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RESUMO

O milho (Zea mays) ¢ um dos mais importantes cerais cultivados e consumidos em todo
o mundo. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor de milho e esta liderando o
ranking de exportagdes dessa commodity, entretanto para alcangar maiores produtividades
¢ necessario reduzir as perdas durante o armazenamento, sendo o principal responsavel
por essas perdas o gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais Coleoptera; Curculionidae). O
objetivo deste trabalho foi avaliar a preferéncia do gorgulho por diferentes genotipos de
milho e o efeito de repeléncia da ozoniza¢d@o no controle desse inseto. Nos testes de
preferéncia, foram testados 15 genotipos de milho: KWX 1001 a 1010, BR106 (milho
comum), 30s31VYHR (contendo as toxinas Bt IP3Aa20 x Cryl Ab x CrylF), Superdoce,
30s31 (isolinha de 30s31VYHR sem toxinas Bt) e milho Pipoca (BAS 5802). Foram
realizados seis bioensaios com chance de escolha (arena de 15 escolhas) para avaliar a
preferéncia do inseto, sendo trés com machos e trés com fémeas. Ja em relagdo aos testes
de repeléncia com o 0zdnio, foram testados graos de trés genotipos (Superdoce, BR 106
e milho Pipoca) que foram tratados com 0z6nio ou oxigénio, foi utilizado um olfatdmetro
de quatro vias por um periodo de 10 minutos em cada ensaio, onde foi avaliado o tempo
médio, em segundos, para primeira escolha e de residéncia, além do nimero de vezes que
cada fémea adentrou cada brago. Os gendtipos mais preferidos por machos de S. zeamais
foram Superdoce e KWX 1009 enquanto os menos preferidos foram KWX 1003, 1005,
1007, 1008, 1010 e 30s31 VYHR. Ja no caso das fémeas de S. zeamais os genotipos mais
preferidos foram Superdoce, KWX 1009 e BR 106 enquanto os menos preferidos foram
KWX 1004, 1005, 1006, 1007 e 1008. Em relacdo aos testes de repeléncia com o 0z6nio,
os genoétipos Superdoce e BR 106, considerados os mais suscetiveis, foram os que se

beneficiaram da agdo de repeléncia promovida pelo gas ozonio.

Palavras- chave: Integragcdo, medidas alternativas de controle, resisténcia hospedeira.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays Poaceae) é um dos mais importantes cerais cultivados e
consumidos em todo o mundo, compondo a base alimentar tanto para alimentagdo
humana quanto para a animal (MLYNEKOVA; CERESNAKOVA, 2013). Ademais, sua
utilizagdo ¢ ampla englobando industrias quimica, farmacé€utica, de papéis e téxtil (PAES,
2006). Dados da FAO (2023), demonstram que os Estados Unidos ¢ o maior produtor
mundial de milho, seguido da China e do Brasil. J4 no cenario nacional, as regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste se destacam em relagdo a produgdo de milho, sendo essas
responsaveis por mais da metade da produgdo nacional (BRASIL, 2023a). Apesar da
maior parte dessa producdo ser destinada ao consumo interno (BRASIL, 2023b),
atualmente, o Brasil tem aumentado o ritmo das exportagdes de milho, a fim de se tornar

o maior exportador mundial de milho (USDA, 2023).

Entretanto, a produgdo brasileira de milho necessita evoluir alguns aspectos para
alcangar produtividades cada vez maiores, incluido o armazenamento. Atualmente,
estima-se que 61,6% das perdas de pds-colheita de milho ocorrem no armazenamento,
podendo essas perdas serem causadas por fatores bidticos (graos, insetos, microflora) e
abidticos (impurezas, estrutura da armazenagem, umidade, temperatura) (PERA;
BARTHOLOMEU, 2022). Em relagdo aos fatores bioticos, o ataque de insetos-praga ¢ o
principal responsavel pelas perdas na fase de armazenamento, com destaque para o
Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (SANTOS; MANTOVANI, 1997), que
caso ndo seja controlado, leva a perdas na produg¢do de milho que podem alcangar até

90% (GIGA et al., 1991).

O S. zeamais, conhecido popularmente como gorgulho-do-milho ou caruncho,
apresenta distribuicio cosmopolita (LOPEZ- CASTILLO et al., 2018), uma elevada gama
de hospedeiros e infesta cultivos de maneira cruzada, ou seja, desde o campo até o
armazém (CAMPOS, 2005; LORINI et al., 2010), sendo considerado uma das pragas
primarias de armazenamento mais severas ¢ comuns do mundo (HILL, 1983; HAINES,
1991). As perdas causadas pelo gorgulho-do-milho podem ser por danos diretos, quando
causadas pela alimentag@o direta dos insetos-pragas e/ou por danos indiretos, através do
favorecimento da incidéncia de patdgenos oportunistas, como os fungos, assim como de
pragas secundarias e de acaros que se desenvolvem na poeira formada devido ao consumo

dos graos (FARONI, 1992; CANEPPELE et al. 2003). As consequéncias dessas perdas



incluem perda de peso, reducdo da qualidade fisiologica das sementes, decréscimo do

valor nutricional e de mercado do produto (FARONI, 1992; CANEPPELE et al. 2003).

A fim de minimizar as perdas causadas pelo gorgulho, a fosfina (fosfeto de
magnésio e aluminio), atualmente, ¢ o produto mais utilizado na fumigagdo ou expurgo
no Brasil, para controle curativo do S. zeamais (PIMENTEL et al., 2008; BRASIL,
2023¢). Embora existam produtos registrados dos grupos quimicos dos piretroides e
organofosforados para controle dessa praga, esses possuem apenas a¢do de contato
(PEREIRA et al., 2009; LORINI et al., 2015; BRASIL, 2023c¢). Logo, devido a essa forte
dependéncia da fosfina e da restricdo de alternativas para rotagdo de ingredientes ativos
para o controle do gorgulho, o manejo dessa praga ¢ limitado, aumentando dessa forma a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia no inseto (PEREIRA et al., 2009;

PIMENTEL et al., 2008; SANTOS et al., 2009; GUEDES, 1991).

