagem adaptativa dos individuos resistentes em
relacdo aos susceptiveis.

Os calculos da razdo de resisténcia (RR) foram feitos em rela¢do a CLsg, como
consta na literatura (GUEDES et al., 1997; RIBEIRO et al., 2003; ARAUJO et al.,
2008; BRAGA et al., 2011), embora a CLgs sirva como parametro de controle efetivo
das populacbes em campo porque, segundo Eaton; Klassen (2003), é onde se tem
grande representatividade dentro de uma populacao estudada e melhor ajuste do modelo
prébite (menor amplitude dos erros padrbes das médias), o que confere maior

credibilidade a estimativa da concentracdo letal e da RR. Por néo incluir o valor 1,0 nos
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intervalos de confianca das razbes (ROBERTSON; PREISLER, 1992), foram
identificadas RR significativas aos inseticidas (Tabelas 2 e 3). A variabilidade dessas
razbes foi de 6,76 vezes para o piretrdide (Tabela 2), e 53,3 vezes para 0
organofosforado (Tabela 3). A determinacdo das CLsy e RR permite acompanhar as
mudancas temporais de susceptibilidade das populacdes (SILVA et al., 2013). As RR de
Jacarezinho e Brejdo para pirimifos metilico (Tabela 3) séo classificadas como severas,
pelos critérios de Cochran (1995); Mazzari; Georghiou (1995), prejudicando o
armazenamento dos grdos. Rust; Reierson (1991) relataram que RR superior a 10,0
vezes representa uma intensidade de resisténcia critica a partir da qual o produto pode
ser comprometido.

Pequenas variacdes nas concentragdes de pirimifds metilico ocasionaram
grandes variacGes nas mortalidades (Tabela 3). O coeficiente angular da curva é
inversamente proporcional ao erro padrdo da média da distribuicdo fenotipica da
tolerancia a um inseticida (GEORGHIOU; METCALF, 1961; CHILCUTT;
TABASHNIK, 1995). Foram verificados para permetrina, os menores valores de
inclinacdes das curvas (Tabela 2), e maior heterogeneidade de resposta entre populacées
(Tabelas 2 e 4). Para Kerns; Gaylor (1992), a variabilidade entre individuos de uma
mesma populagdo pode ser indicada pela inclinagdo da curva. De acordo com Siqueira
et al. (2000), curvas com menor inclinacdo indicam maior variabilidade genética,
sugerindo a presenca de mais de um gendtipo na populacdo, denotando uma maior
heterogeneidade de resposta aos inseticidas. Isto mostra que provavelmente tem havido
pressOes de selecdo diferencial e diversidade genética intra e interpopulacional que pode
explicar a variabilidade observada nesses resultados. Variacdes nesses graus irdo
sempre existir ano a ano em funcgéo de varios fatores que interferem em tais resultados.

Kirk et al. (2013) mostraram que as pressdes de selecdo existentes nos diversos
agroecossistemas podem influenciar na genética das populagdes. O manejo feito quase
que exclusivamente com inseticidas sintéticos, pode levar a alteracdes especificas no
DNA, causando mudancas no comportamento das pragas e selecionando individuos
com determinado perfil genético. Essa situacdo pode levar a falhas no controle e ao
aparecimento de populagdes resistentes. Estudos mostram que a resisténcia pode ocorrer
por uma mudanca genética em apenas um locus genético, seja por amplificacdo do gene
ou por substituicdo alélica (ROUSH; DALY, 1990). Outras formas de alteracdes
genéticas ocorrem naturalmente atraves do processo de especiacdo. Em relacdo a

plasticidade fenotipica, pode existir uma ampla gama dentro de uma espécie,
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influenciada por condi¢cGes ambientais locais, com repercussdo no comportamento das
populagdes e na preferéncia de hospedeiros (SIMPSON et al., 2011).

Os dados gerados nesta pesquisa justificam sua implementacédo e corroboram sua
importancia pratica. As informacdes obtidas podem dar suporte a elaboracéo de taticas
de manejo da resisténcia a inseticidas que, se bem sucedidas, poderdo diminuir os
prejuizos advindos das falhas de controle das pragas agricolas, em especial, de graos

armazenados.
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5. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que:

e Ha fortes indicios de resisténcia cruzada a piretroides e/ou resisténcia multipla
entre piretroides e organofosforados.

e Considerando Pernambuco, provavelmente ha problemas de falhas no controle
de S. zeamais com piretroides.

e As taxas de mortalidade de Jacarezinho revelaram a possibilidade de outros
mecanismos de resisténcia, além da insensibilidade do sitio de acéo.

e Sugere-se a utilizacdo de ferramentas moleculares para esclarecer as diferencas
nos niveis de resisténcia entre populacdes e/ou revelar possivel variabilidade
genética intra e interespecifica.

e No caso de milho armazenado na Regido estudada, os ingredientes ativos
disponiveis e registrados sdo poucos, agravando problemas com resisténcia de S.

zeamais.
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