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Resumo: Devido ao seu alto poder de destrui¢do o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis grandis (Coleoptera:
Curculionidae)) é considerado uma das principais pragas na cotonicultura brasileira. O principal método de controle
contra o bicudo é o uso de inseticidas convencionais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos da
exposicao subletal aos inseticidas malatiom e beta-ciflutrina na liberagéo do feromonio sexual de bicudo-do-algodoeiro.
Apo6s bioensaios de mortalidade para determinar a concentracdo e o tempo de exposicéo subletais, machos e fémeas
expostos ao malatiom a 10% da concentrag@o de campo por 1 min, e ao beta-ciflutrina em concentracdo de campo e
20% desta também por 1 min. Machos expostos aos inseticidas testados permaneceram por quatro dias consecutivos em
um sistema de aeracdo para coleta dos volateis liberados pelo inseto. Os insetos expostos a ambos inseticidas
apresentaram capacidade de liberac@o de feromonio sexual, ndo diferindo significativamente entre os tratamentos
(x2=0.00, P=1) e nem entre os periodos de liberagdo (y2=1.82, P=0.18).

Palavras-chave: Concentracgdo subletal; Feromonio; Inseticida.

Abstract: Due to its high destructive power the cotton boll weevil (Anthonomus grandis grandis (Coleoptera:
Curculionidae)) is considered one of the main pests in the Brazilian cotoniculture. The main method of control against
boll weevil is the use of conventional insecticides. The objective of this work was to evaluate the possible effects of the
sublethal exposure to insecticides malatiom and beta-cyfluthrin on the release of the cotton boll weevil pheromone. After
bioassays of mortality to determine the concentration and time of exposure sublethal, males and females exposed to
malathion at 10% of field concentration per 1 min, and to beta-cyfluthrin at field concentration and 20% of this also for
1 min. Males exposed to the tested insecticides remained for four consecutive days in an aeration system to collect the
volatiles released by the insect. The insecticides exposed to both insecticides presented a sexual pheromone release
capacity, not significantly different between the treatments (y? = 0.00, P = 1) and neither between the release periods (2
=1.82,P =0.18).

Keywords: Sublethal concentration; Pheromone; Insecticide.

fAutor correspondente: netootavares@icloud.com.

Sigmae, Alfenas, v.8, n.2, p. 393-404, 2019.
642 Reunido da Regido Brasileira da Sociedade Internacional de Biometria (RBRAS).
18° Simposio de Estatistica Aplicada a Experimentacdo Agronémica (SEAGRO).



mailto:sharrine.oliveira@hotmail.com
mailto:cschetino@gmail.com
mailto:guedes@ufv.br
mailto:luciavivan@fundaçãomt.com.br
mailto:pedro.agromarra@gmail.com
mailto:renata.defernandes@gmail.com
mailto:netootavares@icloud.com

Marra et al. (2019) 394

Introduciao

Um fator limitante para a expansdo da cotonicultura no Brasil é o ataque de pragas,
principalmente as do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae) (SILVA, 2012). Devido ao seu alto poder de destrui¢ao o bicudo-do-algodoeiro ¢
considerado praga-chave na cotonicultura brasileira. Onde seu periodo critico de ataque ocorre entre
50 aos 90 dias apos a emergéncia. O ataque inicia-se pelas margens da cultura, os danos sdo causados
tanto pela larva quanto pelo adulto (SILVIE et al., 2007). Provocando intensa queda dos botdes florais
devido a alimentagdo (PAPA, 2006; SHWOLER, 2008; SILVA, 2012). O principal método de
controle contra o bicudo € o uso de inseticidas convencionais, principalmente compostos do grupo
organofosforado e piretroides (SHOWLER, 2007). Contudo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
possiveis efeitos da exposi¢do subletal aos inseticidas malatiom e beta-ciflutrina na liberacdo do
feromonio sexual de bicudo do algodoeiro.

