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DEDICATORIA

"Se vocé for tentar, tente de verdade. Caso contrario nem comece. 1sso pode significar
perder tudo. E talvez até a sua cabeca. Isso pode significar ndo comer nada por trés ou
quatro dias. Isso pode significar congelar num banco de praga. Isso pode significar
escarnio, isolamento. Isolamento é uma dadiva. Todo o resto é teste da sua resisténcia. De
qguanto vocé realmente quer fazer isso. E vocé vai fazer isso, enfrentando rejeicdes das
piores espécies. E isso serd melhor do que qualquer coisa que vocé ja imaginou. Se vocé
for tentar, tente de verdade. Nao h& outro sentimento melhor que isso. Vocé estara sozinho
com os deuses. E as noites vao arder em chamas. Vocé levara a sua vida direto para a

risada perfeita. Esta é a Unica briga boa que existe."

Henry Charles Bukowski - Trecho do livro Factotum.
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WISH YOU WERE HERE
So, so you think you can tell
Heaven from hell?

Blue skies from pain?
Can you tell a green field
From a cold steel rail?

A smile from a veil?

Do you think you can tell
Did they get you to trade
Your heroes for ghosts?
Hot ashes for trees?

Hot air for a cool breeze?
Cold comfort for change?
Did you exchange
A walk on part in the war
For a lead role in a cage?
How I wish
How | wish you were here
We're just two lost souls
Swimming in a fish bowl
Year after year
Running over the same old ground
What have we found
The same old fears
Wish you were here*
Wish You Were Here - Roger Waters e David Gilmour (London - 1975).

(*Traducao: Entdo, entdo vocé acha que consegue distinguir/O paraiso do inferno?/ Céus azuis da dor?/
Vocé consegue distinguir um campo esverdeado/De um trilho de aco gelado?/ Um sorriso de uma mascara?/
Vocé acha que consegue distinguir?/ Eles fizeram vocé trocar/Os seus herdis por fantasmas?/ Cinzas quentes
por arvores?/ O ar quente por uma brisa fria? O bom conforto por mudangas? Vocé trocou/Um papel de
figurante na guerra/Por um papel principal numa cela?/ Como eu queria/Como eu queria que vocé estivesse
aqui/N6s somos apenas duas almas perdidas/Nadando num aquario/Ano apds ano/Correndo sobre o mesmo

velho chao/O que nés encontramos?/ Os mesmos velhos medos/Eu queria que voceé estivesse aqui).



RESUMO

Sitophilus zeamais € uma praga-chave priméaria do milho armazenado, atacando os grdos e
levando a perdas quantitativas e qualitativas. Esse trabalho objetivou avaliar a resisténcia de
gendtipos de milho ao ataque de S. zeamais e sua sinergia com o controle proporcionado pelo
ozo6nio. Foram testados 15 genotipos de milho: KWX 1001 a 1010, BR106, 30s31VYHR
(contendo as toxinas Bt IP3Aa20 x CrylAb x CrylF), Superdoce, 30s31 (isolinha de
30s31VYHR sem toxinas Bt) e milho Pipoca (BAS 5802). Foram realizados seis bioensaios em
arena de 15 escolhas para avaliar a preferéncia do inseto, sendo trés com machos e trés com
fémeas. O efeito dos grdos no desenvolvimento dos insetos (emergéncia, niUmero e peso dos
insetos emergidos) foi avaliado em um teste sem chance de escolha por 48 dias. Em ambos os
casos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com trés repeticGes. Além disso,
foram avaliados os teores de proteinas, cinzas, lipideos e carboidratos (composicdo quimica),
tonalidade, croma e luminosidade (atributos da cor) e a circularidade e esfericidade (atributos
morfoldgicos) dos grdos. Os dados de composicdo quimica e atributos morfoldgicos foram
empregados em correlacBes canbnicas e de Pearson com as variaveis relativas aos insetos
emergidos do teste sem chance de escolha. Essas varidveis e as relativas a cor foram
empregadas em correlacdes canbnicas e de Pearson com o numero de insetos que escolheram 0s
gendtipos e com a porcentagem de graos danificados ao final dos testes com chance de escolha.
O efeito da associacdo do gendtipo BR106 e o 0z6nio em testes com chance de escolha foi
testada mediante exposi¢do de graos tratados com o gas e oferecido no interior de olfatbmetros
de quatro escolhas a fémeas, com trés bracos contendo gréos tratados e um braco contendo
grdos ndo tratados. A associa¢do do 0zonio com os gendtipos Superdoce, BR106 e Pipoca em
testes sem chance de escolha foi testada mediante exposicdo da geracdo F1 de insetos emergidos
dos genotipos a curvas tempo x mortalidade. Os genétipos KWX 1009 e BR106 foram 0s mais
suscetiveis a S. zeamais tanto nos testes com quanto nos sem chance de escolha. O aumento no
teor proteinas e a reducdo no teor de carboidratos aumentam a resisténcia dos graos ao ataque de
S. zeamais em testes sem chance de escolha. A reducdo no teor de lipideos e de proteinas e na
tonalidade da cor e 0 aumento na luminosidade da cor aumentam a resisténcia dos gréos ao
ataque de S. zeamais, em testes com chance de escolha. Grdos fumigados com 0z6nio sdo
menos preferidos por fémeas de S. zeamais do que grdos nao tratados em testes com chance de

escolha.

Palavras-chave: Antibiose, antixenose, gorgulho-do-milho, Zea mays, causas quimicas,

causas morfoldgicas.
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1. INTRODUCAO

Tendo em vista todo o seu valor nutritivo, potencial produtivo e composicao
quimica, o milho (Zea mays L.) é um dos mais relevantes cerais cultivados e consumidos
em todo o mundo. O mercado movimentado pelo milho, que inclui o milho gréo e os seus
derivados, consagra-se como uma das parcelas mais importantes do agronegécio a nivel
mundial (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000). De acordo com dados da Companhia
Nacional de Abastecimento, no Brasil o milho é o segundo grdo mais produzido, ficando
atras apenas da soja (BRASIL, 2018a). E uma cultura de aplicacdo variada tanto para
alimentacdo humana quanto para alimentacéo animal (CIB, 2018).

Dados de 2016 da Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura demonstram que no ranking mundial de producdo, o Brasil se encontra em
terceiro lugar, ficando atras dos Estados Unidos e China e sendo sucedido pela Argentina
e México, cada um contribuindo com 36,29%, 21,86%, 6,04%, 3,75% e 2,66% da
producdo mundial, respectivamente. As maiores produtividades sdo oriundas da Jordania,
Emirados Arabes, Israel, Kuwait e Catar e variam de 40 a 12 ton ha® enquanto a
produtividade brasileira é considerada baixa em comparacgdo a esses paises, sendo cerca
de 4 ton ha! (FAO, 2018).

Nacionalmente, o maior volume de producdo é proveniente da regido Centro-
Oeste, seguida das regifes Sul e Sudeste. Os maiores produtores sao Mato Grosso,
Parana, Mato Grosso do Sul, Goias e Minas Gerais respondendo juntos por mais de 70%
da producdo nacional. As mais extensas areas plantadas também se encontram nesses
estados, justificando os altos volumes produzidos, sendo que as maiores médias de
produtividade sdo provenientes de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso e Roraima, variando de 8.152 kg ha! a 6.222,5 kg ha (BRASIL,
2018b).

Dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) permitem
concluir que os Estados Unidos sdo os maiores exportadores mundiais de milho,
respondendo por cerca de 36% da exportacdo deste cereal. O Brasil ocupa o segundo
lugar em termos de volume de exportacéo, participando com quase 18% do total do milho
exportado em todo o mundo (USDA, 2018).

De modo geral, o comportamento preponderante dos consumidores na aquisicao
de bens esté relacionado a oferta do produto no mercado e seus precos. Periodos em que a

oferta exceda muito a procura levam a redugdo de prego com o oposto ocorrendo nas
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ocasifes em que a demanda supera a oferta. Nesse sentido, a sazonalidade dos pregos dos
produtos agricolas é devida a falta de ajuste entre oferta e demanda e uma das formas que
a iniciativa publica, privada ou publico-privada tem de ajustar a variabilidade de precos
ao longo dos meses do ano-safra € a adocdo de politicas de estoques reguladores
(POSSAMALI; PESCADOR; MAYERLE, 2014). No caso do milho cujo produto final é o
grdo, a forma mais comum de armazena-lo é em silos ou armazéns herméticos ou em
sacarias em armazéns (FONSECA, 2018).

O Brasil apresenta baixa eficiéncia no armazenamento e baixo investimento em
tecnologias para melhorar a qualidade pos-colheita dos produtos (PEREIRA et al., 2008).
Esse fato contribui para que perdas quantitativas e qualitativas sejam comuns na
armazenagem do milho. Grande parte dessas perdas € decorrente do ataque de insetos,
principalmente daqueles que infestam os gréos antes da colheita e quando ainda estdo em
campo, a exemplo do gorgulho do milho Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae) (PACHECO & PAULA, 1995; LORINI et al., 2010).

Desta forma, quando a armazenagem ndo é feita de forma adequada, a massa de
grdos se torna um ambiente adequado ao desenvolvimento de insetos, que podem se
alimentar e ovipositar nos graos levando a contaminagdo do produto, causando perda de
massa, aumento de temperatura na unidade armazenadora e diminuigdo do valor do
produto (ALVES et al., 2008).

No caso de S. zeamais tanto os adultos quanto as larvas se alimentam internamente
dos grdos intactos (praga primaria) ocasionando perdas de peso e perdas qualitativas,
devido a contaminacdo do produto por fezes e insetos mortos, bem como a possibilidade
de infestacBes secundarias e infec¢bes por microrganismos (PACHECO & PAULA,
1995). O ataque resulta em perda de qualidade reduzindo a utilidade do produto final para
a industrializacdo, consumo humano e alimentacdo animal (CANEPELLE et al., 2003).

O controle dessa praga é considerado desafiador, principalmente tendo em vista que
larvas e adultos infestam o interior do grdo (PACHECO & PAULA, 1995) onde a
possibilidade de controle e eficicia dos inseticidas com agéo de contato é reduzida. Nesse
caso, a principal funcdo desses inseticidas é a protecdo dos gréos antes que as infestagdes
ocorram (controle preventivo) com o agravante de que muitos dos produtos usados para
essa protecdo ja possuem relato de resisténcia em populagdes do inseto, a exemplo de
alguns compostos pertencentes a classe dos piretrdides e dos organofosforados
(RIBEIRO et al., 2003; GUEDES et al., 2006). De maneira semelhante existem relatos de

13



resisténcia de populagdes de S. zeamais a produtos fumigantes (de agdo curativa)
empregados para o seu controle, a exemplo da fosfina (PIMENTEL et al., 2008). Logo, as
falhas de controle representam, mais do que uma possibilidade, uma realidade e métodos
de controle alternativos devem ser buscados.

