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Resumo

Zaprionus indianus € um drosofilideo de origem africana cujo os primeiros relatos no territorio
brasileiro datam de 1999 no estado de S&o Paulo, infestando frutos de caqui e figo.
Posteriormente, a mosca rapidamente atingiu o status de praga. Uma das formas que os
agricultores utilizaram para o controle de Z.indianus € o manejo utilizando produtos quimicos,
0 que pode culminar na evolucdo de processos de resisténcia a inseticidas pela praga. Um
organofosforado bastante utilizado € o malathion. Alguns genes e seus produtos proteicos estao
relacionados a resisténcia a organofosforados a inseticidas como, por exemplo, as esterases,
sendo Z.indianus portador desses genes. Este trabalho teve por objetivo avaliar um possivel
papel bioindicador das esterases EST2, EST3 e EST6 em ambientes expostos a inseticidas.
Foram feitos bioensaios com individuos expostos ao inseticida malathion e também eletroforese
em gel de poliacrilamida para determinar os polimorfismos enzimaticos e a atividade da
acetilcolinesterase. As analises dos bioensaios mostram uma alta mortalidade de fémeas quando
tratadas com o inseticida e o0s polimorfismos esterasicos mostram uma perda da
heterozigosidade nas populagdes tratadas com o inseticida e um aumento da frequéncia do alelo
Est32 e Est2F em populagdes tratadas com inseticida. Os resultados para a atividade da EST6
mostram uma diminuicdo da atividade dessas esterase em populacGes expostas ao
organofosforado. Sendo assim, as esterases de Z.indianus podem desempenhar um grande papel

como bioindicadoras em ambientes expostos a inseticidas.

Palavras Chaves: Isoenzimas. Carboxilesterases. Acetilcolinesterase.



Abstract

Zaprionus indianus is a drosophilid of African origin wich the first report in the Brazilian
territory date from 1999 in the state of S&o Paulo, infesting persimmon and fig fruits.
Subsequently the fly quickly reached plague status. One of the ways farmers used to control
Z.indianus is chemical management, which may culminate in the evolution of insecticide
resistance processes by the pest. A widely used organophosphate is malathion. Some genes and
their protein products are related to organophosphate resistance to insecticides such as esterases,
and Z.indianus carries these genes. This study aimed to evaluate a possible bioindicator role of
esterases EST2, EST3 and EST6 in environments exposed to insecticides. Bioassays were
performed with individuals exposed to the malathion insecticide and also polyacrylamide gel
electrophoresis to determine enzymatic polymorphisms and acetylcholinesterase activity.
Bioassay analyzes show high female mortality when treated with the insecticide and esterase
polymorphisms show a loss of heterozygosity in the insecticide treated populations and an
increased frequency of the Est3® and Est2F allele in insecticide treated populations. Results for
EST6 activity show a decrease in the activity of these esterase in populations exposed to
organophosphate. Thus, Z.indianus esterases can play a large role as bioindicators in

insecticide-exposed environments.

Keywords: Isoenzyme. Carboxylesterases. Acetylcholinesterase.
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Lista de Abreviaturas e Siglas

AC- Aracaju Controle

ACF- Aracaju Controle Fémea
ACh- Acetilcolina

AChE- Acetilcolinesterase

ACM- Aracaju Controle Macho
AT- Aracaju Tratado

ATF- Aracaju Tratado Fémea

ATM- Aracaju Tratado Macho
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FC- Florianépolis Controle

FCF- Floriandpolis Controle Fémea
FCM- Floriandpolis Controle Macho
FT- Floriandpolis Tratado

FTF- Florian6polis Tratado Fémea
FTM- Floriandpolis Tratado Macho
GABA- Acido gama-aminobutirico
GC- Grupo Controle

GT- Grupo Tratado

SN- Sistema Nervoso



TFPGA- Tools for Population Genetic Analysis

UC- Uberaba Controle

UCF- Uberaba Controle Fémea

UCM- Uberaba Controle Macho

UPGMA- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
UT- Uberaba Tratado

UTF- Uberaba Tratado Fémea

UTM- Uberaba Tratado Macho

Z.1 - Zaprionus indianus
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1. Introdugéo