Materiais e métodos

Insetos

Foi utilizada uma populacdo de insetos proveniente de colénia pertencente 8 EMBRAPA
Cenargen (Brasilia-DF). Os insetos foram mantidos no Laboratorio de Semioquimicos, pertencente a
Embrapa Recursos Genético e Biotecnologia, em Brasilia - DF, Brasil. Os insetos foram criados em
placas de Petri de plastico contendo dieta artificial [mistura de agar, levedura de cerveja, germe de
trigo, proteina de soja, glicose, &cido ascorbico e acido sorbico, Nipagina, farinha de embrido de
semente de algoddo (Pharmamedia®,Traders Protein,USA), mistura de sais de Wesson, vitamina de
Vanderzant e 4gua (SCHMIDT et al., 2001). Os adultos recém emergidos foram separados por sexo
(SAPPINGTON; SPURGGON, 2000) e transferidos para placas de petri (20 insetos/placa). A
alimentacéo foi feita com dieta artificial.

Cultivo de plantas

As sementes de algoddo do gendtipo Delta Opal foram obtidas da MDM-Maeda DeltaPine
Monsanto, sediada em Uberlandia — MG. A semeadura foi feita em vasos de plastico (15 cm de altura,
com diametro externo de 20 cm na parte superior e 13 cm na parte inferior) preenchidos com uma
mistura de solo e substrato organico (Bioplant® Condicionador de Solo Classe F, Nova Ponte - MG)
na proporcao de 1:1, sendo estes mantidos em casa de vegetacdo sob condi¢cdes ambientais naturais.
A irrigacdo das plantas foi realizada trés vezes por semana, durante o periodo matutino. Em todos o0s
experimentos foram utilizadas plantas no estagio reprodutivo, com idade de 12 semanas, marcadas
pela presenca de botdes florais.

Bioensaio tempo-mortalidade

Inicialmente foram realizados bioensaios preliminares para definir a maior concentragao cuja
mortalidade ndo diferisse do tratamento controle (BLISS, 1934). As concentragdes utilizadas
basearam-se na méxima recomendada para aplicacdo em campo (100%, 50%, 40%, 30%, 20% e
10%). Ou seja, para 0 malatiom, as concentrag¢des avaliadas foram: 1000, 500, 400, 300, 200 e 100 g
i.a./L. Para o inseticida beta-ciflutrina, foram avaliadas as concentragdes: 125, 62,5, 50, 37,5, 25 e
12,5 g i.a./L. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Para cada tratamento, foram
utilizadas 2 repeticdes com 30 insetos, totalizando 60 insetos por repeticdo, ndo sexados. Cada
repeticdo foi constituida por uma placa de Petri de vidro transparente (90x15 mm). Utilizou-se a
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metodologia de residuo seco de inseticida impregnado em vidro (i.e., bioensaio de contato) (YUAN;
CHAMBERS, 1998). O tratamento controle foi realizado sem uso de inseticidas (apenas agua
destilada), utilizado para a avaliacdo da mortalidade natural. A parte superior da placa de Petri foi
pincelada com vaselina para impedir o escape dos insetos. Cada recipiente de vidro recebeu 1 mL de
suspensdo inseticida na concentracdo desejada (YUAN; CHAMBERS, 1998). Um tratamento
controle, sem uso de inseticidas (apenas agua destilada), foi utilizado para determinacdo da
mortalidade natural. Apds a aplicacdo, foi permitido que a 4gua evaporasse mantendo as placas a
temperatura ambiente. Em seguida, 30 insetos adultos ndo sexados foram liberados em cada
recipiente. As avaliacdes foram realizadas por até 120 horas. As condi¢des de cada bicudo-do-
algodoeiro foram determinadas imediatamente & exposi¢do ao inseticida, seguindo 0s seguintes
critérios: 1) Individuo vivo: adulto capaz de se movimentar sem sinais movimentos descoordenados;
2) Individuo Morto: adulto completamente incapaz de se movimentar de forma coordenada, mesmo
com estimulos. Para determinacdo do tempo subletal, utilizou-se a concentracdo de 0,2 L de produto
comercial (p.c.)/ha (100 g i.a../L, concentrado emulsiondvel, FMC, Uberaba, MG, Brazil), por 0,5,
1,0, 1,5 e 2,0 minutos de exposicdo para 0 malatiom. Para o inseticida beta-ciflutrina, utilizou-se a
concentragdo de 20 mL de p.c./ha (25 g i.a./L, suspensdo concentrada, Bayer CropScience, Belford
Roxo, RJ, Brazil), por 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 minutos de exposi¢do. Os tempos foram definidos de acordo
com os resultados observados em estudos preliminares (OLIVEIRA-MARRA et al., 2019). O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Os experimentos foram replicados duas vezes
com 30 insetos ndo sexados, totalizando 60 insetos por repeticdo. Cada repeticdo foi constituida por
uma placa de Petri de vidro transparente (90x15 mm). A metodologia utilizada seguiu os padrdes
anteriormente citados (YUAN; CHAMBERS, 1998) e a mortalidade dos insetos foi avaliada
periodicamente até que todos os insetos estivessem mortos, seguindo os padrbes descritos
anteriormente. Os resultados foram submetidos a andlise de sobrevivéncia usando estimadores
Kaplan-Meier, obtendo-se 0s respectivos tempos medianos de sobrevivéncia para cada bioensaio
tempo-mortalida. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas usando-se o teste de Holm-Sidak (P
< 0.05) (SIGMAAPLOT 125, SYSTAT, SAN JOSE, CA, EUA).