A resisténcia de genotipos de milho ao ataque de S. zeamais ja foi bastante
investigada (MARSARO JR. et al., 2008; TONGJURA; AMUGA; MAFUYA, 2010;
YILMAZ et al.,, 2012; SULEIMAN; ROSENTRATER; BERN, 2015), sendo que
algumas dessas causas de resisténcia ja foram inclusive elucidadas (GRACEN JR &
GUTHRIE, 1986; CLASSEN et al., 1990; ARNASON et al., 1994; ARNASON et al.,
1997; BERGVINSON, 2004; BERGVINSON & GARCIA-LARA, 2004; GARCIA-
LARA et al, 2004; MELLON & MOREAU, 2004; CARDINAL & LEE, 2005;
KRAKOWSKY; LEE; HOLLAND, 2007; MEYER et al., 2007; TONGJURA; AMUGA;
MAFUYALI, 2010; NWOSU, 2016).

Até 0 momento ndo existem relatos de gendtipos comerciais que usados de maneira
individual proporcionem controle pleno do inseto. Além disso, a grande maioria dos
trabalhos realizados até 0 momento ndo busca estudar e associar categorias de resisténcia
ou métodos de controle do manejo integrado de pragas (MIP) que possuem maiores
chances de proporcionar controle adequado e manter a viabilidade do método por mais
tempo (i.e., reduzir as chances de evolucdo de resisténcia) (KENNEDY et al., 1997;
PANDA & KHUSH, 1995; PEDIGO, 2002).

O ozoénio é uma alternativa bastante atraente frente aos fumigantes convencionais
por ser um gas oxidante e excessivamente toxico para organismos diversos, como fungos,
bactérias, virus e insetos (KHADRE et al., 2001; AN et al., 2007; SOUSA et al., 2008).
Seu modo de acdo é sobre as membranas celulares em virtude do estresse oxidativo
(HOLLINGSWORTH & ARMSTRONG, 2005). Isto é possivel devido ao gas ser a
forma triatbmica de oxigénio com o segundo maior potencial de oxidagdo entre 0s
elementos quimicos existentes, superado unicamente pelo fluor (HILL & RICE, 1982).
Devido a alta suscetibilidade e a baixa variabilidade de resposta a este composto ndo s
de populacbes de S. zeamais, mas também de outras espécies-praga de produtos
armazenados, o ozonio é um fumigante alternativo promissor (SOUSA et al., 2008).
Desta forma, a utilizacdo integrada do ozénio e genotipos resistentes ao ataque de S.
zeamais pode representar uma alternativa aos métodos de controle vigentes e empregados

no manejo da praga.
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Além disso, conforme afirmam Gray et al. (2009), o principio basico que direciona
0 manejo integrado de pragas (MIP) é o uso de diferentes estratégias e taticas. Nos casos
em que esta associacdo seja sinérgica, podera resultar na eficacia de taticas combinadas

que ndo funcionariam no controle das pragas caso fossem usadas de maneira isolada.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resisténcia de diferentes genotipos de milho frente ao ataque de S.
zeamais e o controle proporcionado pelo 0z6nio com insetos provenientes de alguns

desses genotipos ou expostos aos genotipos tratados com o gas.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar se existem fontes de resisténcia entre os diferentes gen6tipos de milho a S.
zeamais;

v' Avaliar, dentre as causas quimicas e morfoldgicas estudadas, quais serdo
explicativas da resisténcia nos genotipos de milho avaliados;

v Avaliar o controle de S. zeamais proporcionado pela associa¢do entre genotipos

selecionados e o uso do ozobnio.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Milho: origem, importancia econémica, botanica e caracteristicas genéticas

O milho é uma cultura importantissima por ser um alimento basico praticamente em
todas as regides onde ha o seu cultivo (NWOSU; ADEDIRE; OGUNWOLU, 2015a).
Além do papel que desempenha na alimentagdo humana, é também bastante usado na
industria como matéria-prima para producdo de Oleo, etanol, agucar e como fonte
principal da producdo de amido (XUE et al., 2013; NWOSU; ADEDIRE; OGUNWOLU,
2015b, 2016).
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A espécie constitui-se em fonte primordial de calorias na maioria dos paises em
desenvolvimento (FAO, 2009). Estes fatos aliado a sua adaptabilidade a diferentes
condicdes climaticas, o torna um dos cereais mais cultivados do mundo. Em nivel global
é a terceira maior cultura de cereais, ficando atras apenas do trigo e do arroz (DUETE et
al., 2009; ADARKWAH et al.,, 2012). O milho é uma espécie politipica, possuindo
extensa variabilidade genética que pode ser exemplificada tendo por base o tipo de
endosperma: cerca de 40% dos milhos sdo amilaceos, por volta de 30% tém grdos duros
cristalinos, pouco mais de 20% sdo dentados, em torno de 10% classificam-se como
milho pipoca e 3% sé&o classificados como milho doce (PATERNIANI & CAMPOS,
2005).

O milho é pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae,
género Zea e espécie Zea mays L. Seu genoma tem tamanho de aproximadamente 2.500
megabases. E uma espécie com nimero de cromossomos x=10, 2n=2x=20, sendo
alégama, diploide e de altissima diversidade molecular (LISCH, 2012). E um cereal
americano, ja que neste mesmo continente encontram-se seus parentes mais proximos:
teosinto e tripsacum. A domesticacdo do milho aconteceu entre 8.000 e 10.000 anos atras,
demonstrando assim que este se constituia no principal cultivo dos povos maias, astecas e
incas. Exteriormente as Américas, ndo existem informacgdes pictoricas, historicas e até
escritas sobre esta cultura, nem mesmo fosseis (PATERNIANI & CAMPOS, 2005). A
origem da cultura € atribuida ao México (HALLAUER, 1985).

Dados da Conab da safra 2017/18 (dados conjuntos da primeira e segunda safras),
permitem observar que em termos de area cultivada com milho no Brasil, as regides
Centro-Oeste, Sul e Nordeste destacam-se com 7.742,1, 3.478,3 e 2.652,6 mil hectares de
milho plantados, respectivamente. Dentro dessas regides os estados que mais produzem
sdo Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, Parané e Rio Grande do Sul, Maranhao,
Piaui e Bahia respondendo por 74,8% da area cultivada no pais. Esses também sdo os
estados de onde provém a maior parte da producdo (78,5%). Todavia Santa Catarina,
Distrito Federal, Minas Gerais, Mato Grosso e Goiés sdo as unidades da federacdo que
alcancam as maiores produtividades de 7.997, 7.199, 6.082, 5.869 e 5.615 Kg ha®,
respectivamente. A despeito desse fato, a area e a producdo do Distrito Federal séo
minimas, de 63.600 ha e 457,9 mil toneladas, respectivamente (BRASIL, 2018a).

No panorama mundial, dados da FAO de 2017 (FAO, 2018) demonstram que 0
Brasil é o terceiro em volume produzido ficando atras apenas dos Estados Unidos e China
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e antecedendo a Argentina e o México produzindo o equivalente a 384.777.890,
231.837.497, 64.143.414, 39.792.854 e 28.250.783 toneladas, respectivamente, o que
equivale a mais de 70% da producdo mundial. Em termos de area colhida, China, Estados
Unidos, Brasil, India e México sio os maiores representantes e as maiores produtividades
sdo provenientes da Jordania, Emirados Arabes, Israel, Kuwait e Catar com valores que
variam de 40 a 12 ton ha!, enquanto a produtividade média do Brasil se situa em torno de
4 ton ha'* (FAO, 2018).

O Brasil exporta 18% de sua producdo (RICHETTI & CECCON, 2009; DUARTE
et al., 2011; RICHETTI, 2012) e, desta forma, a maior parte do que é produzido destina-
se ao suprimento da demanda interna do pais. Durante parte do periodo compreendido
entre a colheita e a comercializacdo, o produto tera que ser armazenado por periodo de
tempo maior a fim de garantir a disponibilidade de estoques-reguladores de precos
agricolas (POSSAMAI; PESCADOR; MAYERLE, 2014).

Nesse aspecto, a armazenagem agricola € uma atividade indispensavel nas areas
que fazem a mediacdo entre a produ¢do no campo e 0 consumo interno e externo (PUZZI,
2000). Desta forma, é fundamental garantir a qualidade dos grdos mantidos nesse
ambiente durante o tempo em que 1&4 permanecam. Uma das formas de depreciagdo dos
produtos armazenados € o ataque de insetos-praga, a exemplo de S. zeamais que além das
perdas quantitativas causadas pela alimentacdo direta dos insetos, expressivas perdas
qualitativas sdo observadas, tais como o decréscimo do valor nutricional dos grdos e da
qualidade fisiol6gica das sementes, o que, reduz o seu valor de mercado, chegando até
mesmo a condenar lotes de sementes e/ou graos (CANEPPELE et al., 2003).

3.2 Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855: descricdo morfoldgica, biologia, injuria e

controle

A integridade dos grdos armazenados é afetada por fatores abioticos e bidticos. Um
dos fatores bidticos que se apresenta como um grande entrave na armazenagem de graos
é a sua suscetibilidade ao ataque de diferentes artropodes-praga. Conhecido vulgarmente
como caruncho-do-milho, o besouro S. zeamais pertencente a ordem Coleoptera e a
familia Curculionidae, é uma praga cada vez mais presente em armazéns acarretando
perdas consideraveis ao produto final. E descrito como praga primaria, atacando gréos ou

sementes intactas. Tém uma vasta gama de hospedeiros alternativos na falta do milho,
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dentre os quais se podem citar: trigo, arroz, triticale, cevada e aveia. Infesta os cultivos de
maneira cruzada, comecando a atacar as culturas ainda no campo e continuando o seu
ataque durante o armazenamento (LORINI et al., 2009). O ataque deste inseto é bem
severo, de modo que tanto a fase larval quanto a adulta s&o capazes de danificar o interior
dos gréos, consumindo-os de dentro para fora (FONTES; ALMEIDA FILHO; ARTHUR,
2003; TAVARES & VENDRAMIM, 2005).

Em um ambiente como o que predomina durante o armazenamento, os adultos e
larvas de S. zeamais tém acesso a um recurso alimentar ilimitado e ndo sdo perturbados
por longos periodos de tempo. Além disso, caso um lote a ser armazenado esteja
infestado, ele servird como inoculo para os lotes subsequentes que vierem a ser
armazenados na mesma unidade armazenadora. Adicionalmente, por se tratar de uma
praga primaria uma das consequéncias do seu ataque € a ocorréncia de pragas secundarias
(incapazes de atacar gréos intactos) e de outras pragas que infestam um dos subprodutos
do seu ataque, os pos e as farinhas (PACHECO & PAULA, 1995).

Como caracteristica predominante da espécie, a cabeca projeta-se a frente, na forma
de rostro curvado, e tal peculiaridade é usada como uma das formas de fazer a sexagem
destes insetos, pois nos machos, o rostro é menor e mais grosso e nas fémeas o rostro é
mais comprido e fino, onde se localizam as pecas bucais. Além disso, as fémeas possuem
puncturas no rostro regulares, que nunca se tocam, organizadas em linhas. J& nos machos
essas puncturas sao irregulares e se conectam e ndo estdo organizadas em linhas
(HALSTEAD, 1963; LORINI, 2001; PADIL, 2018).