O desenvolvimento de resisténcia a fosfina em varias espécies que infestam o
ambiente de armazenamento ao longo de todo o globo terrestre coloca a viabilidade e
sustentabilidade da fosfina em risco (NAYAK et al., 2020). A resisténcia tem sido
agravada nas ultimas duas décadas, principalmente devido a inexisténcia de alternativas
de controle apropriadas, principalmente no que concerne a efetividade de controle
comprovada da fosfina contra grupos variados de praga (amplo espectro), a
compatibilidade do tratamento com a maioria das condi¢oes de armazenamento e a
aceitabilidade local e internacional do tratamento em virtude de ser um tratamento que €
livre de residuos, findo o periodo de caréncia (NAY AK et al., 2020). Desta forma, a busca
por métodos de controle alternativos aos insetos que infestam o ambiente de

armazenamento ¢ crucial.

Um dos métodos de controle alternativos a essa praga ¢ a busca por genotipos
resistentes ao gorgulho-do-milho. Sabe-se que os diferentes tipos de graos cultivados no
Brasil ¢ no mundo apresentam uma variabilidade em relagdo a resisténcia as pragas
(GARCIA-LARA et al., 2004). Devido a isso, a infestagdo e o desenvolvimento dos
insetos sdo afetados pelas alteragdes quimicas, como a qualidade nutricional do genétipo
(GARCIA-LARA et al., 2004), compostos fitoquimicos envolvidos na manifestagio da
resisténcia (ARNASON et al., 1992; WARCHALEWSKI et al., 2002; BERGVINSON;
GARCIA-LARA, 2004; SANTIAGO; MALVAR, 2010; NWOSU, 2016), ¢ alteragdes



fisicas e morfologicas, como a dureza dos graos (TIPPING et al., 1988; LARA, 1991) ¢
o seu formato (duro - flint, dentado, doce ou pipoca) (SULEIMAN et al, 2015).

Além desse método, o emprego do gas ozonio (O3), atualmente, esta entre as
principais formas de controle alternativo do gorgulho, devido a sua rapida degradagéo,
seu alto poder oxidativo e a sua capacidade de penetragdo em profundidade na massa de
graos (TIWARI et al., 2010; SILVA et al., 2022). Ademais, o 0zOnio vem se
popularizando por ser uma alternativa ecologicamente e economicamente viavel para a
manutengdo ¢ preservacdo da qualidade dos graos (ROZADO et al., 2008; SILVA et al,,
2022). Nesse aspecto, estudos objetivando selecionar gendtipos resistentes ao gorgulho e
o efeito sinérgico da resisténcia hospedeira ao efeito de repeléncia que pode ser causado
pelo gés ozOnio podem apresentar alternativas viaveis de controle a serem agregadas ao

programa de manejo de S. zeamais em graos de milho armazenados.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais
Avaliar a preferéncia do gorgulho a diferentes gendtipos de milho e o efeito de

repeléncia da ozonizagdo no controle desse inseto.

2.2. Objetivos especificos
1. Avaliar a existéncia de preferéncia ou ndo-preferéncia entre os diferentes
gendtipos de milho ao S. zeamais;
2. Avaliar o efeito de repeléncia do inseto pela associagdo entre genotipos

selecionados e 0 uso do 0zonio.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Milho

O milho (Zea mays) pertence a familia Poaceae, tendo como centro de origem o
Meéxico (HALLAUER; DARRAH, 1985). Ele é um dos cereais cultivados mais
importantes do mundo, sendo utilizado no consumo direto, industrias ¢ fabricacdo de
embalagens (JORNAL AGROCERES, 1994). Ademais, esse ¢ utilizado como fonte

primaria de fornecimento de energia e proteina em paises em desenvolvimento, tanto para



alimentagdio humana quanto para alimentagdio animal (MLYNEKOVA;
CERESNAKOVA, 2013), embora no Brasil, a maior parte da produgio seja destinada ao
consumo animal (ABIMILHO, 2023).

O milho é uma espécie anual, possui o fruto do tipo cariopse, comum nas
gramineas, sendo sua classificagcdo baseada na forma, tamanho dos gréos, e estrutura do
endosperma (PAES, 2006). Baseado nessas caracteristicas, existem cinco classes de
milho: dentado, pipoca, doce, farinaceo e duro/flint, entre os quais, o duro/flint ¢ o milho

comercial mais produzido nacionalmente (BOUTARD, 2012; PAES, 2006).

No cenario mundial, o Brasil é o terceiro maior produtor dessa commodity com
uma produgdo de 88.461.943 mil ton, estando atras apenas dos Estados Unidos
(272.552.000 mil ton) e da China (383.943.000 mil ton) (FAO, 2023). Atualmente, a
época de maior producgdo de milho no Brasil é a segunda safra brasileira, conhecida como
safrinha, isso porque o plantio do milho em sucess@o a colheita da soja, tem permitido
uma maior produtividade, devido ao efeito residual de fertilizantes aplicados na soja

(REIS et al., 2016).

Na safra brasileira de 21/22, a produ¢@o de milho da segunda safra foi de 85.892,4
mil toneladas, enquanto a producdo da primeira e terceira safras foi de 25.026,0 € 2.211,9
mil toneladas, respectivamente (BRASIL, 2023b). Na mesma safra, as regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste se destacaram com 64.210,1 mil ton, 21.467,9 mil ton, 12.054,9 mil
ton de milho total (dados das trés safras), respectivamente. Dentro dessas regides, os
estados que concentraram maior produgdo, em ordem decrescente de magnitude, foram
Mato Grosso, Parana, Mato Grosso do Sul, Goids e Minas Gerais, sendo esses
responsaveis por aproximadamente 78% da produgao total de milho brasileira (BRASIL,

2023a).

