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LUZ, CARLOS EDUARDO ALMEIDA. Sinergia entre o controle quimico e a atmosfera
modificada com o0z6nio para o manejo do gorgulho do milho. 2014. Monografia

(Bacharelado em Agronomia). Universidade de Brasilia — UnB.

RESUMO
O milho é atacado por um grande numero de pragas, a exemplo de Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Esse trabalho objetivou testar se existe sinergia
entre 0 uso simultaneo do controle quimico com a atmosfera modificada com 0z6nio (O3) no
manejo de S. zeamais e se 0 tratamento que resulta em controle efetivo da praga néo altera os
atributos fisioldgicos da semente. Para tal, foram realizados ensaios preliminares visando
estimar as CLs 50 e 90 da deltametrina (Decis® 25CE) e da azadiractina (AzaMax®) e os TLs
50 e 90 do Os. Para estimativa das CLs 50 e 90 de azadiractina e deltametrina e TLs 50 e 90,
foram empregados 10 adultos de S. zeamais e 20 g de sementes de milho. Foram testadas as
concentracdes 1,00%, 2,91%, 4,76%, 9,09% e 33,33% de azadiractina (Aza), 0,1%, 0,3%,
0,5%, 1,00% e 2,91% de deltametrina (Delt) e os tempos 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de
exposicao ao Os, além das testemunhas (agua destilada para CLs 50 e 90 e oxigénio para TLs
50 e 90). Os valores obtidos foram usados em ensaios subsequentes cujos tratamentos foram:
1) CLoo Aza; 2) ClLgo Delt; 3) TLgo O3; 4) CLso Aza + TLso O3; 5) CLso da Delt + TLso Ogz; 6)
testemunha Os (aeracdo com O»); 7) testemunha dos inseticidas (dgua). A mortalidade dos
insetos foi avaliada imediatamente e 48 h apds a ozonizacdo. Em seguida, as sementes foram
submetidas a testes de germinacdo, condutividade elétrica e tetrazolio. A associacao entre a
CLso dos inseticidas e 0 TLso do 0zénio ndo resultou em sinergia e proporcionou mortalidade
inferior a verificada na CLgo dos inseticidas. As ClLogs da azadiractina (12,63% v/v) e da
deltametrina (5,01% v/v) causaram mortalidade efetiva e ndo alteraram os atributos que

garantem a qualidade das sementes de milho.



Palavras-chave: Sitophilus zeamais, integracdo, Zea mays, inseticida sintético, inseticida

botanico, ozonio.
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1. INTRODUCAO

O milho é uma das principais culturas exploradas comercialmente no Brasil, sendo
usada principalmente para consumo humano, alimentacdo animal, extracdo de Oleos e
obtencédo de produtos intermediarios nas indudstrias como, por exemplo, farinhas e xaropes. O
Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo e apresentou na safra 2012/1013 uma
producdo de 81,5 milhdes de toneladas (Brasil, 2014a).

O Brasil apresenta baixa eficiéncia no armazenamento e baixo investimento em
tecnologias para melhorar a qualidade dos produtos pds-colheita (Pereira et al., 2008). Esse
fato contribui para que perdas quantitativas e qualitativas sejam comuns na armazenagem do
milho.

Quando a armazenagem ndo é feita de forma adequada, a massa de graos se torna um
ambiente adequado ao desenvolvimento de insetos, que podem se alimentar e ovipositar nos
grdos 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). Uma das
principais pragas do milho durante a armazenagem € o Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae). Tanto os adultos quanto as larvas se alimentam internamente dos
grdos intactos (praga primaria) ocasionando perdas de peso e perdas qualitativas, devido a
contaminacéo do produto por fezes e insetos mortos, bem como a possibilidade de infestacGes
secundarias e infecgdes por microrganismos (Pacheco & Paula, 1995).

Atualmente, no Brasil, estdo registrados 14 produtos para o controle de S. zeamais no
milho; dentre esses, cinco produtos sdo precursores da fosfina, sete pertencem a classe dos
piretroides, um pertence a classe dos organofosforados e um constitui-se em uma mistura de
organofosforado com piretroide (Brasil, 2014b).

Segundo Pereira et al. (2008), a principal forma de controle dos insetos em gréos
armazenados e atraves do fosfeto de aluminio, fumigante no qual o principio ativo é a fosfina.
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Esses produtos podem causar contaminagdo ambiental, aumentar a possibilidade de evolucao
de resisténcia nos insetos por falta de alternancia dos produtos usados, além de apresentarem
riscos a saude humana. Portanto, é importante buscar outras formas de controle para evitar
que os insetos adquiram resisténcia aos produtos usados atualmente, principalmente a
deltametrina e aos precursores da fosfina.

O controle ideal de pragas no armazenamento deve ser feito mediante uso de
tecnologias e produtos acessiveis, que nao provoquem contaminacfes da massa de gréos e
tenham baixo custo. O uso de 0z6nio é uma possivel alternativa ao fosfeto de aluminio, pois
pode ser produzido no local de aplicacdo e sua degradacdo produz oxigénio como residuo,
diminuindo a manipulacdo de embalagens de agrotéxicos (Kells et al., 2000; Mendez et al.,
2002; Pereira et al., 2008; Rozado et al., 2007).