O tamanho dos adultos esta entre 2,0 a 3,5 mm de comprimento, apresentando
coloracdo castanho-escura, com manchas mais claras nas asas anteriores ou élitros
(LORINI, 2001). Os ovos sdo de coloracdo branco-leitosa e possuem um tamanho
aproximado de 0,76 x 0,27 mm (PACHECO & PAULA, 1995). A postura é feita de
maneira individualizada nos gréos pelas fémeas, que apds se alimentarem e ovipositarem,
fecham esta cavidade com uma secrecdo gelatinosa (ANTUNES & DIONELLO, 2010).
A fémea tem sua postura inibida em grdos com umidade inferior a 12,5% (EVANS, 1981;
ATHIE & PAULA, 2002), pois quanto mais seco o grdo, maior é a sua dureza
acarretando resisténcia ao ataque (TONGJURA; AMUGA; MAFUYA, 2010).

Apbs a eclosdo dos ovos surgem as larvas que sdo de cor amarelo-clara, apodas,
apresentam formato de C (curculioniformes), cabeca marrom e tamanho entre 2-3 mm; as

pupas sdo branco-leitosas. O periodo de oviposicdo das fémeas abrange 104 dias, sendo
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que elas podem viver até 140 dias e a incubacdo ocorre entre 3 e 6 dias. A fecundidade
média € de aproximadamente 282 ovos por fémea. O ciclo total, de ovo a adulto, tem
duracdo media de 34 dias, caso o milho seja o hospedeiro (LORINI et al., 2010).

Gréos danificados por S. zeamais apresentam decréscimo do seu valor nutricional e
taxa de germinacdo e demais caracteristicas determinantes da qualidade fisiologica de
sementes comprometidas; o peso cai exponencialmente e ha um incremente na
suscetibilidade a infeccdo por fungos (CANEPPELE et al., 2003; YUYA et al., 2009).

H& centenas de micotoxinas, produzidas por uma infinidade de fungos
filamentosos, capazes de se aproveitar do ataque iniciado por S. zeamais para colonizar a
massa de grdos. Entretanto, algumas merecem destaque pela sua alta toxicidade e
ocorréncia em produtos alimenticios (WOLOSHUK & SHIM, 2013). Dentre estas,
destaca-se Aspergillus flavus, produtor das aflatoxinas, altamente prejudiciais a salde
humana (HELL et al., 2000; FONTES; ALMEIDA FILHO; ARTHUR, 2003). As
aflatoxinas sdo reconhecidas por afetar o figado de mamiferos, podendo causar
intoxicagOes, além de serem cancerigenas (BETI; PHILLIPS; SMALLEY, 1995).

Ni et al. (2011) mostraram que a herbivoria de insetos afetou a contaminacdo por
aflatoxinas em pré-colheita de milho no sudeste dos Estados Unidos. Os autores
observaram que existia uma alta correlacdo entre a contaminagéo por aflatoxinas com o
nimero de S. zeamais que infestava o produto e também com a presenca de grdos
descoloridos decorrente do ataque de percevejos.

Trabalhos recentes destacam que as atividades reprodutivas e alimentares de S.
zeamais podem causar perdas na producgédo de milho durante a armazenagem de graos de
até 90%, caso medidas de controle ndo sejam adotadas (NWOSU; ADEDIRE;
OGUNWOLU, 2015b; NWOSU et al., 2015).

A principal forma de controle deste inseto € através do uso de inseticidas de contato
(acdo protetora) e fumigantes (acdo curativa) (LORINI et al., 2010). Os produtos de
contato registrados para o controle de S. zeamais infestando o milho sdo a bifentrina
(piretroide), a fenitrotiona e o pirimifés-metilico, ambos organofosforados, e 0s
fumigantes precursores da fosfina (fosfeto de aluminio e magnésio) (BRASIL, 2018c),
tornando a possibilidade de rotacdo de principios ativos reduzida. Talvez por essa razao,
ja existam relatos de deteccéo de resisténcia em populacfes de S. zeamais a todos esses
grupos de inseticidas (RIBEIRO et al., 2003; GUEDES et al., 2006; PIMENTEL et al.,
2008; SHADIA & ABD EL-AZIZ, 2011).
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Além disso, 0 uso exagerado e exclusivo destas moléculas pode aumentar 0s riscos
de intoxicacdo humana e animal e a deteccdo de residuos nos alimentos que chegardo a
mesa dos consumidores (RIBEIRO et al., 2007).

Outras alternativas ao controle quimico e incluidas no manejo integrado da praga
incorporam o uso de substratos inertes tais como a terra de diatoméaceas (LORINI et al.,
2001; MARTINS & OLIVEIRA, 2009), os 6leos essenciais (KEITA et al., 2001; ROEL,
2001; PAULIQUEVIS & FAVERO, 2015), os inseticidas botanicos (RIBEIRO et al.,
2017), a aeracdo (MARTINS; MOTA; FONSECA, 2001), o resfriamento da massa de
grdos (RIGUEIRA et al., 2009; QUIRINO et al., 2013), o uso de atmosfera modificada
com ozonio (KELLS et al., 2001; ZHANGGUI et al., 2003; ROZADO et al., 2008;
SOUSA et al., 2008; ALENCAR et al., 2012) e com CO2 (SANTOS, 1995; FARONI et
al., 2002) ou nitrogénio (ADLER, 1994; NICOLAS & SILLANS, 1989; JAYAS et al.,
1991), e a resisténcia hospedeira (MARSARO JUNIOR et al., 2008). A aplicabilidade da
atmosfera modificada com uso do ozonio e da resisténcia hospedeira serdo abordados
adiante em itens especificos por serem temas deste trabalho.

Alguns estudos tém tratado a associacdo de métodos de controle ou diferentes
taticas do MIP como forma de torna-las eficientes em condi¢cGes em que elas falhariam
em proporcionar controle adequado da praga se usadas de maneira isolada (GRAY et al.,
2009).

Nesse sentido, Ceruti & Lazzari (2005), concluiram em seu estudo sobre a
combinacdo da aplicacdo de deltametrina em po e terra de diatoméaceas, que mesmo na
menor dosagem de ambos, a integracdo foi capaz de manter a populagéo de S. zeamais
em niveis baixos, sem que fosse preciso usar a dosagem total do produto quimico,
atestando a sinergia proveniente da combinacdo das duas medidas de controle. De modo
semelhante, Luz et al. (2017), observaram sinergia entre o uso de variedades de feijdo
resistentes por antibiose a Zabrotes subfasciatus e o controle quimico com um inseticida
botanico ou sintético, tendo em vista que esta associacdo reduziu a oviposi¢do, 0 nimero
e 0 peso dos adultos emergidos.

Logo, a integracdo de diferentes medidas de manejo pode ser uma alternativa
interessante no caso dessa praga que dispde de poucas medidas de controle para que

possamos conviver com a mesma sem que haja perdas exorbitantes na producéo de graos.
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3.3 Resisténcia de plantas

Tendo em vista a restrita disponibilidade de medidas para o convivio com S.
zeamais, a busca por gendtipos resistentes é de cabal importancia para a manutencdo e
viabilidade do armazenamento de grdos no Brasil.

Um gendtipo que tenha resisténcia a um inseto possui caracteristicas geneticamente
herdaveis (composic¢do genotipica) que fazem com que ele apresente menores danos em
relacdo a outro gendtipo considerado suscetivel, que ndo tenha 0os mesmos atributos, em
condicdes similares de ataque (ROSSETO, 1972; SMITH, 2005).

O uso de genotipos resistentes merece destaque na implementacao de programas de
manejo integrado de pragas (MIP) tendo em vista que apresenta viabilidade econdmica e
ambiental, baixo custo ao produtor e praticamente ndo impacta negativamente o meio
ambiente (LARA, 1991; BOICA-JUNIOR et al., 2013).

S&o reconhecidas trés categorias de resisténcia de plantas a insetos (SMITH, 2005),
denominadas de mecanismos de resisténcia inicialmente por Painter (1951): antixenose,
antibiose e toleréncia.

A resisténcia do tipo tolerancia ocorre quando sob condi¢Oes de igualdade de
infestacdo por uma praga, um genotipo é danificado de maneira similar a outro, porém,
devido a maior capacidade de regeneracao de tecidos, emissdo de novos perfilhos, ramos
e folhas, ndo haverd queda na quantidade nem tampouco na qualidade da producéo
(LARA, 1991; BOICA-JUNIOR et al., 2013). Compreende a habilidade do hospedeiro
em lidar ou se recuperar do ataque da praga (SMITH, 2005).

A resisténcia por antibiose se expressa quando algum artrépode, ao se alimentar da
planta, sofre algum tipo de efeito adverso percebido em sua biologia, por exemplo: taxa
de mortalidade alterada, periodo de desenvolvimento das diversas fases prolongado,
reducdo do tamanho, peso e menor fertilidade, fecundidade e periodo de oviposicao
(LARA, 1991; PEDIGO, 2002). Alguma caracteristica de natureza quimica, fisica ou
morfoldgica, se encarregara de provocar o efeito adverso na biologia do inseto (SMITH,
2005).

Por fim, a resisténcia por antixenose ou n&o-preferéncia, decorre quando algum
genotipo, por algum motivo é menos preferido que outro, estando em condigdes iguais de
haver o ataque por parte do artropode-praga, exercendo aqui, um efeito adverso em seu

comportamento (SMITH, 2005). Tal artificio funciona inviabilizando parcial ou
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totalmente comportamentos de alimentacdo, abrigo e oviposicdo (BASTOS et al., 2015).
Relaciona-se a caracteristicas da planta hospedeira que influenciam o inseto e alguns
exemplos sdo: cor, composicdo da epiderme (presenca ou ndo de tricomas, dureza do
grdo) e também estimulos quimicos, os chamados de semioquimicos, podendo ser
favoraveis ou ndo nesta comunicacao inseto-planta.

A resisténcia a insetos em culturas alégamas, como € o caso do milho, é muitas
vezes herdada quantitativamente. O milho é uma cultura com ampla variabilidade
genética e de polinizacdo cruzada. As recombinagcdes genéticas acontecem bem mais
frequentemente nele do que na maioria dos outros cereais. A ampla recombinagéo de
diferentes genes de resisténcia no milho pode levar ao acumulo de varios fatores de
resisténcia em maior frequéncia do que se verifica em culturas autdégamas. A ampla
variabilidade genética da cultura pode desfavorecer o desenvolvimento de ragas ou
bidtipos de pragas. Outra caracteristica da resisténcia a insetos no milho é a natureza
maltipla dos mecanismos de resisténcia e, desta forma, varios fatores de resisténcia foram
identificados para a maioria dos insetos-praga do milho. Insetos ou patdgenos expostos a
culturas homogéneas cuja resisténcia € monogénica sdo mais propensos a desenvolverem
bidtipos capazes de suplantar a resisténcia em questdo. Todavia, se as pragas estdo
expostas a uma cultura com ampla variabilidade genética, que utiliza varios genes de
resisténcia para se defender do ataque de pragas, uma série de respostas complexas
decorrentes da interacdo entre a resisténcia do hospedeiro e os fatores de viruléncia da
prépria praga, poderd ser encontrada (GRACEN JR & GUTHRIE, 1986). Face ao
exposto, existem grandes chances de que a variabilidade existente entre os genétipos de
milho permita selecionar fontes de resisténcia ao ataque de S. zeamais.