Mais da metade da producdo nacional de milho é destinada ao consumo interno,
sendo necessario que durante o periodo compreendido entre a colheita ¢ a
comercializagdo, parte da produgdo seja armazenada, com o objetivo de garantir a
disponibilidade de estoques-reguladores de preco agricola (BRASIL, 2023b;
POSSAMAL;, PESCADOR; MAYERLE, 2014). Entretanto, o armazenamento de graos
de milho no Brasil ¢ precério e possui um déficit na sua capacidade em relagdo a producao
(BRASIL, 2023d). Estima-se que 61,6% das perdas de pds-colheita de milho ocorrem no

armazenamento; no entanto, as consequéncias dessas perdas dependem de fatores bidticos



(graos, insetos, microflora) e abidticos (impurezas, estrutura da armazenagem, umidade,

temperatura) (PERA; BARTHOLOMEU, 2022).

Sabe-se que o ataque de insetos-praga € o principal responsavel pelas perdas no
armazenamento, com destaque para o gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais Coleoptera:
Curculionidae) (SANTOS; MANTOVANI, 1997). Essas perdas podem ser quantitativas,
quando causadas pela alimentag@o direta dos insetos-pragas e qualitativas, caso resultem
em decréscimo do valor nutricional dos graos e da qualidade fisiologica da semente
(FARONI, 1992). Independentemente do tipo de perda, essas afetam diretamente os
valores nutritivos e comerciais do milho, podendo até mesmo condenar, totalmente ou
parcialmente, lotes de sementes e/ou graos (ANDERSON et al., 1990; CANEPPELE et
al., 2003).

3.2. Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais)

O gorgulho-do-milho ou caruncho, Sitophilus zeamais (Coleoptera), pertence a
familia Curculionidae, tendo como principais caracteristicas o rostro, que ¢ o
prolongamento da cabega, que apresenta na extremidade as pegas do aparelho bucal
mastigador e as antenas clavadas e geniculadas (CABI, 2022). Suas larvas sao
curculioniformes (formato de C) e possuem uma pigmentagdo amarelo-clara, com a
cabega de cor marrom-escura e as pupas sdo de coloragdo branco-leitosa (MOUND, 1989;

BOOTH et al., 1990; CABI, 2022).

Os adultos sdo gorgulhos de aproximadamente 3 mm e formato alongado, com
coloragdo marrom-escuro ¢ manchas mais claras no élitro que podem ser observadas apds
sua emergéncia (LORINI; SCHNEIDER, 1994; LORINI et al., 2015). As fémeas de S.
zeamais apresentam um rostro mais longo e afilado, diferentemente dos machos em que
essa estrutura ¢ mais curta ¢ grossa (MOUND, 1989; BOOTH et al., 1990). Seu periodo
de oviposicdo ¢ de 104 dias, e 282 ¢ o numero médio de ovos depositados por fémea
(LORINT et al., 2007; SANTOS et al., 2003). A longevidade dos machos ¢ de 142 dias,
enquanto das fémeas ¢ de 140 dias (LORINI et al., 2007; SANTOS et al., 2003). O
periodo de incubagéo dos ovos varia entre 3 e 6 dias, e o ciclo total, de ovo a adulto, é de

34 dias (LORINI et al., 2007; SANTOS et al., 2003).

O caruncho ¢ uma das pragas primarias de armazenamento mais severas € comuns

do mundo (HILL, 1983; HAINES, 1991). Ele apresenta uma distribui¢cdo cosmopolita,



ocorrendo em diversas regides quentes e imidas (LOPEZ- CASTILLO et al., 2018).
Tanto a fase larval quanto a fase adulta desse inseto sdo capazes de danificar sementes ou
graos intactos ou com injuria prévia, reduzi-los a p6 através da alimentacdo dos adultos e
desenvolvimento de estdgios imaturos dentro do grio (MARKHAM et al., 1995;
LONGSTAFF et al., 1981). A preferéncia do S. zeamais ¢ o milho, entretanto esse inseto
apresenta uma elevada gama de hospedeiras, incluindo trigo, arroz, triticale, cevada e
aveia, podendo infestar cultivos de maneira cruzada, ou seja, desde o campo até o

armazém (CAMPOS, 2005; LORINI et al., 2010).

Uma das consequéncias dos graos de milho atacados pelo gorgulho-do-milho € o
decréscimo da qualidade fisiologica, diminuigdo do peso e o aumento da suscetibilidade
dos graos a infec¢do por fungos, pragas secundarias e acaros que se desenvolvem sobre a
poeira decorrente do ataque (DEVI et al., 2017). Ademais, ha reducdo do seu valor
nutricional e de mercado (CANEPPELE et al. 2003). Caso medidas de controle ndo sejam
adotadas, as perdas na producdo de milho podem alcancar até 90% (GIGA et al., 1991).
Essas perdas dependem de outros fatores, tais como a populagdo inicial de S. zeamais na
colheita, a temperatura e o teor de umidade no armazenamento que influencia a taxa de

reproduc¢do do inseto, assim como do genotipo de milho infestado (DOBIE et al., 1984).

Além dos danos diretos causados no milho pelo gorgulho, ha a incidéncia de
patdégenos oportunistas, como os fungos. Esses produzem centenas de micotoxinas que
dependendo dos teores presentes nos alimentos e ragdes, causam problemas a satide
humana e animal (MOSS, 1998). Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas
merecem destaque, pois estdo entre as principais classe de micotoxinas. Os fungos,
Aspergillus flavus e A. parasiticus, sao os principais agentes causais das aflatoxinas. Seus
efeitos variam entre morte aguda ¢ doengas cronicas, dependendo da frequéncia e da
dosagem, dado que a exposi¢do por longos periodos leva a ocorréncia de tumores em

varios animais (CAST, 2003).

Estudos anteriores constataram carunchos naturalmente contaminado com esporos
de A. flavus em graos de milho, visto que esses foram eficientes em transportar os esporos
sem sofrer aflatoxicose (DIX, 1984). Além disso, outros trabalhos demonstraram que a
interacdo do S. zeamais e A. flavus favoreceu a produg@o de micotoxinas e crescimento

fungico, devido ao aumento da umidade em resultado da atividade metabolica dos



gorgulhos e a uma maior area favoravel ao crescimento fungico (BETI; PHILLIPS;

SMALLEY, 1995).