Coleta de volateis

Os machos do bicudo-do-algodoeiro, provenientes da criagdo mantida pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia e com nove dias de idade, foram expostos ao malatiom (N=6 individuos)
a 10% da concentracdo de campo, 0,2 L p.c../ha (100 g i.a./L), por 1 minuto, e ao beta-ciflutrina (N=9
individuos) a 20% da concentracdo de campo (20 mL p.c./ha), por 1,0 min, seguindo a metodologia
descrita anteriormente (YUAN; CHAMBERS, 1998). Estas concentracdes e tempos de exposicao
foram pré-determinados de acordo com as curvas tempo-mortalidade descritos anteriormente. A
testemunha foi exposta a superficie contendo agua destilada (N=9 individuos). Apds a exposicdo, 0s
insetos permaneceram por 24 horas sem alimentacdo e, em seguida, foram colocados aos pares em
contato com plantas de algodoeiro em estagio reprodutivo, sem ataque prévio, acondicionadas em
cilindro de vidro (10 L de volume interno). Nesse sistema a aeracao é feita atraves da entrada doar
nas camaras por meio de um compressor com corrente de ar de 1 L.min-1, conectado a um filtro de
carvdo ativado. A saida do ar foi realizada através de uma bomba de vicuo com vazdo de 0,6 L.min"
! conectada a um tubo de vidro contendo um polimero adsorvente, via conexdes de
politetrafluoretileno (PTFE), criando um sistema de pressdo positiva. Os volateis foram coletados a
cada 24 h, durante quatro dias consecutivos, em tubos de vidro contendo 60 mg de Porapak Q (50-80
mesh, Bellefonte, PA, EUA). Esses foram eluidos dos tubos adsorventes usando 500 uL do solvente
organico n-hexano e concentrados para 50 pL sob fluxo de N2. Apos o processo de eluigéo, os tubos
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foram limpos usando 2 mL de n-hexano e aquecidos a 190°C, sob fluxo constante de nitrogénio, por
30 min antes de serem colocados novamente nas camaras de aeracdo. As amostras obtidas foram
armazenadas a -20°C até sua utilizacdo em cromatdgrafo gasoso acoplado ao detector de ionizagdo
de chamas (CG-DIC) e CG acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM).