Nesse particular, Marsaro Junior et al. (2008) avaliaram a resisténcia de alguns
hibridos de milho a S. zeamais pelo indice de suscetibilidade de Dobie (1977) que leva
em conta o numero de adultos do inseto emergidos e o tempo médio de desenvolvimento,
depois da infestacdo artificial dos grdos. Os autores verificaram que nos hibridos mais
suscetiveis o ciclo biolégico do gorgulho foi mais curto, sendo estes mais adequados para
alimentacéo e oviposicédo do inseto. Estes hibridos suscetiveis permitiram ainda, geracao
de um numero maior de descendentes e também apresentaram um maior grau de danos
qualitativos e quantitativos em relacdo aos hibridos mais resistentes.

Normalmente gréos de milho resistentes ao ataque de S. zeamais caracterizaram-se

por possuirem atributos morfologicos e bioquimicos causadores da resisténcia observada.
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Dentre as causas bioguimicas, o fortalecimento mecénico da parede celular do pericarpo,
que ira se apresentar como barreira fisica ao ataque da praga e os efeitos toxicos dos
compostos encontrados na camada de aleurona e causadores de antibiose (ARNASON et
al., 1997), sdo reportados. Os principais compostos fitoquimicos envolvidos na
manifestacdo desses efeitos sdo o cido trans-ferdlico (FA), o acido p-coumarico (p-CA)
(CLASSEN et al., 1990), varios isdmeros dos acidos diferalicos (DiFA), acidos fendlicos
(PhA) e proteinas estruturais (glicoproteinas ricas em hidroxiprolina - HRGP)
(ARNASON et al., 1994; GARCIA-LARA et al., 2004; BERGVINSON & GARCIA-
LARA, 2004). Outros autores destacam que 0s principais compostos causadores de
antibiose no milho sdo amidas de &cido fendlico, tais como a putrescina p-coumaroil-
feruloyl (CFP) e a putrescina de diferuloil (DFP) (SEN et al., 1994; BURT, 2003),
peroxidases e seus produtos cataliticos (GARCIA-LARA et al., 2007).

Os é&cidos fendlicos simples, diferulados e HRGPs (glicoproteina rica em
hidroxiprolina) exprimem fortes correlagdes negativas com a suscetibilidade dos graos de
milho a S. zeamais e correlacionam-se positivamente com a dureza do grdo. O conteudo
de amidas também se correlaciona negativamente com a presenca de danos nos graos.
Essas correlagdes negativas indicam que o0 aumento em cada um desses componentes nos
grdos de milho é associado a uma diminuicdo na suscetibilidade dos grédos, e por
consequéncia, aumento da resisténcia ao ataque do gorgulho-do-milho. E importante
mencionar que as amidas também apresentam atividade inibitéria da biossintese de
aflatoxina B1 em Aspergillus flavus (MELLON & MOREAU, 2004).

Outros estudos observaram que o contetdo de fibras, &cidos fendlicos e inibidores
de tripsina dos graos de milhos constituem-se na base da resisténcia a S. zeamais e que 0
aumento no contetdo desses compostos € acompanhado da reducao na suscetibilidade ao
ataque do gorgulho-do-milho. Antagonicamente, o0 aumento dos teores de proteina, zinco,
magnésio, calcio, sodio, fosforo, manganés, ferro, cobalto e amido aumentaram a
suscetibilidade do milho ao ataque da praga (NWOSU, 2016).

Estudos realizados com o objetivo de identificar genes e locos de tragos
quantitativos (QTL) associados as bases bioquimicas da resisténcia do grdo de milho ao
ataque de S. zeamais verificaram que os QTL para componentes da parede celular foram
associados a resisténcia do milho a praga e que alguns deles estdo agrupados em regides
representativas do genoma da espécie (CARDINAL & LEE, 2005; KRAKOWSKY;
LEE; HOLLAND, 2007; MEYER et al., 2007). Assim, os marcadores moleculares
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ligados a estes compostos podem vir a ser satisfatérios na selegdo assistida por
marcadores (MAS) em programas com esse proposito.

Em termos de atributos morfoldgicos ha uma relacéo entre a dureza e espessura do
pericarpo ou do nucleo dos gréos e sementes e a resisténcia a S. zeamais. Bergvinson
(2004) observou que é bem mais dificil haver penetracdo de S. zeamais no milho com
pericarpo mais espesso e duro e que o milho que continha palhas mais apertadas ou gréos
e sementes mais duros, era visivelmente mais resistente a estes insetos. Similarmente,
Tongjura, Amuga & Mafuya (2010) constataram que existia uma relacéo entre o tamanho
e 0 teor de umidade dos grdos de sete variedades de milho testadas e que essa
caracteristica influenciava no ataque de S. zeamais. Assim, graos ou sementes de tamanho
menor eram consequentemente mais duros e compactos e apresentavam menores teores
de umidade sendo, portanto, mais resistentes ao ataque de S. zeamais. De maneira
antagonica, grdos maiores, eram mais macios, apresentando maior umidade e sendo mais
facilmente atacados.

Todas essas diferencas contribuem para explicar as alteracbes no ataque de S.
zeamais de acordo com o tipo de grdo avaliado conforme observado por Suleiman,
Rosentrater & Bern (2015) que relataram que apesar de haver crescimento exponencial de
S. zeamais desenvolvendo-se sobre diferentes tipos de milho, que os tipos Flint (duro) e
pipoca se mostram mais resistentes ao ataque da praga em relacdo ao milho doce e
dentado.

Alem dos efeitos j& descritos, atualmente muitos materiais comerciais incorporam
toxinas Bt (da bactéria Bacillus thuringiensis) que tém como alvo Lepidopteras-praga.
Todavia, existem varias proteinas cry com toxinas que agem sobre diferentes grupos de
insetos incluindo dipteros, lepiddpteros, himenopteros e coledpteros. A classe Cry3 de
proteinas Bt € reconhecida por apresentar toxicidade para larvas de coledpteros
(FABRICK et al., 2009; MOSTAFA; VLASAK; SEHNAL, 2013). Essas proteinas ja
foram testadas em diversas pragas de graos armazenados, todavia, ndo existem relatos de
que o controle de S. zeamais com o0 uso dessas proteinas tenha sido efetivo o que pode ser
explicado pelo comportamento criptico de suas fases imaturas no interior do gréo,
dificultando o controle (YILMAZ et al., 2012).

Além disso as proteinas Cry1B e Cry9 que demonstraram alta toxicidade a Ephestia
kuehniella Zeller e Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae),

apresentaram toxicidade apenas moderada sobre Tribolium castaneum (Herbst)
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(Coleoptera: Tenebrionidae). De maneira semelhante, Yilmaz et al. (2012) isolaram uma
estirpe de Bt (SY49.1) que se mostrou altamente patogénica a larvas de E. kuehniella e P.
interpunctella. Todavia, ao se testar esta mesma cepa sobre T. castaneum, a concluséo foi
a de que para causar 0 mesmo efeito de toxicidade aguda observado para as larvas de
Lepidoptera nesta espécie era necessario uma quantidade substancialmente maior da
toxina. Desta forma, a expressdo dessas toxinas nos genotipos comerciais, mesmo que
estejam em concentracdo abaixo da necessaria para causar mortalidade em espécies da
ordem Coleoptera, pode apresentar efeitos toxicos crbnicos, compativel com acdo de
antibiose, conforme verificado por estes autores. Por essas razdes, isolinhas contendo ou
ndo estas toxinas também devem ser consideradas e avaliadas em ensaios em que se
pretenda buscar resisténcia a espécies de grdos armazenados que ndo sejam alvo das
toxinas Bt.

As cultivares resistentes podem reduzir a perda de massa de grdos em relagdo as
cultivares suscetiveis em 50 a 87%, compativel com o que j& foi verificado em outros
trabalhos (GARCIA-LARA et al., 2007), sendo portanto seu uso altamente recomendado

no contexto do MIP.

3.4 Atmosfera modificada com 0z6nio no controle de pragas de graos armazenados

O géas ozobnio (Oz), forma alotropica e tri-atbmica do oxigénio, estd entre as
principais alternativas ao uso da fosfina em ambientes com atmosfera modificada
enriquecidas com o gas, devido a sua acdo como agente controlador e forte oxidante que
apresenta propriedades inseticidas ja& demonstradas para insetos que infestam o0s gréos
armazenados (KELLS et al., 2001; ZHANGGUI et al., 2003). O ozénio tem sua
eficiéncia j& constatada no controle de insetos-praga de grdos armazenados, na
destoxificacdo de micotoxinas e no controle de microrganismos (ROZADO et al., 2008;
SOUSA et al., 2008; ALENCAR et al., 2012).

Além do controle de insetos-praga, segundo Mendez et al. (2003), nenhum efeito
negativo foi observado no produto armazenado ozonizado ou seja, nenhuma alteracéo
nutricional foi constatada em um estudo feito com trigo, milho e arroz. O gas pode
também ser gerado no préprio local de uso, descartando-se gastos com transporte,
manipulagdo, armazenamento e destinacdo de embalagens de inseticidas (MENDEZ et
al., 2003).
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E a despeito dos casos ja relatados de resisténcia de populacfes de S. zeamais aos
inseticidas comumente utilizados para o seu controle (RIBEIRO et al., 2003; GUEDES
et al., 2006; PIMENTEL et al., 2008), ndo existem relatos de resisténcia de populagdes de
S. zeamais ao 0zOnio. Nesse aspecto, Sousa et al. (2008) encontraram uma variabilidade
néo significativa na toxicidade do ozonio entre as populagdes de S. zeamais expostas ao
gas, com todas elas sendo suscetiveis ao ozonio. Sobretudo, houve uma variacdo
significativa na atividade de caminhada entre as populacdes que foi geralmente reduzida
pela exposicdo ao oz6nio. A capacidade do o0z6nio em diminuir a atividade de
caminhamento dos insetos significa que seguramente ele serd eficaz no controle de pragas
de grdos armazenados por limitar a sua capacidade de escapar da exposi¢cdo (BONJOUR
etal., 2011).

Rozado et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de adultos de S. zeamais e a
qualidade fisiolégica de grdos de milho submetidos ao tratamento com o0z6nio (na
concentracéo de 50 mg Kg™?) aplicado em diferentes camadas de grdos e observaram que
0 sucesso no controle é influenciado pelo periodo de exposicdo e pela distribuicdo do
inseto na massa de graos. Similarmente, Kells et al. (2001) ao estudar a eficacia do
0zonio como fumigante na concentracdo de 50 ppm e direcionado ao controle de T.
castaneum e de S. zeamais, obtiveram eficacia de 92 e 100%, respectivamente, trés dias
apos a aplicacdo localizada, ou seja, proxima do ponto de injecdo. Desta forma os autores
concluiram que é altamente provavel que sejam necessarias doses mais elevadas e/ou
tempos de tratamento mais longos para erradicar estes insetos. Nesse sentido, Hansen,
Hansen & Jensen (2013), ao testar a acdo de controle do 0zonio sobre trés espécies de
Sitophilus observaram que, para que fosse obtido o controle total de todos os estagios
internos dessas pragas, foi necessario um tratamento com 135 ppm durante 8 dias.