Outra possibilidade inclui o uso de extratos de plantas ou formulacdes que apresentem
acao inseticida como aquelas a base de nim (Azadirachta indica A. Juss. Meliaceae). Nesse
sentido, algumas formulages ja estdo disponiveis e registradas no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso no controle de insetos-praga que infestam os
cultivos a campo (Brasil, 2014b). Tendo em vista que os ingredientes ativos (i.a.) dessas
formulacBes sdo rapidamente fotodegradados (Johnson et al., 2003), tais formulacdes tém
especial aplicabilidade para controle de insetos no ambiente de armazenamento, onde
predomina a auséncia de luz.

O uso de mudltiplas estratégias e taticas é o principio basico que norteia 0 Manejo
Integrado de Pragas (MIP) (Gray et al., 2009) e esta integracdo, caso seja sinérgica, pode
resultar na eficacia de taticas combinadas que ndo proporcionariam controle adequado caso

fossem adotadas isoladamente.



Nesse sentido, o uso combinado da atmosfera modificada com o0zo6nio e o controle
quimico com inseticida sintético (deltametrina) ou botanico (a base de nim) pode resultar em
incremento de mortalidade e proporcionar controle adequado do gorgulho do milho.

Logo, o objetivo desse trabalho foi testar se existe sinergia proporcionada pelo uso
simultaneo do controle quimico (com inseticida botanico e sintético) com a atmosfera
modificada com 0z6nio no manejo de S. zeamais e se 0 tratamento que resulta em controle

efetivo da praga néo altera os atributos fisiologicos que garantem a qualidade da semente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cultura do milho

Acredita-se que o milho (Zea mays L.), pertencente a familia das gramineas (Poaceae),
foi obtido através do teosinte, planta de colmo fino, sem sabugo e apresentando espiga
pequena, por meio de selecdo artificial feita pelo homem (Peixoto, 2002). A cultura tem como
centro de origem a regido do México, local onde podem ser encontradas variedades nativas
que sdo usadas em programas de melhoramento. E um dos mais importantes cereais usados na
alimentacdo tanto humana quanto animal. Além dos graos, os derivados como xarope, amido,
farinha e fuba sdo muito usados na alimentacdo dos brasileiros em geral. Uma outra forma de
uso dos graos é para obtencdo de etanol (FAO, 2013).

Nos Estados Unidos, a maior parte da producdo de milho ndo é destinada a
alimentacdo humana e sim empregada para alimentacdo animal e obtencdo de etanol. Essa
situacdo contribuiu para aumento dos precos dos grdos nos Estados Unidos, gerando

incentivos para que os produtores aumentassem a producdo de milho em suas propriedades



(USDA, 2014a). No ano de 2011, a inddstria americana usou mais milho para producdo de
etanol do que os fazendeiros para alimentacdo animal (Lott, 2011).

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, ficando atrds apenas dos
Estados Unidos e da China (USDA, 2014b). A area plantada de milho de primeira safra no
Brasil, no ano de 2014, apresentou um decréscimo de 1,3% comparado ao ano anterior e
reducdo de 6,8% na producdo. A regido que mais sofreu com os efeitos adversos do clima
durante as fases criticas da cultura foi a Sudeste, apresentando reducdo de 13,7% na
produtividade. Na regido Sul, devido ao aumento da area plantada com cultivares precoces de
soja, a producdo de milho teve queda de 8,2% em relacdo ao ano anterior. Somando a
primeira e a segunda safra, a previsdo de producdo para este ano é de 78,6 milhdes de
toneladas de milho (Brasil, 2014a).

Como nem toda a producdo de milho é comercializada imediatamente, boa parte
permanece em armazéns sob diferentes condigbes ambientais e niveis contrastantes de
tecnologia. As modalidades de armazenamento usadas no Brasil sdo a granel, em silos,
graneleiros e armazéns, ou armazenagem da espiga em paiodis (Santos et al.,1994). Um
armazenamento adequado permite que os grdos nao apresentem perdas de qualidade e
proporciona oferta de grdos durante a entressafra. Os fatores mais importantes que afetam os
grdos durante o armazenamento sdo: umidade, temperatura, presenca ou auséncia de insetos e

acaros e de grdos integros (Alves et al., 2008).

2.2.0 gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:

Curculionidae)

O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae),

assim como outros insetos dessa familia, apresenta um prolongamento na cabega conhecido



como rostro onde ficam as pecas do aparelho bucal mastigador. Nas fémeas o rostro é mais
longo e afilado e nos machos mais curto e grosso. As larvas sdo do tipo curculioniforme e se
alimentam internamente dos gréos. E a familia mais numerosa do reino animal (Pacheco &
Paula, 1995).

Os adultos medem cerca de 3 milimetros de comprimento, sdo de coloracéo
castanho-escuro e possuem estrias e quatro manchas avermelhadas nos élitros. Apresentam
longevidade média de 140 dias e elevado potencial bidtico pois as fémeas depositam em torno
de 282 ovos durante seu ciclo de vida e a fase entre a postura do ovo até a emergéncia do
adulto é em torno de 34 dias. As larvas apresentam cor amarelo-clara com a cabeca um pouco
mais escura e as pupas sao de cor branca. (Pacheco & Paula, 1995; Lorini, 2008; Riedo et al.,
2010).