Desta forma, métodos de controle eficientes para o caruncho devem ser buscados
visando evitar as perdas decorrentes do ataque direto e indireto. Embora a injuria causada
em campo possa ser compensada pelo aumento da produtividade de plantas ndo atacadas
e pelo restabelecimento das plantas danificadas, os prejuizos ocasionados no
armazenamento sdo irreparaveis (FONTES; ALMEIDA FILHO; ARTHUR, 2003).
Dessa forma, ¢ essencial empregar métodos de controle que contribuam para melhor

preservacdao do milho, evitando perdas.

3.3. Métodos de controle

No Brasil, a fumigagdo ou expurgo ¢ o método de controle curativo de S. zeamais
utilizado em ambiente de armazenamento, sendo a fosfina (fosfeto de magnésio e
aluminio) o produto mais utilizado para essa pratica (PIMENTEL et al., 2008; BRASIL,
2023d). Além da fosfina, existem produtos registrados dos grupos quimicos dos
piretroides e organofosforados para o controle desse inseto em milho armazenado, porém
de acdo de contato (PEREIRA et al., 2009; LORINI et al., 2015; BRASIL, 2023d). Apesar
desses produtos serem eficientes para o controle do gorgulho, o seu uso continuo é uma
das limita¢des para o manejo dessa praga, visto que o uso continuo e o numero restrito de
ingredientes ativos disponiveis para rotacdo aumentam as chances de desenvolvimento
de resisténcia (PEREIRA et al., 2009; PIMENTEL et al., 2008; SANTOS et al., 2009;
GUEDES, 1991).

Atualmente, ja existem estudos objetivando detectar as populagdes resistentes de
S. zeamais no Brasil. Guedes et al. (1995) identificaram populagdes do gorgulho-do-
milho resistentes a piretroéides em estados nacionais, embora esse grupo quimico ainda
ndo tivesse sido utilizado em condigdes de armazenamento em algumas dessas
populacdes. Além disso, Pimentel et al. (2008) avaliaram a resisténcia a fosfina em quatro
espécies diferentes de insetos-pragas em graos armazenados, incluindo S. zeamais, sendo
nessa pesquisa observado que as populag¢des de individuos resistentes de todas as espécies
testadas apresentaram reducdo da taxa respiratoria, a fim de reduzir a captacdo do gas,
configurando assim como um mecanismo de resisténcia a fosfina. No que pese os

resultados encontrados utilizando-se populagdes do inseto nacionais, estudos com



populacdes prevalentes em outros locais do mundo (60 paises representantes das seis
maiores regides continentais do mundo) ndo detectaram resisténcia de S. zeamais a
fosfina, apesar da resiténcia ter sido detectada em outras espécies tais como Rhyzopertha
dominica (Coleoptera: Bostrichidae) e Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae)

(NAYAK et al., 2020).

De todo modo, os estudos comprovam que o uso constante de inseticidas
fumigantes (fosfina) e protetores (piretrdides) contribuem para o surgimento de insetos-
pragas resistentes em graos armazenados, algo que ocorre devido as condigdes
inadequadas em que os expurgos sdo realizados nos armazéns e a auséncia de produtos
no mercado com ingredientes ativos alternativos para serem usados na rota¢cao dos modos
de agdo (LORINI et al., 2007; PIMENTEL et al., 2007; SANTOS et al., 2009). Por isso,
estudos que busquem métodos de controle alternativos para S. zeamais vém se tornando

uma necessidade.

Estudos recentes mostram o potencial fumigante de 6leos essenciais de plantas
aromaticas no controle eficaz de gorgulho-do-milho. Patifio-Bayona et al. (2021)
determinaram concentragdes letais para 14 amostras de oleos essenciais de plantas
aromaticas ¢ 17 dos seus principais constituintes ativos (monoterpenos), sendo que os
6leos essenciais de Lavandula stoechas e Lavandula alba apresentaram o maior potencial
fumigante, com valores de CLso de 303,4 ¢ 254,1 uL/L de ar, respectivamente, sendo uma

alternativa viavel para o controle dessa praga.

A busca por genotipos resistentes a S. zeamais ¢ outra possivel alternativa de
controle, visto que os diferentes tipos de grdos cultivados no Brasil e no mundo
apresentam uma variabilidade em relacio a resisténcia as pragas (GARCIA-LARA et al.,
2004; NWOSU; ADEDIRE; OGUNWOLLU, 2015; NWOSU, 2016). Nesse sentido, a
infestagdo e o desenvolvimento dos insetos sdo afetados por alteragdes quimicas, fisicas
ou morfologicas nos gendtipos atuando de maneira isolada ou conjuntamente (NWOSU;
ADEDIRE; OGUNWOLU, 2015; NWOSU, 2016). Dentre as causas quimicas, a
qualidade nutricional do genotipo que inclui os teores de agucar, proteina e aminodacido ¢é
reconhecido como um fator determinante da suscetibilidade (GARCIA-LARA et al.,
2004). Além disso, outros compostos fitoquimicos estdo envolvidos na manifestagdo de
resisténcia, tais como: acidos fenolicos, alcaloides, teor de a-amilase e inibidores de

proteinase (ARNASON et al., 1992; WARCHALEWSKI et al., 2002; BERGVINSON;



GARCIA-LARA, 2004; SANTIAGO; MALVAR, 2010; NWOSU, 2016). Ja em relagio
as alteracdes fisicas, a dureza dos graos ¢ considerada uma das causas de ndo-preferéncia
dos gorgulhos (TIPPING et al., 1988; LARA, 1991), sendo essa caracteristica afetada
pelo formato do grao (duro - flint, dentado, doce ou pipoca) (SULEIMAN et al, 2015).