Em um estudo em que se avaliou a mortalidade de Oryzaephilus surinamensis
(Linnaeus) (Coleoptera: Silvanidae) e E. kuehniella infestando figos secos, constatou-se
que a concentracdo de 0zonio e o tempo de exposicao tiveram influéncia significativa no
tempo letal estimado para estes organismos e que a mortalidade plena de ambos os
insetos ocorreu apenas mediante 90 minutos de exposicdo a uma concentracdo de 5 ppm
de ozonio. Semelhantemente ao que foi descrito anteriormente, 0 0zénio ndo apresentou
efeito significativo sobre a cor, docura e firmeza dos figos secos, mas seu aroma foi
reduzido em alguns casos (SADEGHI; MOGHADDAM; TAGHIZADEH, 2017).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Genotipos

Foram testados 15 geno6tipos de milho de diferentes tipos incluindo milho gréo,
doce e pipoca e contendo ou néo toxinas Bt quais sejam: KWX 1001, KWX 1002, KWX
1003, KWX 1004, KWX 1005, KWX 1006, KWX 1007, KWX 1008, KWX 1009, KWX
1010, BR106, 30s31VYHR (contendo as toxinas Bt VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF),
Superdoce, 30s31 (isolinha de 30s31VYHR sem toxinas Bt) e milho Pipoca (BAS 5802).

Tais genotipos foram cedidos por parceiros para a realizacdo deste trabalho, em que,
do KWX1001 ao KWX 1010 foram provenientes do estado da Bahia, 0 BR106 e 0 BRS
400 (superdoce) sdo gendtipos comercializados pela Embrapa, o 30s31VYHR (com
toxinas Bt) e o 30s31 (isolinha) sdo genotipos comercializados pela Pioneer e 0 BAS
5802 é comercializado pela empresa Basso Semillas

A descricdo qualitativa da cor e do formato foi feita a partir de medigdes
quantitativas. No caso da cor, ela foi determinada com auxilio de um espectrofotdmetro
Modelo ColorQuest XE (HunterLab, Reston, Estados Unidos), utilizando amostras dos gréos
de maneira ndo destrutiva e realizando as medicOes em trés sub-amostras de cada
gendtipo, sendo feitas duas leituras por subamostra. Os dados foram representados como
coordenadas L-, a- e b- do sistema de cores de Hunter, onde o L- representa a
luminosidade (os valores variam de 0 a 100, escuro a claro) e os valores de a- e b- sdo 0s
componentes cromaticos que variam de (+) avermelhado ao (-) esverdeado e (+)
amarelado a (-) azulado, respectivamente. Os valores de a- e b- foram usados para
calcular a tonalidade da cor (h) e a saturacdo da cor ou croma (C) de acordo com as
seguintes equacBes: h = tan? (b/a); C = (&% + b?)¥? (MASKAN, 2001). No caso do
formato, ele foi inferido a partir da medicao das trés dimensdes de amostras de 30 graos
de cada gendtipo: largura, comprimento e espessura. Essas medi¢des foram realizadas
com paquimetro digital com 0,001 mm de precisdo e foram empregadas ainda para o
calculo da circularidade e da esfericidade a partir das equagdes descritas em Guedes et al.
(2011).
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4.2 Insetos

A espécie S. zeamais empregada nos ensaios foi obtida de criacdo estoque mantida
no laboratorio de Protecdo de Plantas da Universidade de Brasilia, Brasilia, DF. Os
insetos sdo criados sobre variedade de milho Doce Cristal e mantidos sob condigéo
ambiental em baldes plésticos de 20 litros de capacidade contendo uma abertura recoberta
com organza para aeragdo. Para serem usados nos testes 0s insetos seguiram 0s
procedimentos de sexagem descritos em Padil (2018) e Hasltead (1963) e baseados na
presenca de rostro relativamente mais comprido e estreito, contendo puncturas ao longo
do mesmo em linhas regulares e sem se tocarem nas fémeas e mais curto e largo nos
machos, com puncturas ndo organizadas em linhas e sempre tocando umas nas outras.
Antes de serem usados em alguns dos testes os insetos foram mantidos sem contato com
grdos para alimentacdo e oviposigdo por pelo menos 24 horas. Foram usados adultos dos
insetos de 1-21 dias de idade, dependendo do ensaio em questéo.

4.3 Padronizacgdo das amostras de graos

As amostras de gréos livres de infestacdo foram mantidas em freezer a 4 + 1°C até
0 inicio dos ensaios de tal forma a evitar novas infestacbes. Para que pudessem ser
empregadas nos ensaios com 0s insetos as amostras tiveram seu teor de umidade
padronizado para 13,5 £ 0,5%, tendo em vista que esta umidade torna o milho mais
suscetivel ao ataque de insetos e € a umidade que os grdos sdo normalmente
comercializados no pais. Para isso, inicialmente as amostras tiveram seu teor de umidade
auferido de acordo com a metodologia padrdo da ASAE S352.2 (ASAE, 2001), sendo
empregadas trés repeticdes de amostras contendo 100 grdos de cada um dos genotipos
testados. Em seguida, para uniformizar a umidade dos diferentes lotes de grdos de milho,
foi utilizado o método estatico em que o equilibrio higroscopico entre o produto e o
ambiente sob condicGes controladas é atingido sem movimentacdo do ar (CHEN, 2000;
CORREA et al., 2005). Desta forma, as amostras foram acondicionadas em tecido
permeavel (tipo voile) possibilitando que ocorresse a troca de vapor de agua e foram
colocadas no interior de dessecadores contendo solucdo salina saturada de NaCl. Os
dessecadores contendo as amostras foram mantidos em condi¢cdo ambiental. A dessorcéo
(retirada de umidade) ou adsorcdo (adesdo de moléculas de um fluido a uma superficie

solida, no caso, adesdo da umidade da solucdo salina aos gréos) foi constatada quando a
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umidade de equilibrio foi atingida. O atingimento de tal umidade foi assegurado por meio
de pesagem periddica das amostras e comprovacédo de que nao existia variagdo na massa
apos trés pesagens consecutivas, sendo observado que a umidade de 13,5 = 0,5% para 0s
grdos de cada um dos 15 genotipos havia sido atingida, expressando seu teor em base

Umida.

4.4 Testes com chance de escolha

Nestes testes foram usados 4 g de cada tratamento (gendétipo) avaliado que foram
alocados ao acaso em cada uma das 15 posi¢Ges ocupadas em uma arena construida com
recipientes plasticos redondos de 3.500 mL de capacidade em cujo diametro foram
dispostos os tubos Falcon de maneira equidistante e fixados com auxilio de cola quente e
fita veda rosca. Cada arena recebeu entdo 50 fémeas e 50 machos de S. zeamais de 7 dias
de idade, sendo usadas trés arenas por bioensaio com fémeas e machos. Os tratamentos
foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os insetos
foram mantidos sem acesso a alimentacdo por 24 h antes da realizagdo dos ensaios.

O numero de insetos encontrado em cada tratamento e os que ndo estavam sobre
nenhum tratamento foi contabilizados decorridos 30, 60, 90, 150, 270, 390, 540, 1.440,
2.880 e 4.320 minutos ap6s o inicio do bioensaio. Apds a ultima avaliacdo, 0s insetos
foram descartados e o nimero de grdos contendo sintomas visiveis de dano fisico ou furo
caracteristico do ataque de S. zeamais e intactos foi contabilizado em cada amostra. Esse
numero foi usado para o calculo da porcentagem de graos danificados através da formula:

numero de grao danificados/nimero total de graos*100.

4.5 Teste sem chance de escolha

Os tratamentos (15 gendtipos) foram testados em um Gnico bioensaio. Durante
toda a experimentacdo, os recipientes foram mantidos em condi¢do ambiental, sendo a
temperatura e a umidade relativa mensuradas diariamente e usadas para estimar a
variagdo (media £ EPM) no periodo de experimentacdo. Os tratamentos foram dispostos
no delineamento inteiramente casualizado com quatro repetigoes.

Os 5 gramas de cada tratamento avaliado conjuntamente e os 10 casais de S.
zeamais foram colocados no interior de cada um dos 60 recipientes (15 genotipos x 4

repeticdes) de vidro transparente de 40 mL de capacidade com tampa pléstica de rosca.
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Os casais usados na infestagdo tinham 21 dias de idade e foram mantidos sem contato
com alimento por 24 h e apds a infestacdo foram mantidos em contato com o0s gréos por
14 dias. No décimo quarto dia os adultos foram retirados, sendo contabilizado o namero
de individuos vivos e mortos. Apos a retirada dos insetos utilizados para a infestacéo, a
emergéncia do primeiro adulto da geracdo F. foi avaliada diariamente, sendo anotada a
data de emergéncia, 0 nimero e o peso dos insetos emergidos. Esses dados foram usados
para o calculo do total de adultos emergidos e da média ponderada do tempo gasto e peso
médio dos individuos obtidos em cada tratamento. A partir da emergéncia do primeiro
adulto as avaliacOes persistiram por 48 dias (pelo fato de haver insetos que podem
ultrapassar a média de dias que normalmente levam para se tornarem adultos) tendo em
vista que a duracdo media de ovo a adulto de S. zeamais é em torno de 34 dias
(ROSSETO, 1972; LORINI et al., 2010).

4.6 Toxicidade do oz6nio e a resisténcia de plantas

4.6.1 Ensaios com 0z6nio e 0s gendtipos provenientes dos ensaios sem chance de
escolha

Os gendtipos Superdoce, BR106 e Pipoca foram infestados com cerca de 200
adultos de S. zeamais que foram mantidos em contato com 100 g de gréos por 14 dias e,
apos esse periodo foram eliminados. Os adultos obtidos (F1) foram utilizados em testes
adicionais com atmosfera modificada com ozonio.

Os insetos assim obtidos foram usados na proporcao de 5 g de grdos e cinco
adultos de S. zeamais por unidade experimental sendo acomodados no interior de sacos
de organza de 18,5 cm de comprimento x 14,5 cm de largura que foram destinados a
recipientes de vidro de 850 mL de capacidade com tampa adaptada para passagem de
ozo6nio. Foram usados insetos de 21 dias de idade e mantidos sem alimento por 24 h. Os
tratamentos assim constituidos foram submetidos a passagem de ozénio gerado pelo
método de barreira dielétrica. A concentracdo usada foi de 5 mg L e a vazdo de 2,0 L
mint. Foram empregados quatro recipientes de vidro por tempo de exposicdo ao gas que
foi de 10, 20, 40 e 60 minutos, sendo dispostos no delineamento inteiramente
casualizado. Adicionalmente, foi empregado o mesmo tempo de exposi¢do ao 0zénio nas
testemunhas, submetidas a passagem de oxigénio através de bombinha de aquario e sem

contato com nenhum gas, apenas em contato com 0s genotipos. A mortalidade foi
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avaliada ap6s 48 horas e um individuo foi dado como morto quando néo exibia resposta
ao togue de uma pinga. Cada bioensaio foi repetido duas vezes.

Os dados de mortalidade apos 48 horas em funcéo dos tempos de exposi¢do foram
corrigidos para a mortalidade média ocorrida nas testemunhas através da formula de
Schenneider-Orelli (PUNTENER, 1981):

Mtrat — Mtest)

Mortalidade corrigida (%) = ( 100 — Mtest

Em que: Mcorigida: mortalidade no tratamento corrigida pela testemunha (%); Myt

mortalidade no tratamento (%); Mtest: mortalidade na testemunha (%).