Analises quimicas

Para as andlises da composicéo feromonal, 1 pL de cada solucdo foi injetado no CG (Agilent
7890-A, coluna apolar DB-5MS, 0,32 mm de diametro x 60 m de comprimento e filme de 0,25 um,
Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com detector de ionizacdo de chama (DIC), usando o modo splitless
e tendo o hélio como gas de arraste. A temperatura inicial da rampa foi de 50°C por 2 min,
aumentando gradualmente 5°C.min-1 ate atingir 180°C, onde foi mantida por 0,1 min, seguida de um
segundo aumento gradual de 10°C.min até atingir 250°C, permanecendo nessa temperatura por 20
min. A temperatura do detector foi de 270°C e a do injetor, de 250°C. Para analise qualitativa,
amostras selecionadas foram injetadas no CGEM (Agilent 5975-MSD) equipado com analisador
quadrupolar, em coluna apolar DB-5MS (0,25 mm de didametro x 30 m de comprimento, com filme
de 0,25 pum, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com ionizacdo de impacto de elétrons (70 -eV,
temperatura de 200°C) e injetor no modo splitless. Hélio foi usado para arraste. Os dados foram
coletados e analisados com o software ChemStation. A identificacdo dos compostos volateis foi
realizada por comparacdo do padrdo de fragmentacdo dos componentes da amostra com o de dados
catalogados em bibliotecas espectrais (NIST, 2008). Para anélise quantitativa, a determinacdo das
proporcbes dos componentes do feroménio do bicudo-do-algodoeiro foi realizada a cada 24 h por
meio de comparacao das areas das curvas de cada composto. As proporcdes entre 0os componentes do
feromdnio obtidas foram contrastadas com as reportadas na literatura. A presenca ou auséncia dos
quatro componentes principais do feromonio dentro da cAmara foi observada durante os periodos de
avaliacdo (24, 48, 72 e 96 h). Durante todo o tempo, foram utilizados as mesmas plantas e 0s mesmos
insetos. As respostas foram testadas estatisticamente através do modelo linear generalizado de
medidas repetidas (GLM) com distribuicdo de erros binomial. Nos tratamentos que mostraram efeitos
significativos, as médias foram comparadas através de analises de contraste. A determinacdo da
proporcao de individuos capazes de liberar feroménio por tratamento, assim como o intervalo de
confianca, foi realizada através do modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo de erros
binomial. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico R 3.4.3 (R Statistical
Software).

Resultados e discussoes

A partir das curvas de sobrevivéncia, foi possivel determinar o tempo letal mediano (horas),
as quais foram significativamente expressadas na Tabela 1. Todas as concentracGes, de ambos
inseticidas, apresentaram letalidade. Dessa forma, selecionou-se a méxima concentragao cujo tempo
letal foi 0 mais proximo possivel do tempo apresentado pelos individuos mortos no tratamento
controle. Para o malatiom, foi selecionada a concentracdo 100 g i.a./L., e para a beta-ciflutrina, foi
selecionada a méxima concentracéo, 25 g i.a./L.

Tabela 1. Estimativa de tempo letal para cada concentragdo dos inseticidas testados.

Concentragao TL50 Intervalo df 2 p
(gial/L) (Horas) fiducial
1000 0,133 a 0,112-0,154 6 271,88 <0,001
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500 1,000 b 0.925 - 1,067
400 1,000 c 0,933 -1,075
300 1,167 d 1,145-1,188
200 1,333¢ 1,289 - 1,377
100 1,678 f 1,485-1,781
Controle 96,09 94,221 - 97,778

Curva tempo-mortalidade do 4. grandis grandis expostos ao malatiom 1000, 500, 400, 300, 200 e
100 gi.a./L (x> =271,88, df=6,P <0.001). As letras diferentes indicam diferenca significativa entre
as curvas de acordo com o teste de Holm-Sidak (P<0,05).