Essa resisténcia por ndo-preferéncia ou antixenose faz com que o hospedeiro seja
menos preferido pelo inseto para alimentacdo, oviposi¢@o ou abrigo, reduzindo o tempo
de contato entre o inseto ¢ o hospedeiro, assim como as chances de colonizagdo
(OLESZCZUK et al., 2020). Nesse tipo de resisténcia, o hospedeiro exerce um efeito
adverso no comportamento do inseto, alterando-o, ao passo que na resisténcia por
antibiose o hospedeiro exerce um efeito adverso sobre a historia de vida ou biologia do
inseto (STOUT, 2013). Apesar de os testes com e sem chance de escolha terem sido
usados anteriormente de maneira distinta para categorizar ou confirmar as categorias de
resisténcia por antixenose ou antibiose (SUINAGA et al., 2004; MOREIRA et al., 2013),
atualmente essa distingdo ndo ¢é feita ou aceita. Isso se da em decorréncia do fato de que
ao considerar a antixenose como causadora de todos os efeitos que influenciam o
comportamento do inseto, incluindo o reconhecimento, aceitagdo e utilizagdo do
hospedeiro, torna-se impossivel separar a antixenose da antibiose, dado que as duas
categorias de resisténcia se sobrepdem e afetam esses comportamentos de maneira
conjunta ou combinada (STOUT, 2013). A razdo para a sobreposi¢do ¢ decorrente da
coexisténcia, sendo em todas, a0 menos na maioria das plantas resistentes, de multiplos
fatores causadores de resisténcia incluindo compostos com agdo repelente, deterrente,

toxica ou antinutritiva (STOUT, 2013).

O emprego do gas ozbnio (0O3), atualmente, estd entre as principais formas
alternativas ao uso da fosfina para controle do gorgulho-do-milho, devido a sua acdo
oxidante e por ser uma alternativa ecologicamente e economicamente vidvel para a
manutengdo e preservacdo da qualidade dos grdos (ROZADO et al., 2008). Além disso,
ele ndo apresenta efeito negativo na qualidade do produto final, devido a sua meia vida
curta e de seu produto de degradagdo ser o oxigénio (MENDEZ et al., 2003). Desta forma,
0 ozdnio tem sido considerado como alternativa para o manejo integrado de pragas (MIP)
de produtos armazenados, podendo ser uma alternativa a dependéncia de inseticidas

fumigantes e protetores para o controle de S. zeamais.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Genoétipos

Para a realizagdo dos testes com chance de escolha foram testados 15 genotipos
de milho grao, sendo eles: 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 Cryl Ab x CrylF), BRS 400 (milho superdoce),
30s31 (isolinha de 30s31VYHR sem toxinas Bt) ¢ BAS 5802 (milho pipoca). Esses
genotipos foram cedidos por parceiros, visto que do KWX 1001 ao KWX 1010 foram
oriundos do estado da Bahia, 0 30s31VYHR ¢ 0 30s31 sdo comercializados pela Pioneer,
o BR106 e 0 BRS 400 sao comercializados pela Embrapa e o BAS 5802 ¢ comercializado

pela Syngenta e adquirido da empresa Basso Semillas.

A partir dos resultados do teste com chance de escolha, trés gendtipos do milho
foram selecionados para a utilizagdo nos testes no olfatometro, sendo os gendtipos
selecionados o BRS 400 (milho superdoce), o BRS 5802 (milho pipoca) e o BR 106

(milho comum).

4.2. Insetos

Os insetos (S. zeamais) foram obtidos de cria¢do mantida no Laboratorio de
Protecdo de Plantas da Universidade de Brasilia, sobre o gendtipo Doce Cristal (milho
doce) armazenado em baldes plasticos de 20 litros de capacidade contendo uma abertura
recoberta com organza para aeragdo. Os insetos foram mantidos sob condigdes ambientais
prevalentes no Laboratério de Protecao de Plantas. Para a utilizacdo dos insetos nos testes
foram seguidos os procedimentos de sexagem descritos em Padil (2018) e Hasltead
(1963), baseados na presenga de rostro relativamente mais comprido e estreito, contendo
puncturas ao longo do mesmo em linhas regulares e sem se tocarem nas fémeas, enquanto
nos machos o rostro apresenta-se mais curto e largo, com puncturas ndo organizadas em
linhas e sempre tocando umas nas outras. Para os testes com chance de escolha, os insetos
foram mantidos sem contato com graos para alimentagdo e oviposi¢cdo por pelo menos 24

horas antes do inicio do bioensaio.
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4.3. Teste com chance de escolha

Para a realizacdo dos testes com chance de escolha, foram utilizadas arenas
construidas com recipientes plasticos redondos de 3.500 mL de capacidade, sendo em seu
didmetro dispostos tubos Falcon de maneira equidistante e fixados com auxilio de cola
quente e fita veda rosca. No interior de cada tubo Falcon, foram usados 4 g de cada
tratamento (15 genoétipos) avaliado, que foram alocados ao acaso em cada uma das
posi¢des. Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes, sendo realiazados trés bioensaio. Em cada bioensaio foram utilizadas seis
arenas, sendo trés com fémeas e trés com machos. Cada arena recebeu 50 fémeas ou 50

machos de S. zeamais de 7 dias de idade.

As avalia¢des foram realizadas 30, 60, 90, 150, 270, 390, 540, 1.440,2.880 ¢4.320
minutos apds o inicio do bioensaio, sendo nelas contabilizados o niimero de insetos
encontrado em cada tratamento e os que ndo estavam sobre nenhum tratamento. Apds a

ultima avaliag@o, os insetos foram descartados.

4.4. Associaciao do uso de ozénio e de genétipos selecionados

Para a realizacdo deste bioensaio, foram testadas 5 g de grios de cada genotipo
selecionado (BR106, BRS 400 e BAS 5802). No primeiro momento, as amostras foram
acomodadas de forma individualizada em sacos de organza de 15,5 x 24,5 cm (largura x
comprimento). Foram utilizados quatro sacos com o mesmo gendtipo por bioensaio, de
modo que trés desses sacos (3 amostras de 5 g de grdos = 15g de grios) foram expostos a
0zonizagdo em uma camara de ozonizag¢ao (dosagem de 5 L/min e fluxo de 4 L/min) por
30 minutos, enquanto o quarto saco (testemunha) foi submetido ao oxigénio em uma
bomba de aquario com fluxo de 0,8 L/min pelo mesmo periodo de exposicdo. A cada
novo bioensaio as amostras foram substituidas e os graos foram tratados seguindo as

mesmas condigdes, descritas anteriormente.