O inseto pode ser considerado a principal praga do milho no armazenamento, sendo
praga primaria, isto €, capaz de atacar grdos e sementes intactos e de infestar outras culturas
como trigo, arroz, cevada e aveia. Além disso, possui capacidade de causar infestacdo
cruzada, ou seja, pode atacar 0s graos no campo e no armazenamento sendo a oviposi¢do no
interior das sementes e dos grdos (Lorini et al, 2009). A presenca dos insetos pode causar
perdas tanto quantitativas, reduzindo o peso dos graos e a viabilidade das sementes, quanto
qualitativas devido a presenca de residuos como insetos mortos, fezes e ovos na massa de
grdos. Esses residuos proporcionam a ocorréncia de pragas secundarias que podem prejudicar

ainda mais as qualidades fisico-quimicas da massa de grdos (Antunes et al., 2011).

2.3.Formas de controle

A principal forma de controle desses insetos empregada no Brasil é por meio de

fumigacgéo ou expurgo. O produto mais usado é a fosfina (PHs), principalmente o fosfeto de



magnésio e aluminio. Outra forma de controle é através do uso de deltametrina, ingrediente
ativo dos produtos K-Obiol 25 EC e K-Obiol 2P, que estéo registrados para manejo da praga
no armazenamento (Fazolin et al., 2010; Brasil, 2014b).

Além de apresentarem risco de contaminacdo da massa de grdos, do ambiente de
armazenamento e do aplicador, o uso indiscriminado desses produtos aumenta a pressao para
selecdo de populacdes resistentes, devido ao numero limitado de produtos para uso em
rotacdo (Pimentel et al., 2007).

Tendo em vista os problemas de contaminacdo dos grdos e agressdo ao ambiente
causado por moléculas sintéticas, além dos maiores custos de aplicacao devido ao surgimento
de resisténcia, 0 uso de inseticidas botanicos é uma alternativa bastante estudada para controle
de pragas no armazenamento. O AzaMax®, cujo ingrediente ativo € a azadiractina, possui a
capacidade de reduzir a postura, bem como a emergéncia de larvas e causar repeléncia nos
insetos (Potenza et al., 2004). Barilli et al. (2014) verificaram que a aplicacdo de AzaMax
causa interferéncia no habito alimentar de S. zeamais, levando o insto a morte por inanicao.

Outra forma de controle frequentemente empregada para manejo de pragas no
armazenamento é a atmosfera modificada. Nesse aspecto, uma das possibilidades é o emprego
do ozbnio. O ozénio é um gas formado por trés atomos de oxigénio, altamente reativo e
possuidor de alto poder oxidante, perdendo apenas para o flior. Nao apresenta coloracéo,
possui odor caracteristico e irritante, € muito volatil, pouco soltvel em agua e com tempo de
meia vida entre 20 e 50 minutos. O ozbnio foi utilizado, inicialmente, na Europa para
tratamento de agua para abastecimento publico. Passou a ser usado no Brasil como forma
alternativa ao método de pré-cloracdo em aguas superficiais (Kim et al., 1999; Silva et al.,
2011). Como forma alternativa no controle de fungos e outras pragas, teve seu uso liberado

para tratamento de grdos pela FDA (Food and Drugs Administration) nos Estados Unidos em



2001, onde atualmente é usado no tratamento de alimentos, condicionado por legislacdo do
Departamento de Agricultura Americano (Chiatonne et al., 2008).

Kells et al. (2001), determinaram que para uma massa de grdos de milho de 8,9
toneladas, a aplicagdo de 50 ppm de ozbnio por trés dias foi suficiente para causar
mortalidade entre 92 e 100% de adultos de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae) e S. zeamais. Essa mesma concentracdo de 50 ppm de ozbonio ndo foi

suficiente para causar alteragdes na germinacédo das sementes de milho (Strait, 1998).

2.4. Controle da praga e as caracteristicas das sementes

Um dos principais problemas decorrentes do controle de pragas de grdos armazenados
advém do fato desse tratamento poder interferir na qualidade do produto obtido. Nesse
sentido, quando o produto é destinado aos plantios dos cultivos subsequentes (sementes) o
efeito do tratamento na qualidade deste insumo deve ser cuidadosamente avaliado.

Nesse aspecto, as Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009), disponibilizadas
pelo MAPA, sdo usadas como manual para testar as sementes em relacdo a sua qualidade
incluindo atributos relativos a viabilidade, vigor, poder de germinacdo, dentre outros, além de
disponibilizar informacbes de como fazer a amostragem de maneira correta e verificar a
pureza das sementes. Desta forma, estabelece os protocolos que devem ser seguidos em
relacdo aos testes de germinacdo, condutividade elétrica e tetrazélio, realizados para avaliar a

qualidade fisiol6gica da semente.

2.4.1. Teste padrao de germinacao

Esse teste tem como objetivo verificar o poder geminativo de um lote de sementes,

bem como estimar esse valor para semeadura em campo. Quando realizados em campo, néo
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produz resultados satisfatorios devido a grande variacdo ambiental. Portanto deve-se conduzir
em condicBes controladas, consideradas 6timas, garantindo uma germinagdo mais regular e
completa das amostras de sementes da espécie a ser estudada (Brasil, 2009).

Apols a germinacdo, as plantulas sdo avaliadas quanto a porcentagem de plantulas
normais, plantulas anormais e sementes duras. As plantulas normais sdo as que mostram
potencial de continuar seu desenvolvimento e originar plantas normais em condigdes
favoraveis. Dentro dessa categoria sdo encontradas plantulas intactas, plantulas com pequenos
defeitos e plantulas com infec¢do secundaria. As plantulas anormais sao as que nao possuem
capacidade de continuar seu desenvolvimento e originar plantas normais, mesmo em
condicdes favoraveis. Enquadram-se nessa categoria as plantulas deformadas, deterioradas e
danificadas. As sementes duras sdo as que nao germinaram, pois nao absorveram agua devido

a fatores como dorméncia ou morte da semente (Brasil, 2009).