Beta-ciflutrina

Concentracao TL50 Intervalo

(gia/l) (Horas) fiducial ~ 9F ¥ P
125 03la 02940326 <0,001
62,5 1000b 0,904 - 1,096

50 1000b  0,925-1,075
375 1167¢  1145-1188 6 537.97
25 1333d 1288 -1.379
125 1333d  1,282-1,385
Controle 96,0 e 94,221 - 97,778

Curva tempo-mortalidade do A. grandis grandis expostos ao beta-ciflutrina nas concentracoes
125, 62,5, 50, 37,5, 25 e 12,5 g i.a./L (x* = 537,97, df = 6, P < 0.001). As letras diferentes
indicam diferenca significativa entre as curvas de acordo com o teste de Holm-Sidak (P<0,05).

Em todos os tratamentos, 0s machos apresentaram capacidade de liberacdo de feroménio de
agregacdo, ndo diferindo significativamente entre os tratamentos (32=0.00, P=1) ou entre 0s periodos
de liberagdo (y?1=1.824, P=0.177). Apesar de haver efeito significativo na interagdo entre tratamentos
e periodo (y21=123.9, P<0,001), o contraste ndo apresentou diferenca (P>0,05), assim como &
expresso na (Figura 1).
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Figura 1: Proporcdo de machos de A. grandis grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) que
liberaram feromonio de agregacdo quando expostos a subconcentragcdes dos inseticidas malatiom,
beta-ciflutrina ou testemunha (média * erro padréo).

Para confirmar a liberacdo do feromdnio, foi realizado o perfil cromatografico (pA) das
amostras de coleta de volateis de machos de A. grandis grandis apds a exposicdo aos inseticidas
testados. Onde tanto para o controle, quanto para 0 matatiom e o beta-ciflutrina foram utilizados
quatro componentes do feroménio de agregacao: I. (+)-cis-2-isopropenil-1-metilciclobutano-etanol;
Il. cis-2-(3,3-dimetil)-ciclohexilideno-etanol; IlI. cis-3,3-dimetilciclohexilideno-acetaldeido; V.
trans-3,3-dimetilciclohexilidenoacetaldeido, conforme é possivel verificar no ANEXO A, Be C. A
proporcado final entre os componentes do feromonio liberados nos tratamentos controle, malathion e
beta-ciflutrina foram, respectivamente: 42:35:11:12; 55:36:5:4; 38:31:14:17, assim como mostra a
(Figura 2).

Em determinados casos, a exposicdo a inseticidas neurotdxicos podem interferir nas
proporcdes entre os componentes do feromonio liberado (MOORE; MARLER, 1987). Em fémeas de
Trichogramma brassicae Bezdenko (Hymenoptera: Trichogrammatidae) tratadas subletalmente com
deltametrina foi observado que este inseticida afetou a capacidade atrativa do feromaonio liberado®?,
assim como afetou a capacidade de atracdo do feromonio liberado por fémeas de Heliothis virescens
(F.) (Lepdoptera: Noctuidae). Dessa forma, observar as proporgdes dos componentes do feromonio
presentes na amostra é essencial para compreender a resposta do receptor. Neste estudo, a propor¢ao
entre 0os componentes do feromonio liberados pelos machos do bicudo-do-algodoeiro expostos aos
inseticidas testados neste trabalho manteve-se proximo ao encontrado na literatura. Estudos
preliminares onde (TUMLINSON et al., 1969; HEDIN et al., 1974) encontraram propor¢des de
(52:39:4:4) e (6:6:2:1), respectivamente. Estudos mais recentes observaram proporgdes de
(42:42:5:10) e (42,5:42,5:5:10) (SPURGEON, 2003), (45:42:3:10) (SPURGEON; SUH, 2007),
(44:43:3:10) (SPURGEON; SUH, 2009), e (32:38:15:15) (SUH et al., 2013), todos se mostrando
igualmente atrativos. Esta variabilidade se deve, muitas vezes, aos diferentes métodos de coleta dos
volateis e a idade do inseto (SPURGEON, 2003).
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Figura 2. Propor¢do (média) de cada componente do feromdnio de agregacdo de machos de A.
grandis grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) expostos a subconcentragcdes dos inseticidas
malatiom e beta-ciflutrina, e testemunha. Componente I. (+)-cis-2-isopropenil-1-metilciclobutano-
etanol; Componente II. cis-2-(3,3-dimetil)-ciclohexilidenoetanol; Componente III. cis-3,3-
dimetilciclohexilideno-acetaldeido; Componente IV. trans-3,3- dimetilciclohexilidenoacetaldeido).