4.6.2 Sinergia entre uso do 0zénio e 0s gendtipos provenientes dos ensaios com
chance de escolha

O gendtipo BR106 foi empregado nos testes. Foram usados 4 g de grdo por
seringa e uma fémea de S. zeamais de 21 dias de idade por arena que foi mantida sem
acesso a alimentacdo por 24 h.

A exposicdo dos graos ao ozonio foi realizada conforme descrito em 5.6.1, com
tempo de ozonizagdo de 30 min.. Apos a exposi¢cdo ao gas, os graos foram acomodados
no interior de seringas (10 mL) que permitiram acesso ao olfatdmetro de quatro escolhas,
que € composto por uma placa de acrilico (16,5 x 16,5 cm) com uma depressdo em forma
de “X” (corpo com 16,5 cm e cada brago medindo 4,1 cm). Tal categoria de olfatbmetro
possibilita a medicdo da repeléncia ao 0zoOnio impregnado nos grdos que foram
acomodados no interior das seringas de vidro (4) conectadas em cada uma das suas 4
possibilidades de escolha com o auxilio de mangueiras de silicone (8 mm de diametro
total e 4 mm de diametro do furo central). Foi formada uma corrente de ar, e para isso foi
utilizada uma bomba de aquério com fluxo de 0,8 L min~, fluxo este que foi dividido em
0,2 L min' para cada braco (possibilidade de escolha). Este ar foi carreado para o interior
do olfatdmetro, passando antes pelo carvéo ativado e pela dgua destilada, sendo filtrado e
umidificado. O ar, apds adentrar o interior do olfatdmetro, foi escoado por meio de uma
bomba de sucgdo posicionada em um orificio no meio do olfatdbmetro, com um fluxo
regulado para 0,4 L min™. Foram realizados testes com seis fémeas em que os bragos do
olfatbmetro continham a combinacdo de um gendtipo ndo tratado com o mesmo gendtipo
tratado com 0zénio nos trés bracos (possibilidades de escolha) remanescentes. O tempo
de avaliacdo foi de 10 minutos e uma fémea foi considerada ndo responsiva, caso nao
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demonstrasse nenhuma reacdo ap6s 1 minuto. Foram avaliados o tempo (em segundos)
para primeira escolha (ao soltar a fémea no centro do aparato e acionar o cronémetro, isto
se refere a qual das 4 possibilidades de escolha/estimulo, cada inseto optou por entrar,
primeiramente) e o tempo (em segundos) de residéncia (ao escolher um dos 4 estimulos,

guanto tempo o inseto permaneceu N0 MesmMo).

4.7 Caracterizagdo quimica dos genotipos empregados nos ensaios

Na determinacdo dos teores de carboidratos, cinzas, lipideos, proteina e umidade
dos 15 diferentes gendtipos de milho, foram moidos 30 gramas de cada gendtipo,
submetidos as analises citadas anteriormente, com excecdo aos teores de umidade e de

cinzas, obtidos a partir dos gréos inteiros.

Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico em estufa com
circulacéo forcada de ar a 103 + 2 °C por 72 horas (ASAE, 2000), com trés repeticoes.
Foram utilizados por repeticdo 2,0 g de gréos inteiros previamente pesados em balanca
analitica e acondicionados em cadinhos de porcelana. O teor de umidade foi expresso em

base Umida.

Teor de proteinas

Para a quantificacdo do teor de proteinas, admitiu-se o método de Kjeldahl,
conforme a recomendacdo AOAC (2005), de método 991.22, com trés repeticdes.
Utilizou-se 0,3 g de grdos moidos acondicionados em tubos de vidro para destilagdo de
nitrogénio. Adicionou-se 1,0 g de mistura catalitica composta por sulfato de potassio e
dioxido de titanio e 3,5 mL de &cido sulfarico. Procedeu-se a digestdo da amostra por 4,0
h a 450°C. Posteriormente foi efetuada a destilagcdo em destilador de nitrogénio modelo
TECNAL TEO0363 e em seguida a titulagdo do destilado com HCI 0,1 N. Em fungéo do
volume de HCI gasto na titulacdo, calculou-se o teor de proteinas, adotando-se fator de

proteinas igual a 6,25.
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Teor de lipideos

O teor de lipideos foi estabelecido de acordo com o método Am 5-04 da
AOCS (2005), usando-se o extrator de gordura Modelo ANKOM XT15 Extractor
(Ankom Technology, Nova lorque, Estados Unidos), sendo o éter de petrdleo (30-70°C,
P.A— A.C.S) o solvente, com trés repeticOes. Para cada repeticdo, pesou-se 1,5 g de gréos
moidos acondicionados em bolsa de filtro Modelo ANKOM XT4 para extracdo de
lipideos com porosidade de 2-3 um. Em seguida efetuou-se a desidratacdo das amostras
em estufa com circulagdo forcada de ar a 103 £ 2°C por 3 h. Decorrido esse periodo, as
amostras foram submetidas a extragdo de lipideos por 1,0 h. Depois da extracdo de
lipideos, o solvente residual das amostras foi evaporado em estufa a 103 + 2°C por 3 h.

Entdo, efetuou-se a pesagem das amostras.

Teor de Cinzas
O método adotado para quantificar o teor de cinzas foi 0 945.46 da AOAC (2005),
a partir das amostras utilizadas na determinacao do teor de umidade, com trés repeticGes.

A calcinacdo ocorreu em mufla a 600°C por 4,0 h.

Teor de carboidratos

O teor de carboidratos totais presente nas amostras deu-se por diferenca, ao
subtrair de 100 os valores obtidos para os teores de umidade, proteinas, lipideos e cinzas,
segundo o0 método 986.25 da AOAC (2005).

4.8 Analise dos dados

Os dados dos diferentes bioensaios realizados com fémeas e machos nos
testes com chance de escolha foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) por
Medidas Repetidas, sendo as médias comparadas pelo teste Tukey HSD a P < 0,05. A
média do nimero de insetos escolhendo os diferentes gendtipos ao longo dos tempos de
avaliagdo e a porcentagem de gréos danificados em cada bioensaio com chance de
escolha foi submetida a ANOVA sendo as médias comparadas pelo teste Tukey HSD a P
<0,05.

Os dados da curva tempo x mortalidade ap0s exposi¢cdo ao ozbnio foram

submetidos a analise de Probit. Além disso, as TLsp foram comparadas dividindo-se o
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maior valor pelo menor valor e obtendo-se a razdo do tempo letal que possibilita saber se
dois valores de TL séo significativamente diferentes ou ndo (isto €, quando o IC a 95% do
TL ndo inclui o valor 1.0 (ROBERTSON et al., 2007). Os dados relativos ao tempo
demandado para primeira escolha no olfatdbmetro e tempo de residéncia foram
comparados por teste de x2 (para verificar se a frequéncia com que um determinado
acontecimento ocorreu se desvia significativamente ou ndo daquela frequéncia com que o
mesmo era esperado).

Os dados relativos ao teor de proteinas, cinzas, lipideos e carboidratos,
esfericidade e circularidade foram submetidos a andlise de correlagdo canénica, e
eventualmente correlacdo de Pearson, com as variaveis numero de insetos emergidos,
tempo de emergéncia e peso dos insetos emergidos dos testes sem chance de escolha a P
< 0,05. A média do numero de insetos escolhendo os gen6tipos nos ensaios com chance
de escolha (média dos tempos de avaliagdo) foi correlacionada com a tonalidade, o croma
e a luminosidade por correlagdo de Pearson e Candnicas a P < 0,05. Em todos os casos

foi usado o programa SAS para as analises (SAS, 2002).

5. RESULTADOS

5.1 Ensaios com chance de escolha

Fémeas e machos de S. zeamais apresentaram preferéncia pelo gendtipo
Superdoce em testes com chance de escolha. No caso das fémeas, os gendétipos
KWX1009 e BR106 foram intermediariamente preferidos e no caso dos machos os
gendtipos KWX1009 e 30S31 foram os que apresentaram densidades intermedidrias de
insetos, com os demais genotipos nao diferindo estatisticamente entre si (Figura 1).

Os gréos do geno6tipo Superdoce foram os mais danificados por fémeas e machos
de S. zeamais. O gendtipo KWX1009 apresentou porcentagem de grdos danificados por
fémeas intermediéria entre os mais e 0s menos danificados com os demais ndo diferindo
entre si. No caso dos machos os demais genotipos testados ndo diferiram em relacdo a
porcentagem de gréos danificados entre si (Figura 2).

A Unica diferenca apresentada entre fémeas e machos foi em relagdo a
porcentagem de gréos danificados do gendtipo KWX1001, com os machos danificando

significativamente mais esse genotipo do que as fémeas de S. zeamais (Figura 2).
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Pipoca D
30S31
Superdoce
30S31VYHR
BR 106
KWX 1010
KWX 1009
KWX 1008
KWX 1007
KWX 1006
KWX 1005
KWX 1004
KWX 1003
KWX 1002
KWX 1001

B [Fémeas
1 Machos

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Média do ntimero de adultos de S. zeamais

Figura 1. Média do nimero de adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) +
EPM (10 avaliacGes e 3 bioensaios) em 15 gendtipos de milho (Zea mays Poaceae) em testes
com chance de escolha. *Médias seguidas pela mesma letra maiuscula ou minuscula em barras

da mesma cor ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P>0,05.
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Pipoca JFBHb

30S31
Superdoce
30S31VYHR
BR 106
KWX 1010
KWX 1009
KWX 1008
KWX 1007
KWX 1006
KWX 1005
KWX 1004
KWX 1003
KWX 1002
KWX 1001

B [Fémeas
1 Machos

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60

Graos danificados por S. zeamais (%)

Figura 2. Média (10 avaliacdes e 3 bioensaios) da porcentagem de grdos danificados por

adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) £ EPM em 15 gen6tipos de

milho (Zea mays Poaceae) em testes com chance de escolha. *Médias seguidas pela

mesma letra mailscula ou mindscula em barras da mesma cor ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P>0,05. Asteriscos indicam diferenca

significativa entre fémeas e machos pelo teste t ndo pareado a P<0,05.
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5.2 Ensaios sem chance de escolha

Nos ensaios sem chance de escolha, 0 gendtipo que proporcionou a emergéncia de
maior nimero de adultos de S. zeamais foi 0 BR106 seguido do KWX 1009 e do
Superdoce. Os demais geno6tipos proporcionaram baixa ou nenhuma emergéncia de

insetos, nao diferindo estatisticamente entre si (Figura 3).