2.4.2. Teste do tetrazélio

Esse teste tem como objetivo determinar a viabilidade das sementes e pode ser
aplicado quando as sementes precisam ser semeadas logo apds a colheita ou quando ha grande
ocorréncia de plantulas anormais no teste de germinacao. Esse teste pode ser usado também
para avaliacdo do vigor, viabilidade, danos por secagem, ataque de insetos e danos mecanicos.

As sementes devem ser embebidas em uma solugéo incolor usada como indicador das
células vivas, ou seja, durante a respiracdo os ions H* produzidos sdo transferidos para as
enzimas desidrogenases que interagem com o tetrazolio formando um composto vermelho.
Logo, na avaliacéo do teste, € observado o local e a intensidade da coloracdo para definir se a

semente apresenta algum dano e se sdo vidveis ou ndo (Brasil, 2009).



2.4.3. Teste de condutividade elétrica

Esse teste tem como objetivo testar o vigor das sementes e baseia-se na caracteristica
de permeabilidade da membrana. Sementes deterioradas e mortas tendem a produzir mais
eletrolitos do que sementes com alto vigor. Quando colocadas em agua destilada, esse maior
namero de eletrdlitos aumenta a condutividade da amostra, que pode ser medida usando um
condutivimetro, permitindo calcular, através do valor obtido nas leituras do condutivimetro, o

vigor das sementes. (AOSA, 1983).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condig0es gerais da experimentagdo

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Protecdo de Plantas em parceria com o
Laboratorio de Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas, ambos
pertencentes a Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia,
durante o periodo de novembro de 2013 a abril de 2014. Foram usados insetos adultos, cuja
identificacdo foi feita através do aparelho reprodutor de machos, com até 72 horas de idade
provenientes de criacdo massal mantida sob milho doce cultivar Doce Cristal e conduzida no
préprio laboratério, sob temperatura ambiente e em recipientes de vidro de 5 L de capacidade
vedados com tampa rosca recoberta com organza.

Os inseticidas empregados nos testes (AzaMax® e Decis® 25 CE) foram adquiridos
em mercado local (casa agropecuaria) do Distrito Federal.

Foram realizados um experimento preliminar e um experimento subsequente

(definitivo), sendo que os ensaios para determinacdo das concentracGes letais (CLs) foram



arranjados em delineamento inteiramente casualizado e os ensaios para determinacdo dos
tempos letais (TLs), arranjados em delineamento em blocos ao acaso no tempo, ambos com
cinco repeticoes.

Apols a ultima avaliacdo do experimento definitivo, as sementes empregadas nos
ensaios foram submetidas a testes padrdo de germinacdo, do tetrazolio e da condutividade
elétrica, sendo empregadas quatro repeticdes no teste de germinacdo e duas repeti¢cbes nos

teste do tetrazolio e condutividade elétrica.

3.2.Ensaio preliminar

Foram testados um inseticida botanico, AzaMax cujo ingrediente ativo (i.a.) é
Azadiractina A/B, 12 g/L e um inseticida sintético, Decis 25CE, cujo i.a. é a deltametrina, 25
g/L.

Para determinacdo das concentracOes dos inseticidas que ocasionavam 50% e 90% de
mortalidade na populacdo da praga (CLso e CLgo, respectivamente) foram usadas placas de
Petri de 9,0 cm de didmetro e 1,5 cm de altura, contendo 20 gramas de milho e 10 insetos
adultos, ndo-sexados. Cada placa de Petri (parcela experimental) recebeu 2 mL das solucdes
sob teste, que foram aplicadas simultaneamente sobre inseto e massa de grdos com auxilio de
micropipetas, seguido de homogeneizacéo.

Foram avaliadas cinco concentracdes de AzaMax® (1,00%, 2,91%, 4,76%, 9,09% e
33,33%) e de Decis® 25CE (0,1%, 0,3%, 0,5%, 1,0% e 2,91%), dadas em volume da
formulacdo para volume de agua destilada, necessaria para obter a concentracdo desejada
(%v/v), além da testemunha (agua destilada). A mortalidade dos insetos foi avaliada 48 horas
apos o inicio do ensaio. Os dados obtidos foram corrigidos para a mortalidade ocorrida na

testemunha e submetidos a analise de Probit utilizando-se o SAS (SAS, 2002) visando estimar
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os valores das CLsos € CLgos do AzaMax e Decis 25 CE para S. zeamais. Essas concentrages
foram empregadas no ensaio subsequente (definitivo) realizado em associa¢do com o 0z6nio.
Para determinacdo dos tempos que causavam 50% e 90% de mortalidade na populacédo
da praga (TLso e TLgo, respectivamente) os insetos foram submetidos a passagem de ozonio
gerado pelo método de barreira dielétrica. A concentracdo usada foi de 1.200 ppm e a vazéo
foi de 1,5 litros/minuto. Foram confeccionados recipientes de organza para cada parcela
experimental que continha 20 gramas de milho e 10 insetos de até 72 h de idade, sendo que
cinco das unidades amostrais assim constituidas foram acomodadas no interior de recipientes
de vidro de 850 mL de capacidade com tampa adaptada para passagem de ozonio. Foram
empregados 5 recipientes de vidro por tempo de exposicdo ao gas. Os tratamentos foram
representados pelos tempos de exposi¢do a passagem de ozonio, isto é, 30, 40, 50, 60 e 70
minutos. Adicionalmente, empregou-se 0s mesmos tempos de exposicdo ao 0z6nio na
testemunha, submetida a passagem de oxigénio atraves de bombinha de aquéario. Os dados de
mortalidade apds 48 h em funcdo dos tempos de exposicdo foram corrigidos para a
mortalidade ocorrida na testemunha e submetidos a analise de Probit no programa SAS (SAS,
2002). Os valores de TLso e TLoo foram empregados no ensaio subsequente (definitivo)

realizado em associacdo com os inseticidas botanico e sintético.