Concluséo

Apesar da variabilidade das propor¢cdes nos componentes feromonais demonstrada na
literatura, as proporcdes encontradas neste trabalho sdo consistentes com as predi¢cdes de que 0s
componentes | e 11 (alcoois) sdo produzidos em maiores quantidades do que os componentes Il e IV
(aldeidos) e que as proporcdes entre | e 1l sdo mais constantes que as propor¢des entre Il e IV
(MITLIN; HEDIN, 1974). A variabilidade encontrada entre os componentes Il e 1V pode estar
relacionada a baixa estabilidade desses compostos, ja que aldeidos sdo mais instaveis que os alcoois
na presenca de oxigénio (GUIMARAE et al., 2008).
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ANEXO A - Perfil cromatografico (pA) das amostras de coleta de volateis de machos de
Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) pertencentes ao tratamento controle,
evidenciando os quatro componentes do feroménio de agregacéo: I. (+)-cis-2-isopropenil-1-

metilciclobutano-etanol; Il.  cis-2-(3,3-dimetil)-ciclohexilideno-etanol; 1. cis-3,3-
dimetilciclohexilideno-acetaldeido; IV. trans-3,3-dimetilciclohexilidenoacetaldeido.
"] 2an
< :— f 1 n
Porrd 42h
300r} 1
%g 260 "
‘é. 2007
g 150 v
g 100] 1 L
5073
"-3_ 3z 54 36 98 % Wz A e
T 72n I
= | 1
% m_l v
é‘ s A
“": "
I'hrn_ o5h 1
= s
. i
2 I

SEEE

Padréo

Abundineia (mV)

. py
AN o AN

Tempo de retengdo (min}

Sigmae, Alfenas, v.8, n.2, p. 393-404, 2019.
642 Reunido da Regido Brasileira da Sociedade Internacional de Biometria (RBRAS).
18° Simposio de Estatistica Aplicada a Experimentacdo Agronémica (SEAGRO).



Marra et al. (2019) 403

Anexo B - Perfil cromatogréfico (pA) das amostras de coleta de volateis de machos de A. grandis
grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) expostos ao inseticida beta-ciflutrina, evidenciando
0s quatro componentes do feromonio de agregacao: 1. (+)-cis-2-isopropenil-1-metilciclobutano-
etanol; Il.  cis-2-(3,3-dimetil)-ciclohexilideno-etanol;  Ill.cis-3,3-dimetilciclohexilideno-
acetaldeido; IV. trans-3,3-dimetilciclohexilidenoacetaldeido.
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ANEXO C - Perfil cromatografico (pA) das amostras de coleta de volateis de achos de A. grandis
grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) expostos ao inseticida malatiom, evidenciando os
guatro componentes do feromonio de agregacao: I. (+)-cis-2-isopropenil-1-metilciclobutano-

etanol; Il. cis-2-(3,3-dimetil)-ciclohexilideno-etanol; Ill. cis-3,3-dimetilciclohexilideno-
acetaldeido; V. trans-3,3-dimetilciclohexilidenoacetaldeido.
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