Para a ozoniza¢do dos grios, foi utilizado um gerador de 0zonio (Modelo O&L
3.0-O2-RM) produzido pela empresa Ozone & Life em uma camara de ozonizagdo
composta por recipientes de vidro de 850 mL de capacidade com tampa adaptada para
passagem de ozonio gerado pelo método de descarga por barreira dielétrica. Apos a
exposicdo dos graos ao ozonio, esses foram acondicionadas no interior de seringas de

vidro (10 mL), de modo que essas possibilitavam acesso ao olfatometro de quatro vias, a
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partir de mangueiras de silicone (8§ mm de didmetro total ¢ 4 mm de didmetro do furo
central). O olfatdmetro ¢ composto por uma placa de acrilico (16,5 cm x 16,5 cm) e possui
um desnivel no formato de "X" (corpo com 16,5 cme 4,1 cm para cada brago), modificado
de Vet et al. (1983), proporcionando quatro possibilidades de escolhas, sendo essa
categoria de olfatdmetro apropriada para medir o efeito de repeléncia de um composto

quimico a um determinado inseto.

Uma corrente de ar regulada por fluxdmetro a 0,8 L/min foi distribuida
uniformemente entre os quatro bracos (0,2 L/min por brago), sendo essa corrente
conduzida para o interior do olfatdmetro, passando anteriormente pelo carvao ativado e
pela agua destilada, filtrando e umidificando, respectivamente. Ao ligar o sistema, uma
bomba de succdo foi conectada a uma cavidade no centro da placa de acrilico, a fim de
regular o fluxo da corrente de ar para 0,4 L/min, permitindo assim a distribui¢do de ar

uniforme para o sistema (0,2 L/min por via do olfatdmetro).

Em cada bioensaio realizado no olfatometro, trés bragos continham amostras de
um mesmo genodtipo ozonizadas e uma amostra do mesmo genotipo ndo ozonizada
(branco); os bragos do olfatometro foram rotacionados entre ensaios. Apds a montagem
de todo o equipamento, a primeira fémea de S. zeamais foi introduzida através do orificio
central superior do olfatdmetro e o tempo comegou a ser contabilizado. Os insetos foram
mantidos no olfatdmetro por 10 minutos, sendo utilizada uma fémea por bioensaio. Caso
ndo houvesse reacdo da fémea apds 1 minuto, essa era considerada ndo responsiva e,
portanto, descartada do teste. Foram avaliados nesses testes o tempo médio, em segundos,
para primeira escolha e o tempo de residéncia (tempo de permanéncia em cada brago),
além do nuimero de vezes que cada fémea adentrou cada braco. O tempo total de
permanéncia em um determinado tratamento foi calculado através da soma do tempo
gasto nas diferentes entradas do inseto naquele tratamento. A escolha do inseto foi
determinada quando percorrida uma distancia de 15 cm em um brago (possuindo uma
marcagdo para separacdo dos 4 bragos no formato de um quadrado com as paredes
desenhadas a 1 cm do centro da placa de acrilico), sendo considerada a primeira escolha
quando o inseto permanecia, por pelo menos 20 segundos em um mesmo braco. A
higieniza¢do dos componentes do olfatdmetro foi realizada a cada 5 fémeas testadas,
utilizando detergente neutro na lavagem e a secagem realizada em estufa com circulagdo

de ar a 40° C.
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4.5. Analise dos dados

Para os ensaios com chance de escolha foi realizada a média dos trés bioensaios e
dos 10 tempos de avaliagdo, separadamente para machos e fémeas de S. zeamais. Os
dados médios esses foram submetidos ao teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido
de Teste Tukey HSD a P < 0,05. Os dados dos ensaios realizados no olfatdmetro, com
fémeas de S. zeamais, foram comparados considerando apenas dois tratamentos: controle
e graos ozonizados. Desta forma, os dados relativos ao total de entradas, tempo total gasto
no tratamento, tempo para primeira escolha e tempo de residéncia nos trés bracos do
olfatdbmetro que continham os graos ozonizados foram somados e depois reduzidos para
a média. Em seguida, essas varidveis foram comparadas entre o tratamento controle e
grao ozonizados por teste de 2 a P > 0,05, para verificar se a frequéncia com que um
determinado acontecimento ocorreu se desviava significativamente ou ndo da frequéncia

com que S€ esperava que ele ocorresse.

5. RESULTADOS

Nos testes com chance de escolha, os machos apresentaram preferéncia pelo
gendtipo Superdoce, que ndo diferiu estatisticamente dos gendtipos KWX1009, 30s31,
KWX 1001, Pipoca e BR 106 (Figura 1). Os genotipos menos preferidos foram os
genotipos KWX 1003, 1005, 1007, 1008 e 30s31 VYHR que diferiram do Superdoce e de
KWX1009, ndo diferindo, entretanto, dos demais genotipos testados (Figura 1). No caso
das fémeas de S. zeamais, os gendtipos mais preferidos foram o Superdoce, KWX 1009,
BR 106, KWX 1001 e 30s31, que ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura 2). Os
gendtipos menos preferidos pelas fémeas de S. zeamais foram KWX 1004, 1005, 1006,
1007 e 1008 que diferiram estatisticamente dos genotipos Superdoce, KWX 1009 e BR

106, mas ndo diferiram dos demais gendtipos testados (Figura 2).
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KWX 1003 1_HD
KWX 1010 1_H CD
KWX 1007 1_HCD
KWX 1008 {_H CD
KWX 1005 {_H CD
30s31VYHR {__H CD
KWX 1002 ——H BCD
KWX 1006 {—H BCD
KWX 1004 __H BCD
BR106 1 - ABCD
Pipoca 1 H ABCD
KWX 1001 —H ABCD
30s31 _—_ H ABCD
KWX 1009 - H AB
Superdoce - A

0 2 4 6 8 10 12 14

Média de adultos machos S. zeamais

Figura 1. Média do nimero de machos adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) £ EPM (10 avaliagdes e 3 bioensaios) em 15 genotipos de milho (Zea
mays Poaceae) em testes com chance de escolha. Dados seguidos pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P > 0,05 (comparagdes par a

par).
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KWX 1006 {_HC
KWX 1004 {_H C
KWX 1007 3 C
KWX 1005 {_H C
KWX 1008 {_H C
Pipoca 1____H BC
KWX 1002 _—__HBC
30s31VYHR {1} BC
KWX 1003 —_H BC
KWX 1010 1} BC
30s31 _—_ HABC
KWX 1001 —H ABC

BR106 A H AB
KWX 1009 A H AB
Superdoce A
0 2 4 6 8 10 12 14

Média de adultos fémeas de S. zeamais

Figura 2. Média do niimero de fémeas adultas de Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) £ EPM (10 avaliagdes e 3 bioensaios) em 15 genotipos de milho (Zea
mays Poaceae) em testes com chance de escolha. Dados seguidos pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey HSD a P > 0,05 (comparagdes par a

par).