Pipoca
30S31
Superdoce
30S31VYHR
BR 106
KWX 1010
KWX 1009
KWX 1008
KWX 1007
KWX 1006
KWX 1005
KWX 1004
KWX 1003
KWX 1002
KWX 1001

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Total de adultos de S. zeamais emergidos

Figura 3. Média do nimero de adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae)
+ EPM emergidos de 15 gen6tipos de milho (Zea mays Poaceae) em testes sem chance de
escolha. Ta. = 26,06 + 0,09; U.R. = 65,66 + 1,12. *Médias seguidas pela mesma letra

mailscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P>0,05.
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N&o foi possivel registrar 0 peso e o tempo para emergéncia em todos 0s
gendtipos, tendo em vista ndo ter ocorrido emergéncia de insetos em alguns deles. Dentre
0S genotipos em que houve emergéncia, 0s insetos emergidos apresentaram maior peso
quando se desenvolveram em KWX 1002, KWX 1003, KWX 1009, BR106 e 30S31,
sendo esses valores intermediarios em KWX 1006 e Pipoca e minimo quando os insetos
foram provenientes do Superdoce. O maior tempo requerido para emergéncia ocorreu nos
gendtipos KWX 1002 e KWX 1006 e o menor no genotipo Superdoce, sendo

intermediario nos demais genétipos (Figura 4).
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Figura 4. Média do peso médio (mg) e do tempo requerido (dias) para emergéncia de
adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) + EPM de 8 gendtipos de
milho (Zea mays Poaceae) em testes sem chance de escolha. Ta. = 26,06 + 0,09; U.R. =
65,66 £ 1,12. *Médias seguidas pela mesma letra maitscula nas barras e minasculas nos

quadrados ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P>0,05.
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5.3 Correlagoes entre os testes com e sem chance de escolha e as caracteristicas

fisicas, morfoldgicas e quimicas dos gréaos

O numero de fémeas e machos que escolheram e danificaram os gendtipos em
testes com chance de escolha apresentaram correlagbes canonicas significativas com as
caracteristicas fisicas, morfoldgicas e quimicas dos gréos (r = 0,91; Fse 121,66 = 4,66; P =
< 0,0001). As caracteristicas dos insetos que mais contribuiram para as correlagdes
obtidas foram o ndmero de fémeas e machos no eixo 1 e o nimero de fémeas e a
porcentagem de gréos danificados no eixo 2, tendo em vista o valor das correlagdes
canodnicas. Com excecdo do nuimero de fémeas no eixo 2, todas as correlacbes foram
positivas. Em relacdo as caracteristicas dos grdos, as que mais contribuiram para explicar
a escolha dos insetos e a porcentagem de gréos danificados foram a tonalidade e o teor de
lipideos no eixo 1 e a luminosidade e o teor de proteinas no eixo 2, sendo todas positivas,
com excegédo da luminosidade (Tabela 1).

Nas correlacdes par a par (de Pearson) foram verificadas correlacfes significativas
e positivas entre o nimero de fémeas realizando escolha e a tonalidade da cor dos gréos
(r =0,76; P < 0,0001), o teor de lipideos (r = 0,65; P < 0,0001) e o teor de cinzas (r =
0,42; P = 0,0037) e negativas com a saturacdo da cor (r = -0,40; P = 0,0064), o teor de
carboidratos (r = -0,42; P = 0,0045), a esfericidade (r = -0,50; P = 0,0005) e a
circularidade (r = -0,37; P = 0,0114). O numero de machos realizando escolha
apresentaram correlacfes significativas e positivas com a tonalidade (r = 0,74; P <
0,0001), com o teor de proteinas (r = 0,31; P = 0,0380), lipideos (r = 0,65; P < 0,0001) e
cinzas (r = 0,41; P = 0,0055) e negativas com a saturacdo da cor (r = -0,40; P = 0,0064),
0 teor de carboidratos (r = -0,46; P = 0,0014), a esfericidade (r = -0,46; P = 0,0014) e a
circularidade (r = -0,37; P = 0,0133). A porcentagem de grdos danificados por fémeas de
S. zeamais apresentou correlagdes positivas e significativas com a tonalidade (r = 0,66; P
< 0,0001), com o teor de lipideos (r = 0,37; P = 0,0128) e de cinzas (r = 0,32; P =
0,0346) e negativa com a saturacdo da cor (r = -0,45; P = 0,0021) e com a esfericidade (r
= -0,35; P = 0,0179). A porcentagem de grdos danificados por machos apresentou
correlagdes significativas e positivas com a tonalidade da cor (r = 0,59; P < 0,0001) e
com o teor de lipideos (r = 0,53; P = 0,0002) e negativa com o teor de carboidratos (r = -
0,31; P =0,0355).
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Tabela 1. Correlagbes canonicas (r) e coeficientes candnicos (ca) entre as variaveis do
inseto Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) [NUmero de fémeas, nimero de
machos, porcentagem de grdos danificados por fémeas e porcentagem de graos
danificados por machos] e dos gréos de milho com os quais o inseto foi alimentado [L, h,
C, proteinas, lipideos, cinzas, carboidratos, esfericidade e circularidade] em testes com

chance de escolha.

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
r ca r ca
NUmero de fémeas 0,97 0,20 -0,21 -3,45
NUmero de machos 0,99 0,99 0,01 2,87
Porcentagem de 0,75 -0,22 -0,13 -0,24
grdos danificados
por fémeas
Porcentagem de 0,79 0,002 0,22 0,87
grdos danificados
por machos
L -0,15 -0,54 -0,57 -0,54
h 0,78 0,66 -0,24 0,37
C -0,42 -0,17 0,07 -0,07
Proteinas (%) 0,35 0,002 0,56 1,23
Lipideos (%) 0,74 0,51 -0,04 0,05
Cinzas (%) 0,44 0,05 -0,23 -0,19
Carboidratos (%) -0,53 0,24 -0,16 1,13
Esfericidade (%) -0,51 -0,21 0,44 0,76
Circularidade (%) -0,42 0,11 0,22 -0,47
Estatisticas R 0,91 R 0,58
F 4,66 F 2,09
df 36 df 24
P <0,0001 P 0,0063

Os valores em negrito correspondem as principais contribui¢des para o eixo significativo

(P<0,05).*L- luminosidade; h - tonalidade da cor e C- saturagdo da cor ou croma.
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As caracteristicas relativas aos insetos emergidos do ensaio sem chance de escolha
[total de adultos emergidos, peso dos adultos emergidos (mg) e médias dos dias
requeridos para emergéncia (dias)] apresentaram correlacéo candnica significativa com as
caracteristicas quimicas [teor de proteinas, lipideos, cinzas e carboidratos] e morfoldgicas
[esfericidade e circularidade] dos gréos testados (r = 0,82; Fis40 = 2,56; P = 0,0066). As
caracteristicas relativas ao peso médio dos adultos emergidos, teor de proteinas e de
carboidratos foram especialmente importantes para tais correlacbes exibindo valores
elevados tanto em relagdo as correlagbes candnicas quanto para os coeficientes
canonicos. Nesse sentido, 0 peso dos insetos emergidos foi positivamente afetado pelo
teor de carboidratos e pela circularidade e negativamente afetado pelo teor de proteinas
dos grdos (Tabela 2). Esse comportamento também foi observado nas correlagcdes par a
par (correlagdes de Pearson) em que o peso médio dos insetos apresentou correlacao
negativa e significativa com o teor de proteinas (r = -0,54; P = 0,0067). Além disso, 0
numero de dias requeridos para emergéncia apresentou correlacdo significativa e negativa
com o teor de proteinas (r =-0,71; P = 0,002), negativa com o teor de cinzas (r = -0,58; P
= 0,0037), positiva com o teor de carboidratos (r = 0,79; P < 0,0001), positiva com a
esfericidade (r = 0,44; P = 0,0352) e positiva com a circularidade (r = 0,64; P = 0,0011)
dos gréos. O total de insetos emergidos apresentou correlagdo de Pearson negativa e

significativa com o teor de cinzas dos gréos (r = -0,42; P = 0,0477).
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Tabela 2. Correlagbes canobnicas (r) e coeficientes candnicos (ca) entre as variaveis do

inseto Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) [total de adultos emergidos, peso

dos adultos emergidos (mg) e médias dos dias requeridos para emergéncia (dias)] e dos

grdos de milho com os quais o inseto foi alimentado [proteinas, lipideos, cinzas,

carboidratos, esfericidade e circularidade] em testes sem chance de escolha.

Variaveis r ca
Total de adultos emergidos 0,64 0,42
Peso médio dos adultos 0,90 0,74
emergidos (mg)
Média dos dias para 0,42 0,14
emergéncia (dias)
Proteinas (%) -0,94 -0,52
Lipideos (%) -0,56 0,58
Cinzas (%) -0,65 -0,14
Carboidratos (%) 0,89 0,76
Esfericidade (%) 0,35 -0,02
Circularidade (%) 0,70 0,10
Estatisticas R 0,82
F 2,56
df 18
P 0,0066

Os valores em negrito correspondem as principais contribuicdes para o eixo significativo

(P<0,05).
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5.4 Associacao do ozbnio e gendtipos selecionados em ensaios com e sem chance de

escolha

Em relagdo aos ensaios feitos com o inseto no olfatdmetro de 4 escolhas, 0 maior
tempo de residéncia das fémeas de S. zeamais ocorreu nos graos do gendtipo BR106 ndo
tratados com 0z0nio, ao passo que o tempo para primeira escolha foi menor nos grdos nao
tratados em comparacdo aos grdos tratados com ozonio (com ozodnio bracos 1, 2 e 3)
(Tabela 3).

Tabela 3. Média do tempo de residéncia (em segundos) e do tempo para 12. escolha (em
segundos) de fémeas de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) em olfatbmetro
de quatro escolhas contendo milho do genétipo BR106 tratados ou ndo com 0z6nio na
concentragdo de 5 mg L por 30 minutos em comparacgdo ao milho ndo tratado. Tempo

de teste: 10 minutos.

Tratamentos Tempo de residéncia (ICa  Tempo para 12. escolha (IC
95%) a 95%)
Com Ozénio brago 1 70,8 (-13,98-155,64) 7,8 (-8,96-24,63)
Com Ozénio brago 2 41,5 (-16,94-99,94) 2,2 (-3,40-7,73)
Com Ozénio braco 3 16,0 (-10,84-42,84) 4,5 (-7,06-16,07)
Sem tratamento 412, 8 (301,15-524,51) 1,7 (-1,12-4,45)
¥%; GL; valor de P! 481,65; 4; P < 0,0001 79,25; 4; P < 0,0001

IHipotese de igualdade de 25% de escolha (Proc Freq do SAS); n = 6 insetos — dados
parciais. GL- graus de liberdade.
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Os valores de TLso estimados se ajustaram a distribui¢do de Probit e foram iguais
a 9,98, 13,35 e 8,64 minutos para os gendtipos BR106, Superdoce e Pipoca,
respectivamente. Desta forma, o tempo requerido para que a geracao F1 de adultos de S.
zeamais emergidos do milho Superdoce morresse foi 1,33 e 1,54 vezes maior do que 0
tempo requerido para os insetos emergidos dos milhos BR106 e Pipoca morressem,
respectivamente. Apesar desse fato, a Unica diferenca significativa encontrada entre a
TLso dos genotipos testados e o milho Pipoca tendo em vista o IC a 95% foi entre o milho
Pipoca e o Superdoce (Tabela 4), no que pese essa diferenca ter sido de pequena

magnitude.

Tabela 4. Tempo Letal (TL) a 50% dos adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) em diferentes genotipos de milho, 48 horas apés a fumigacdo com o gas
0zonio na concentragdo de 5,0 mg L.