3.3.Ensaio definitivo

Neste ensaio empregou-se a mesma proporcao de insetos adultos e de solugdo por

parcela experimental, isto €, 10 insetos e 2 mL de solucéo por 20 g de sementes. Cada parcela

experimental constituida por um recipiente de vidro de 850 mL de capacidade com a tampa

adaptada para passagem do 0z6nio ou oxigénio recebeu 200 gramas de milho e 100 adultos de
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S. zeamais de até 72 h de idade. Insetos e grdos foram tratados com 20 mL da solucéo sob
teste.

Os tratamentos empregados foram: 1) TLoo do 0zbnio (O3); 2) CLgo da deltametrina; 3)
CLgo da azadiractina; 4) CLso da deltametrina + TLso do Ogz; 5) CLso da azadiractina + TLso do
Os; 6) testemunha do Os (passagem de oxigénio pelo tempo correspondente ao TLgo do
0zOnio); 7) testemunha dos inseticidas (adgua). Os tratamentos foram dispostos no
delineamento em blocos ao acaso com cinco repeticdes.

Insetos e grdos foram acondicionados nos recipientes de vidro de 850 mL de
capacidade e tratados com as solucBes sob teste 24 h antes da ozonizacdo. A mortalidade foi
avaliada imediatamente ap0s e 48 h depois da ozonizacéo.

Apds a ultima avaliacdo (48 h apds a ozonizagdo) os insetos foram retirados da massa
de gréos e as sementes armazenadas em geladeira a 5° C até a realizacdo dos testes padréo de
germinacdo, do tetrazolio e de condutividade elétrica para atestar sua qualidade. No caso
desses testes, inclui-se um tratamento adicional (testemunha adicional) correspondente a
semente em sua condicdo original, ndo submetida a aeracdo com oxigénio ou a adicdo de
agua.

Os dados obtidos foram transformados para Vx+0,5 sempre que falharam em atender
algum dos pressupostos da analise de variancia (ANOVA) e submetidos a ANOVA seguida
de teste Tukey a p<0,05 no SAS (SAS, 2002), sempre que houve efeito significativo dos

tratamentos.
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3.4.Analises das sementes

3.4.1. Teste de germinacao

Os testes de germinacdo foram realizados seguindo recomendacdes das Regras para
Analise de Semente (RAS) (Brasil, 2009). Para isso, foram selecionadas, ao acaso, 200
sementes de milho doce provenientes de cada uma das repetices dos tratamentos do ensaio
definitivo mais uma testemunha adicional (semente em sua condi¢do original, sem nenhum
tratamento). As 200 sementes foram divididas em quatro repeticbes de 50 sementes cada.
Portanto, para cada repeticdo dos tratamentos do ensaio definitivo, foram feitas quatro novas
repeticdes para o teste de germinacdo. O substrato usado foi o papel de germinacdo que foi
previamente umedecido com agua destilada. As sementes foram organizadas uniformemente
sobre o papel de germinacdo, sendo uma segunda folha disposta sobre a anterior, recobrindo-
a. Em seguida, ambas as folhas foram enroladas, de tal forma a constituir um rolo e visando
impedir que as sementes saissem do lugar. As repeticdes foram acondicionadas no interior de
sacos plasticos para evitar a perda de umidade. Durante todo o experimento 0s sacos contendo
os rolos de papel de germinacdo e as sementes foram mantidos em camara do tipo B.O.D
regulada para a temperatura de 30° C. Até o0 momento da avaliacdo, procedeu-se a adicao
diéria de agua destilada sobre o papel de germinacdo, a fim de manter a umidade em niveis
satisfatorios.

Foram realizadas duas avaliacBes, sendo a primeira quatro dias ap6s a instalagdo do
ensaio e a segunda depois de sete dias. Aos quatro dias ap6s a instalagdo do ensaio foi
avaliado o numero de sementes duras, plantulas normais e plantulas anormais. As sementes
duras foram retiradas do rolo formado com o papel de germinacéo, que foi retornado para a

B.O.D. Aos sete dias foi avaliado o numero de plantulas anormais, plantulas normais e o
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comprimento da parte aérea e da parte radicular das plantulas normais. O nimero de plantulas

normais, anormais e de sementes duras foi convertido em porcentagem.

3.4.2. Teste do Tetrazolio

Esse teste também foi realizado seguindo as recomendacdes contidas na RAS (Brasil,
2009). Foram preparadas duas repeticdes, contendo 50 sementes cada, para cada uma das
repeticdes do ensaio definitivo, mais a testemunha adicional (semente em sua condicéo
natural, sem nenhum tratamento). As sementes foram cortadas longitudinalmente,
aproveitando apenas uma metade de cada semente, submetidas a pré-embebicdo em agua
destilada com duracdo de 18 horas, seguida de imersdo em solucdo de tetrazolio a 10% por
um periodo de aproximadamente 2 horas. Apds esse tempo, foram feitas avaliagdes quanto a
viabilidade das sementes.