Nos testes realizados no olfitometro, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os graos ozonizados e ndo ozonizados para as varidveis total de
entradas e tempo para a 1% escolha, em nenhum dos gendtipos testados, o mesmo
ocorrendo com o tempo de residéncia no milho Pipoca (Tabela 1). Entretanto, o tempo de
residéncia nos grdos ndo ozonizados foi estatiscamente superior ao tempo gasto nos graos

ozonizados nos genotipos Superdoce e BR 106 (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias (I.C. a 95% de probabilidade) do total de entradas, tempo total (soma

dos tempos parciais de entrada em cada brago), tempo de laténcia para primeira escolha

e tempo médio de residéncia (tempo total gasto em um dado brago dividido pelo niimero

de vezes que os insetos adentraram o braco) de fémeas de Sitophilus zeamais (Coleoptera:

Curculionidae) expostas a diferentes tratamentos (possibilidades de escolha) em

diferentes gendtipos de milho dispostos em um olfatometro em X (quatro escolhas).

Tratamentos Estatistica
xZ(Valor de P)
. " ,
Genétipos Branco Oz6nio CL=3
Total de entradas (numero)
1,08 0,89 0,00920.9236
________________ ©08-14) o OTLD
Tempo para a 12 escolha (seg)
Superdoce 13,18 9,75 0,25806115
_______________ @A-17.9) o AI20)
Tempo de residéncia (seg)
323,0a 129,08 b 43,6(<0-0001
(161,6-484,3) (78,5-179,6)
Total de entradas (numero)
1,52 1,13 0,02880-8652
________________ (_l_z:iilz?)______________________________(_1_’_0_'_1_73_)_______________________________
Tempo para a 12 escolha (seg)
BR106 9,57 11,80 0,116707326
_______________ (6,8-12.3) o ®%40)
Tempo de residéncia (seg)
245,94 a 141,67 b 14,280.0002
(162,0-329,9) (100,4-182,9)
Total de entradas (numero)
1,47 0,87 0,078207797
________________ (RN R (U ot 110)
Tempo para a 12 escolha (seg)
Pipoca 11,08 10,50 0,00190.9654
_______________ (76145 o O832)
Tempo de residéncia (seg)
228,42 182,31 2,600.1071

(146,4-310,4)

(113,7-250,9)
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6. DISCUSSAO
A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que houve diferencas

significativas na preferéncia dos gendtipos nos testes com chance de escolha. O gendtipo
Superdoce foi o preferido, tanto pelas fémeas quanto pelos machos. Vale destacar que os
genotipos KWX 1009 e BR 106 ndo diferiram do gendtipo mais preferido por machos e
fémeas, apesar de também nido terem diferido dos genotipos menos preferidos no caso
dos machos, mas terem diferido dos geno6tipos menos preferidos no caso das fémeas. O
milho Pipoca, por sua vez, ndo diferiu dos genotipos menos preferidos pelas fémeas de S.
zeamais ¢ nao diferiu tanto dos genotipos mais preferidos quanto dos menos preferidos
no caso dos machos de S. zeamais. Por essa razdo, os gendtipos Superdoce, BRS 106 ¢
Pipoca foram selecionados para uso nos ensaios no olfatdmetro, representando um

gendtipo altamente suscetivel, intermediariamente suscetivel e resistente.

As diferencas na preferéncia exibida pelos gorgulhos entre os diferentes
genotipos, pode ser justificada pela presenca de uma caracteristica da planta que afete
adversamente ou positivamente o comportamento do artrépode (STOUT, 2013). Sabe-se
que a preferéncia ou ndo preferéncia para alimentagdo e oviposi¢do desses insetos esta
associada a diferentes fatores fisicos, quimicos e morfolégicos que podem atuar de forma
conjunta, ou isoladamente (LARA, 1991; TOSCANO et al. 1999). Segundo Garcia-Lara
et al. (2004), os teores de agicares do milho apresentam uma correlagdo com os
parametros de suscetibilidade e isso pode justificar a preferéncia do gorgulho pelo milho
Superdoce, dado que esse genoOtipo apresenta altos teores de aclicares totais no
endosperma e um pericarpo fino que facilita o acesso do inseto ao tecido de reserva
(PARENTONI et al., 1990). No caso dos demais genotipos que também foram preferidos,
outros fatores podem governar essa preferéncia incluindo emissdo de volateis atrativos
(CAO et al., 2023), estimulantes alimentares (CHIPPENDALE, 1972), volateis atuantes
a curtas ¢ longas distdncias em fungdo da contaminagdo ou nao dos graos com A. flavus
(PONCE et al., 2022), dentre outros fatores. Alguns desses fatores podem incluir a
resisténcia do pericarpo, a natureza fisica e/ou quimica da pelicula do gréo, a presenga de
compostos toxicos ao desenvolvimento do inseto e compostos repelentes (ARNASON et
al., 1992; PANIZZI; PARRA, 2009). Ademais, outra caracteristica que pode afetar a
preferéncia do S.zeamais é a dureza do grao (TIPPING et al., 1988; LARA, 1991). Sabe-
se que essa caracteristica ¢ afetada pelo tamanho dos graos e, desta forma, graos ou

sementes de tamanho menores sdo mais duros e compactos, devido aos baixos teores de
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umidade sendo, portanto, mais resistentes ao ataque de S. zeamais (KEBA; SORI, 2013;

TONGJURA; AMUGA; MAFUYAL 2010).