Genétipos  n) Coeficiente  TLs® (IC G.L.® 42  Valor  RTL®

Angular (+EP)®  95%) min deP ICa
95%©
BR 106 200 2,56 (+0,52) 9,98 (5,04- 2 331 0,35 1,15
14,43) 0,75-1,77
Superdoce 200 3,07 (= 0,56) 13,35 2 157 0,45 1,55
(8,00- 1,06-2,25
18,14)
Pipoca 200 3,60 (+0,84) 8,64 (4,82- 2 0,83 0,66 1,00
11,47)

DNUmero de insetos testados; @ Coeficiente angular da curva tempo-mortalidade e seu
erro padrio (EP); ®Tempo letal (TL) em minutos e seu respectivo intervalo de confianca
a 95% (IC 95%); “Grau de liberdade. 2RTL foi calculada dividindo-se o maior valor de
TL pelo menor. ®Se o IC do RTL a 95% incluir o valor 1,0 entdo os TL’s ndo sdo

significativamente diferentes.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho permitiram constatar que houve diferencas
significativas na resisténcia dos genotipos a S. zeamais tanto em testes com chance de
escolha, quanto em testes sem chance de escolha, e a despeito dos insetos testados serem
machos ou fémeas.

O gendtipo mais escolhido pelos insetos nos testes com chance de escolha foi o
Superdoce. O milho Superdoce (BRS 400) possui caracteristicas quimicas que incluem o
alto teor de agucar no endosperma e o baixo teor de amido (PARENTONI et al., 1990).

Tongjura, Amuga & Mafuya (2010) constataram que graos ou sementes de tamanho
menor sdo mais duros e compactos e apresentam menores teores de umidade sendo,
portanto, mais resistentes ao ataque de S. zeamais. De maneira antagbnica, grdos maiores,
sdo mais macios, apresentando maior umidade e sendo mais facilmente atacados. Apesar
desse fato, a umidade inicial dos grdos no presente trabalho foi homogeneizada de tal
modo a nao interferir nos resultados, sendo, portanto as diferencas explicadas pelas
causas fisicas, morfoldgicas e quimicas dos grdos, conforme observado pelo resultado das
correlagdes candnicas e de Pearson.

Por outro lado, Marsaro Junior et al. (2008) avaliaram a resisténcia de alguns
hibridos de milho a S. zeamais e verificaram que nos hibridos mais suscetiveis o ciclo
biolégico do gorgulho foi mais curto e que esses hibridos permitiram a geracdo de um
maior nimero de descendentes e apresentaram maior grau de danos qualitativos e
quantitativos em relacdo aos hibridos mais resistentes.

Nesse quesito, no que pese 0 genotipo Superdoce ter sido o mais preferido pelos
insetos em testes com chance de escolha e também ser o mais danificado ao final destes
ensaios, 0 baixo nimero de insetos emergidos e 0 menor tempo de emergéncia requerido
pelos insetos nos testes sem chance de escolha provavelmente se relacionam as
caracteristicas morfoldgicas dos gréos que limitam o desenvolvimento do inseto (poucos
circulares e esféricos), tendo em vista que a composi¢cdo quimica desses graos (alto teor
de carboidratos em comparagéo ao teor de proteinas) apresentou correlagdo positiva com
algumas das caracteristicas biolégicas de S. zeamais nos testes sem chance de escolha.
Além disso, esses grdos apresentaram valores de tonalidade intermediarios entre 0s
maiores e 0S menores valores e baixos valores de luminosidade em comparacdo aos
demais, algo que pode justificar a escolha por esse genotipo em testes com chance de

escolha, tendo em vista as correlagdes positivas e negativas encontradas entre a escolha
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feita pelos insetos e a tonalidade e a luminosidade, respectivamente. J& o enriquecimento
com carboidratos, pode justificar a maior porcentagem de gréos desse genotipo sendo
danificados ao final dos ensaios com chance de escolha (fase em que o inseto ja
estabeleceu a alimentagdo), tendo em vista que no que pese os teores de proteinas e
lipideos terem apresentado correlacdo positiva com a escolha feita pelos insetos nesses
testes, este genotipo possui baixos teores desses componentes quando comparado aos
demais, néo justificando tal resultado.

Desta forma, tendo em vista os resultados dos testes com e sem chance de escolha,
0s milhos KWX 1009 e BR106 podem ser considerados como 0s mais suscetiveis em
ambos os testes.

Suleiman, Rosentrater & Bern (2015) relataram que apesar de haver crescimento
exponencial de S. zeamais em diferentes tipos de milho, que os tipos Flint (duro) e pipoca
se mostram mais resistentes ao ataque da praga em relacdo ao milho doce e dentado, algo
que esta parcialmente de acordo com os resultados do presente trabalho, tendo em vista
que o milho pipoca néo foi 0 mais atacado por S. zeamais.

Os resultados encontrados no presente trabalho ndo sdo coincidentes com os de
Nwosu (2016) que observou que os maiores responséveis pelo incremento da mortalidade
de S. zeamais desenvolvendo-se em gréos de milho foram os teores dos inibidores de
proteinase e inibidores de tripsina e que 0 aumento nos teores de proteina resultava em
aumento no ataque do inseto. Todavia, esses autores apenas descreveram os teores dos
componentes quimicos dos diferentes genotipos e das varidveis relativas aos insetos, sem,
contudo relacioné-los conforme realizado no presente estudo.

Vale destacar que isolinhas possuidoras ou ndo de toxinas Bt, tais como 0s
gendtipos 30s31VYHR e 30s31, apresentaram diferencas tanto na escolha quanto na
emergéncia de adultos de S. zeamais com a auséncia da toxina condicionando tanto maior
escolha quanto maior emergéncia de adultos. O gendtipo 30s31VYHR apresenta as
toxinas VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF. As proteinas Bt ja foram testadas em diversas
pragas de grdos armazenados, todavia, ndo existem relatos de que o controle de S.
zeamais com 0 uso dessas proteinas seja efetivo o que pode ser explicado pelo
comportamento criptico de suas fases imaturas no interior do grdo, dificultando o
controle. Além disso, as proteinas que demonstram alta atividade sobre Lepidopteras-
praga, apresentam toxicidade apenas moderada sobre Coledpteros (YILMAZ et al.,

2012). De todo modo, mesmo a a¢do moderada dessas toxinas pode causar algum grau de
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antibiose sobre os insetos desenvolvendo-se sobre esses grdos, o que pode justificar a
menor escolha e emergéncia de insetos da isolinha contendo toxinas Bt.

Outro fato relevante foi a quase inexisténcia de diferencas no comportamento de
escolha de machos e fémeas de S. zeamais, a despeito dos machos serem capazes de
produzir o feromonio de agregacéo (4S, 5R)-5-hidroxi4-metil-heptan-3-ona, vulgarmente
chamado de “sitophinona”, exercendo também a fungdo sexual ao atrair as fémeas da
espécie (MOREIRA; ZARBIN; CORACINI, 2005; AMBROGI et al., 2009). Desta
forma, talvez o tempo requerido para emisséo e acdo seja maior do que o tempo maximo
de avaliacdo dos bioensaios.

Na analise dos gendtipos selecionados e a fumigacdo com ozbnio, observou-se
que no caso do gendtipo BR106 as fémeas de S. zeamais preferiram os graos ndo tratados,
mesmo mediante a chance de escolha por gréos tratados ser trés vezes maior, apesar da
primeira escolha ndo ter sido por esses graos. Semelhantemente, insetos emergidos de
grdos mais suscetiveis (tais como o gendtipo Superdoce) em testes sem chance de
escolha, apresentaram tempo letal mediano em relacdo aos genotipos parcialmente
resistentes (tais como o milho Pipoca).

A resisténcia por antixenose ou nao-preferéncia resulta na alteracéo parcial ou total
dos comportamentos de alimentacdo, abrigo e oviposicdo (BASTOS et al., 2015),
reduzindo a densidade e a permanéncia dos insetos sobre os grdos. Desta forma,
gendtipos que sejam menos preferidos em testes com chance de escolha terdo esse efeito
potencializado caso alguma outra medida repelente seja usada conjuntamente, como é o
caso dos grdos previamente tratados com o gas o0zonio.

A antibiose se expressa quando algum artrépode, ao se alimentar da planta, sofre
algum tipo de efeito adverso percebido em sua biologia, que se expressa através da taxa
de mortalidade alterada, periodo de desenvolvimento das diversas fases prolongado,
reducdo do tamanho, peso e menor fertilidade, fecundidade e periodo de oviposi¢do
(LARA, 1991; PEDIGO, 2002). A alteracdo em tais caracteristicas pode tornar o
artrépode mais suscetivel & acdo de outras taticas de controle, a exemplo do o0zénio. 1sso
justifica o tempo de mortalidade em genotipos parcialmente resistentes ser inferior ao de
genatipos suscetiveis, conforme verificado no presente trabalho.

Os resultados do presente trabalho podem sugerir a existéncia de efeito
sinergistico entre o uso de gendtipos possuidores de algum nivel de resisténcia e medidas

alternativas de controle tais como o gas 0z6nio empregado com acgdo repelente ou
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fumigadora de S. zeamais. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Luz et al.
(2017) que observaram efeito sinergistico do uso do controle quimico com inseticidas
botanicos e gendtipos demonstrando algum nivel de resisténcia a Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). No caso de insetos tais como S. zeamais em que
o esforco de controle via adocdo de taticas isoladas ndo permite o controle efetivo de
inseto, a acao conjunta ou integrada de medidas de controle deve proporcionar o controle
efetivo do inseto.

Os resultados obtidos s&o promissores na perspectiva de que a despeito dos casos
ja relatados de resisténcia de populagdes de S. zeamais aos inseticidas comumente
utilizados para o seu controle (RIBEIRO et al., 2003; GUEDES et al., 2006; PIMENTEL
et al., 2008), ndo existem relatos de resisténcia de populagdes de S. zeamais ao ozonio.
Nesse aspecto, Sousa et al. (2008) encontraram uma variabilidade insignificante na
toxicidade do o0z6nio entre as populagdes de S. zeamais expostas ao gas, com todas elas
sendo suscetiveis ao 0zénio. Sobretudo, houve uma variacao significativa na atividade de
caminhada entre as populac6es que foi geralmente reduzida pela exposi¢do ao ozénio. A
capacidade do ozénio em diminuir a atividade de caminhada dos insetos significa que ele
é eficaz no controle de pragas de grdos armazenados por limitar a sua capacidade de
escapar da exposicdo (BONJOUR et al., 2011). Esse aspecto associado ao seu poder de
repeléncia e fumigacdo quando considerado sob a perspectiva de integracdo com
gendtipos resistentes devem possibilitar 0 manejo de pragas de grdo armazenados tais

como S. zeamais através do uso de outras ferramentas até entdo desconsideradas.

7. CONCLUSOES

v" Os gendtipos Superdoce, KWX 1009 e BR106 sdo os mais preferidos para o
ataque de S. zeamais em testes com chance de escolha e os geno6tipos KWX 1009
e BR106 sdo os mais preferidos nos testes sem chance de escolha;

v' O aumento no teor proteinas aumenta a resisténcia dos grdos ao ataque de S.
zeamais em testes sem chance de escolha, apesar de contribuir para sua
suscetibilidade em testes com chance de escolha;

v A reducédo no teor de carboidratos aumenta a resisténcia dos genétipos em testes

sem chance de escolha;
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v A reducdo no teor de lipideos e na tonalidade da cor e 0 aumento na luminosidade
da cor aumentam a resisténcia dos grdos ao ataque de S. zeamais, em testes com
chance de escolha;

v Gréos fumigados com 0z6nio sdo menos preferidos por fémeas de S. zeamais do
que gréos néo tratados em testes com chance de escolha.
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