Foram consideradas como sementes viaveis aquelas que sdo capazes de produzir
plantulas normais em um teste de germinacdo sob condicBes favoraveis. Nesse caso, 0S
embribes colorem completamente e, quando parcialmente coloridos, os padrbes de coloragédo
apresentados ainda indicam que a semente é vidvel. A posicdo e o tamanho das areas
necrosadas, e ndo necessariamente a intensidade da coloracdo, determinam se tais sementes
podem ser classificadas como viaveis ou nao.

Sdo consideradas como sementes ndo viaveis aquelas que ndao se enguadram nos
requisitos anteriores e que apresentam coloracGes ndo bem caracterizadas ou definidas e,
ainda, com estruturas essenciais flacidas ou ndo coloridas. Sementes com desenvolvimento
anormal do embri&o ou de outra estrutura essencial devem ser consideradas como ndo viaveis.

O numero de sementes viaveis e ndo viaveis foi transformado em porcentagem.
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3.4.3. Teste da condutividade elétrica

Foram preparadas duas repeticdes, contendo 50 sementes cada, para cada repeticdo do
ensaio definitivo mais a testemunha adicional (semente em sua condicdo original, sem
nenhum tratamento). As sementes foram acondicionadas em recipientes de café de 50 mL de
capacidade, recobertas com 20 mL de agua destilada e mantidas em camara do tipo B.O.D.
regulada para 30° C por 24 horas. Apds esse tempo, foi mensurado o valor da condutividade
elétrica utilizando um condutivimetro DIGIMED modelo CD 21. A calibracdo do
condutivimetro foi feita utilizando agua destilada proveniente do mesmo local onde foi obtida
a agua usada para recobrir as sementes.

Os valores obtidos (em pS/cm?) nas leituras foram divididos pelo peso das sementes
em cada repeticdo, sendo obtida a média das duas repeticdes para que se chegasse ao valor da
condutividade elétrica em cada tratamento.

Os dados relativos aos testes de germinacdo, do tetrazolio e da condutividade elétrica
foram comparados por andlise de variancia, seguida de teste Tukey a p<0,05 sempre que
houve efeito significativo dos tratamentos. Empregou-se o programa SAS (SAS, 2002) nas

analises.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Ensaio preliminar

Os dados relativos as concentracdes que causam 50% e 90% de mortalidade de S.

zeamais em fungdo dos tratamentos com as solugdes inseticidas a base de deltametrina e de

azadiractina e da exposicdo ao 0zbnio séo apresentados na Tabela 1.
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As CLs 50 e 90 de deltametrina foram estimadas em 0,41% (v/v) e 5,01% (v/v),
respectivamente. As CLs 50 e 90 azadiractina foram estimadas em 4,01% e 12,63% (v/v),
respectivamente. Os TLs 50 e 90 do oz6nio foram estimados em 36,38 minutos
(aproximadamente 36 minutos) e 70,96 minutos (aproximadamente 71 minutos). Esses dados
foram usados como base para estabelecimento dos tratamentos do ensaio definitivo.

Oliveira et al. (2002) determinaram os valores das CLs 50 e 95 de deltametrina para S.
zeamais em 0,08 e 0,65 mg de i.a/mL de solucdo, respectivamente. A diferenca de valores
entre o presente trabalho e o trabalho realizado por Oliveira et al. (2002) pode ser explicada
pela diferenca na metodologia utilizada. Esses autores calcularam as CLs com base no
tratamento de uma area de 35,4 cm?, enquanto que nesse experimento as CLs foram estimadas
com base na aplica¢do simultanea da solucdo sob teste sobre insetos e gréos.

Tabela 1. Resposta de mortalidade de Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae) associada a uma formulacdo a base de nim (AzaMax®), de deltametrina

(Decis® 25 CE) e ao ozonio.

Inseticidas GL*  n®  Inclinagdo+EPM°® Valores (95% IC)¢ v P
CLso/TLso CLoo/TLgo
AzaMax 3 690 2,57+£0.26 4,01 12,63 6,43 0,0924
(305+522) (8,90 + 23,08)
Ozbnio 23 1000 4,42 + 0,35 36,38 70,96 24,83 0,3590
(34,19 +38,31) (65,91 + 78,11)
Decis 3 750 1,18 £0,10 0,41 5,01 3,85 0,2784

(0,34 % 0,49) (3,42 + 8,47)

3Graus de liberdade; °Nimero de insetos tratados; ¢Inclinacio da curva dose-mortalidade e seu
erro padrdo da media (EPM); “Concentraco Letal (CL) dada em volume de formulagio para
volume de &gua destilada necessaria para obter a concentracdo desejada (% v/v) e tempo letal

(TL) em minutos e seus respectivos intervalo de confianca a 95% (95% IC).
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4.2 Ensaio definitivo

Foram detectadas diferencas significativas na mortalidade de S. zeamais em funcgéo
dos tratamentos das sementes (Fs24 = 100,14; p<0,0001). As maiores mortalidades de S.
zeamais foram associadas as CLgos da deltametrina (99,2% + 0,41) e da azadiractina (98,6% *
1,28). Mortalidades intermediarias foram observadas nos tratamentos que associaram a CLsg
da deltametrina + TLso do 0zénio (48,2% + 4,56) e a CLso da azadiractina + TLso do 0zonio
(44,0% + 7,50), ndo sendo diferentes estatisticamente do tratamento relativo ao TLgo do
0z6nio (59,3% = 4,22). As menores mortalidades ocorreram associadas as testemunhas com
agua (3,5% = 1,5) e aeracdo com oxigénio (9,5% =+ 1,64) (Figura 1).