Em relagdo as diferengas observadas e relativas a preferéncia das fémeas e machos
nos testes com chance de escolha, elas podem ser justificadas pelo fato dos machos
produzirem o feromonio de agregagdo (4S, 5R)-5-hidroxi4-metil-heptan-3-ona,
conhecido como sitophinona (WALGENBACH; BURKHOLDER, 1986; MOREIRA,;
ZARBIN; CORACINI, 2005), que ¢ atrativo tanto para fémeas quanto para machos,
gerando assim resultados diferentes em relagdo a preferéncia do inseto, visto que essa

sera afetada pelo feromonio nos testes realizados com machos (FAVERO et al., 1993).

Os resultados dos testes comportamentais realizados no olfatdmetro, permitiram
inferir que a magnitude dos efeitos observados em relagdo ao tempo de residéncia nos
gendtipos foi diferente, apesar do resultado estatistico ter sido semelhante no caso de dois
dos genotipos testados. Nessas analises observou-se que apesar do tempo de residéncia
das fémeas de S. zeamais ter sido cerca de trés vezes maior pelos graos ndo ozonizados
em comparagao aos graos ozonizados do genotipo Superdoce, ele foi apenas = 1,7x menor
no genotipo BR 106 e ndo foi alterado no milho Pipoca. Portanto, o efeito de repeléncia
proporcionado gas ozonio nos gendtipos de milho testados, foi alterado em fungdo da
maior suscetibilidade ou resisténcia genética do gendtipo testado, sendo de maior
magnitude no gendtipo mais suscetivel, intermediario no gendtipo que apresentava
resisténcia intermediaria e ndo se manifestando no gendtipo mais resistente. Sabe-se que
a repeléncia esta relacionada a percepgdo sensorial do inseto a um composto quimico,
dessa forma, caso um composto quimico desencadeic uma combinagdo de respostas
comportamentais gerando um movimento orientado para longe da fonte de emissdo desse
composto, esse ¢ reconhecido como repelente (DAVIS, 1985). Desta forma, a agdo de
repeléncia promovida pelo 0zonio pode atuar mascarando os volateis que condicionam a
suscetibilidade de um dado gendtipo a S. zeamais conferindo protegdo a esse mesmo
genotipo. No caso de gendtipos que ja se comportem como resistentes, a agdo auferida
pelo efeito de repeléncia sendo de menor magnitude, pode fazer com que os graos nao
tratados se comportem de maneira semelhante aos graos tratados. Esses resultados se
assemelham parcialmente aos obtidos por Guzzo et al. (2023) que avaliaram um inseticida
botéanico a base de 6leo de neem utilizado em associagdo com um gendtipo resistente e
suscetivel a Zabrotes subfasciatus. Nesse estudo foi constatado que a associacdo do

inseticida botanico NeemPro® com o genoétipo suscetivel e resistente a Z. subfasciatus

18



gerou uma acao de repeléncia, que afetou a viabilidade dos ovos de Z. subfasciatus, a
porcentagem de adultos emergidos em relagao ao total de ovos e a duracdo do periodo de
ovo-adulto de machos e fémeas, em ambas as associa¢cdes (GUZZO et al., 2023). Desta
forma, em ambos os casos, dos genétipos suscetivel e resistente, obteve-se resultados
positivos da associacdo de mais de um método de controle, compativel com a visdao

empregada no Manejo Integrado de Pragas.

Por fim, destaca-se que os resultados obtidos nos testes com o olfatdmetro
justificam a utilizacdo do gas 0zonio que se mostrou como uma alternativa eficiente para
integracdo com a resisténcia hospedeira, conferindo agdo de repeléncia justamente nos
genotipos mais suscetiveis. Adicionalmente, sua agregagdo ao manejo integrado de S.
zeamais pode contribuir para redu¢do nos casos de resisténcia de populagdes de S.
zeamais (GUEDES et al.,1995; PIMENTEL et al., 2008), ja que ndo existem informagdes
de populagdes desse inseto resistentes ao 0zonio, apesar de existirem relatos da alteragdo
na velocidade de caminhamento de S. zeamais exposto ao gas ozonio (TURCHEN et al.,
2018). Esse comportamento ndo foi avaliado nesse estudo, contudo deve ser incluido
como uma das variaveis a serem mensuradas em trabalhos futuros, a fim de auxiliar na
mensura¢do do efeito de repeléncia associado ao gas. Em sintese, tendo em vista o
programa de manejo de S. zeamais em graos de milho armazenados, a ado¢do de métodos
de controle alternativos, incluindo a resisténcia hospedeira e a agdo de repeléncia do gas
0z6nio, pode representar uma possibilidade eficiente e alternativa a dependéncia por

inseticidas fumigantes e protetores.

7. CONCLUSOES

v Os gendtipos de milho que se comportaram como 0s mais resistentes em testes
com chances de escolha com machos de S. zeamais foram o KWX 1003, 1005,
1007, 1008, 1010 ¢ 30s31 VY HR apesar de ndo terem diferido estatisticamente de
outros genotipos que também nao diferiram dos genotipos mais suscetiveis;

v' Os gendtipos de milho que se comportaram como 0s mais resistentes em testes
com chances de escolha com as fémeas de S. zeamais foram KWX 1004, 1005,
1006, 1007 e 1008 apesar de ndo terem diferido estatisticamente de outros
gendtipos que também ndo diferiram dos gendtipos mais suscetiveis;

v Os gendtipos de milho que se comportaram como 0s mais suscetiveis em testes

com chances de escolha com os machos de S. zeamais foram Superdoce e KWX
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1009, que entretanto ndo diferiram estatisticamente de outros genétipos que
também ndo diferiram dos genotipos mais resistentes;

v Os gendtipos de milho que se comportaram como 0s mais suscetiveis em testes
com chances de escolha com as fémeas de S. zeamais foram Superdoce e KWX
1009, e BR 106 que entretanto ndo diferiram estatisticamente de outros genotipos
que também ndo diferiram dos genodtipos mais resistentes;

v Os gendtipos Superdoce € BR 106, considerados os mais suscetiveis, foram os que

mais se beneficiaram da agdo de repeléncia promovida pelo gas ozonio.
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