Rozado et al. (2008), inferiram que aumentando o tempo de exposicdo ao 0zbnio
aumenta a mortalidade de S. zeamais, sendo que maiores mortalidades sdo observadas nos
locais mais proximos ao ponto de inje¢cdo do ozénio. Tendo em vista que a massa de grdos
ndo € exposta a mesma concentracao do gas em todos os pontos, essa pode ser uma provavel
explicacdo do porqué da mortalidade associada ao TLgo do 0zdnio esteja bem aquém dos 90%
esperados, se igualando aos tratamentos que proporcionaram mortalidades intermediarias
entre as maiores e menores mortalidades.

Kells et al. (2001) afirmaram que o processo de fumigacao apresenta duas fases sendo
que na primeira o ozonio sofre rapida degradacdo ao entrar em contato com a superficie dos
grdos e na segunda o nivel de degradacdo diminui, de forma que o 0z6nio consegue atingir
maior profundidade na massa de grdos. Neste ensaio, 0os autores verificaram eficacia no
controle de S. zeamais empregando-se uma concentracdo de 50 mg kg! de ozénio,

proporcionando mortalidade entre 92% e 100%.
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Figura 1. Porcentagem media da mortalidade de Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885,
(Coleoptera: Curculionidae) em funcdo de diferentes tratamentos das sementes de milho doce.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Obs.: Delt — deltametrina; Aza — Azadiractina; Oz — 0zbnio; Oz —
oxigénio; CL90 e TL90 — concentracdo e tempo que causam 90% de mortalidade; CL50 e

TL50 — concentracdo e tempo que causam 50% de mortalidade; Test — Testemunha.
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Foram verificadas diferencas significativas em relacdo as medicdes realizadas no teste
padrdo de germinacdo incluindo o comprimento de parte aérea (F7, 27 = 70,30; p<0,0001) e o
comprimento da raiz (F7, 27 = 23,48; p<0,0001).

O tratamento com maior comprimento de parte aérea foi aquele submetido a CLgo da
deltametrina (8,1 cm + 0,1), seguido do tratamento submetido a CLgo da azadiractina (7,83 cm
+ 0,16) que ndo diferiu estatisticamente do tratamento submetido a CLso da deltametrina +
TLso do ozoénio (7,18 cm + 0,16) e da testemunha submetida a aeragdo com oxigénio (7,75 cm
+ 0,3). Comprimentos intermediarios foram verificados nos tratamentos cuja semente se
encontrava em sua condicdo original (6,96 cm * 0,32), sem adi¢do de agua ou aeracdo com
oxigénio e quando submetida ao TLeo do 0z6nio (5,88 cm £ 0,36). Os menores comprimentos
de parte aérea foram verificados nos tratamentos que receberam apenas agua (3,06 cm *
0,05), seguido do tratamento que associou a CLso da azadiractina + TLso do 0zonio (4,75 cm

+0,10) (Figura 2).
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Figura 2. Média do comprimento da parte aérea (em centimetros) das sementes de milho
doce submetidas ao teste padrdo de germinacdo e provenientes dos diferentes tratamentos para
controle de Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885, (Coleoptera: Curculionidae). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Obs.: Delt — deltametrina; Aza — Azadiractina; Oz — 0zbnio; Oz — oxigénio;
CL90 e TL90 — concentracdo e tempo que causam 90% de mortalidade; CL50 e TL50 —
concentracdo e tempo que causam 50% de mortalidade; TEST — testemunha, semente em sua

condicdo original, sem nenhum tratamento.
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Em relacdo ao comprimento da raiz, a maior medida foi verificada na testemunha
submetida a aeracdo com oxigénio (8,21 cm + 0,21) que ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos expostos a CLso da deltametrina + TLso do 0zénio (8,19 cm + 0,3) e a CLgyo da
deltametrina (7,96 cm + 0,41). O tratamento contendo somente a semente em sua condi¢do
original (7,29 cm * 0,73) nédo diferiu estatisticamente do tratamento exposto ao TLgo do
ozo6nio (7,11 cm % 0,27), apresentando medidas intermediarias entre 0s maiores e 0S menores
valores. As menores medidas foram verificadas nos tratamentos submetidos a CLgo da
azadiractina (6,47 cm % 0,13) seguido do tratamento exposto a CLso da azadiractina + TLso do
ozbnio (4,93 cm * 0,26), sendo que esse ultimo ndo foi diferente, estatisticamente, do

tratamento que recebeu apenas agua (4,64 cm £ 0,11) (Figura 3).
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Figura 3. Média do comprimento da parte radicular (em centimetros) das sementes de milho
doce submetidas ao teste de germinacdo e provenientes dos diferentes tratamentos para
controle de Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885, (Coleoptera: Curculionidae). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Obs.: Delt — deltametrina; Aza — Azadiractina; Oz — 0zonio; O, — 0xigénio;
CL90 e TL90 — concentragdo e tempo que causam 90% de mortalidade; CL50 e TL50 —
concentracdo e tempo que causam 50% de mortalidade; TEST — testemunha, semente em sua

condic&o original, sem nenhum tratamento.
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Desta forma, em ambos 0s casos (comprimento de parte aérea e da raiz) observa-se
gue os menores valores ocorreram no tratamento que associou a CLso da azadiractina com o
TLso do ozbnio. Os demais tratamentos néo interferiram no comprimento de parte aérea e da
raiz tendo em vista que nao diferiram estatisticamente dos valores associados as sementes em
sua condicdo original (sem nenhum tratamento). Excecdo pode ser feita em relacdo ao
comprimento da parte aérea que foi significativamente alterado no tratamento exposto ao TLgo
do ozbonio em relacdo a testemunha contendo sementes em sua condi¢cdo original (sem
nenhum tratamento).

Nédo foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos em relacdo a
condutividade elétrica (F7,2s = 0,66; p = 0,6997).

Portanto a aplicacdo de inseticidas, bem como a ozonizagdo, ndo causam danos a
membrana das sementes, ndo interferindo no vigor das mesmas, segundo os resultados deste
teste. Rozado et al. (2008) verificaram que a atmosfera modificada com o0z6nio a 50 mg kg
causa aumento da condutividade elétrica, podendo reduzir moderadamente o valor qualitativo
dos grdos de milho.

Houve diferencas significativas no vigor (F7, 25 = 3,42; p = 0,0106) e na viabilidade
(F7,25 = 3,18, p = 0,0151) das sementes de acordo com o teste do tetrazolio.

O maior valor de viabilidade foi observado no tratamento que recebeu apenas agua
(91,2% =+ 2,85) que ndo diferiu estatisticamente do tratamento submetido & CLso da
azadiractina + TL50 do ozonio (91,00% + 1,70). O menor valor encontrado para essa
caracteristica foi associado ao tratamento exposto a CLso da deltametrina + TLso do 0zdnio
(69,20% + 8,75) que, todavia, ndo diferiu estatisticamente do tratamento testemunha, com a

semente em sua condigdo original (89,00% = 3,00) (Figura 4).
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Figura 4. Viabilidade de sementes de milho doce (em porcentagem) calculada com base nos
resultados do teste de tetrazolio e provenientes dos diferentes tratamentos para controle de
Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885, (Coleoptera: Curculionidae). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Obs.: Delt — deltametrina; Aza — Azadiractina; Oz — 0z6nio; O — oxigénio; CL90 e TL90 —
concentragéo e tempo que causam 90% de mortalidade; CL50 e TL50 — concentragéo e tempo
que causam 50% de mortalidade; TEST — testemunha, semente em sua condicdo original, sem

nenhum tratamento.
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Em relacdo ao vigor, o maior valor observado foi associado ao tratamento submetido a
CLso da azadiractina + TLso do ozonio (76,60% + 4,06) e o menor valor ocorreu no
tratamento exposto a CLso da deltametrina + TLso do ozonio (54,40% = 5,30) que, todavia,
ndo diferiu estatisticamente do tratamento contendo a semente em sua condi¢do original
(62,00% = 2,00). Os demais tratamentos apresentaram valores intermediarios entre ambos,
ndo diferindo estatisticamente entre si e da testemunha com a semente em sua condicao

original, sem adicdao de nenhum tratamento (Figura 5).

25



100

A
80 4 AB
g [ AB AB
= L L AB AB
2 60 - = T B B
,.g T T
53
S 401
=
9
D
=
20 A
o T T T T T T T "I
% RS < o} >
P S P et & O 7 o
S\ N S S aPTa o
O @ <& < < p
C,\f"g‘x 690
%
Tratamentos

Figura 5. Vigor das sementes de milho doce (em porcentagem) calculadas com base nos
resultados do teste de tetrazolio e provenientes dos diferentes tratamentos para controle de
Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885, (Coleoptera: Curculionidae). Obs.: Delt —
deltametrina; Aza — Azadiractina; Oz — 0zonio; Oz — oxigénio; CL90 e TL90 — concentracéo e
tempo que causam 90% de mortalidade; CL50 e TL50 — concentragcdo e tempo que causam
50% de mortalidade; TEST — testemunha, semente em sua condic¢do original, sem nenhum

tratamento.

26



Desta forma, do ponto de vista do vigor e da viabilidade obtidos pelo teste do
tetrazélio, os tratamentos ndo interferem nessas caracteristicas e, como consequéncia, na
qualidade da semente obtida. Esses resultados concordam com os encontrados por Pereira et
al (2006) que verificaram que a atmosfera modificada com ozbénio a 50 ppm ndo alterou
significativamente as caracteristicas fisioldgicas relacionadas a qualidade das sementes de

milho.

5. CONCLUSOES

Do ponto de vista de efetividade em controlar S. zeamais, a associacdo entre a CLso
dos inseticidas e 0 TLsp do 0zdnio ndo resultou em sinergia tendo em vista que proporcionou
mortalidade inferior a verificada nos tratamentos submetidos & CLgo da deltametrina e da
azadiractina. Todavia, a associacdo entre o controle quimico e a atmosfera modificada com
ozo6nio proporcionou mortalidade equivalente a verificada no tratamento submetido a TLgo do
ozonio.

Os tratamentos que causaram mortalidade efetiva na praga (CLgo da azadiractina — 12,63%
v/v e CLgo da deltametrina — 5,01% v/v) ndo alteraram os atributos que garantem a qualidade

de sementes, podendo ser usados visando sua protecao.
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