1.1 Meio ambiente, Homem e Saude

O Brasil exibe um cenério complexo referente as doengas transmissiveis, as pragas
agricolas e ao seu controle e as relagdes dessas questdes com o0 meio ambiente. Ha a
implementacdo de varios meios de controle para as pragas e agentes patogénicos, dentre eles, 0
mais usual é o controle quimico por inseticidas. Nesse sentido, existem mais de 100 mil agentes
quimicos sintéticos comercializados no mercado. As politicas de controle dos vetores com
inseticidas nas cidades é similar aquelas destinadas ao manejo de pragas agricolas (COLBORN;
DUMNOSKI; MYERS, 2002; GURGEL, 2005; LONDRES, 2011; CASTRO e
ROZEMBERG, 2015). Essa problemética tem originado varios debates, com o modelo
insuficiente do uso de inseticidas e 0 modo e aonde ele é descartado e o seu acimulo no meio
ambiente. Outra questdo que vem ganhado pauta atualmente é quanto tempo o0s
inseticidas/agrotdxicos descartados ou utilizados no meio ambiente afetam a satde dos animais
que estdo inseridos naquele habitat. Com isso, € necessaria a criacdo de estratégias para 0

monitoramento de ambientes expostos aos inseticidas.

1.2 Taxonomia e Historico da Introducéo de Zaprionus indianus no Brasil

A familia Drosophilidae (Diptera: Insecta) é constituida por mais de quatro mil espécies
descritas (BACHLI, 2015), sendo registradas, no Brasil, 304 espécies distribuidas em 18
géneros (GARCIA et al., 2008). Um desses géneros é Zaprionus, constituido por 44 espécies
predominantemente afrotropicais (TSACAS e CHASSAGNARD, 1990; CHASSAGNARD,
1996). A Unica espécie do género Zaprionus registrada no Brasil é Z. indianus. A espécie esta
incluida dentro do grupo armatus (30 espécies) e subgrupo vittiger (13 espécies), conforme
descrito por Chassagnard e Tsacas (1993). Além desse, o subgénero Anaprionus (OKADA,
1990) é caracterizado por espécies das regides Oriental (OKADA; CARSON, 1983; GUPTA,
1991) e Australiana, que comporta 13 especies.

Z. indianus (Figura 1) é um drosofilideo amarelo-alaranjado e apresenta duas faixas
brancas com bordas pretas da cabeca até o final do térax, com trés ‘surstilo’ (LINDE, 2010).
As listras na cabeca, por sua vez, sdo bordeadas por uma faixa negra (Figura 1). Os adultos
desses individuos medem entre 3mm e 4mm de comprimento. As fémeas dispdem de uma

estrutura prolongada no aparelho ovipositor denominada de “gancho de agougueiro” que ndo é
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observada nos machos, caracterizando assim o dimorfismo sexual na espécie (LINDE et al.,
2006).

Figura 1: Vista dorsal de Zaprionus
indianus, evidenciando as listras que
constituem um dos caracteres diagndsticos
das especies.

Do autor, 2019

O periodo de pré-oviposicao € de aproximadamente 2-4 dias, com fecundidade de 1,67
+ 0,11 ovos/dia, com periodo de oviposi¢do de 56 * 4,2 dias (temperatura de 25 °C), sob
condicBes controladas de laboratério, (KARAN; MORETEAU; DAVID, 1999; SETTA;
CARARETO, 2005; PIRES; BELO, BARBOSA, 2008; ALAWAMLEH et al., 2016).

Popularmente conhecida como mosca do figo, Z. indianus, dispersou-se rapidamente
pelo territorio brasileiro. A provavel origem da espécie é no Continente Africano e foi relatada
pela primeira vez no Brasil em 1999, no municipio de Santa Isabel no estado de S&o Paulo,
infestando frutos de caqui Diospyros kaki L. (Ebenaceae), e em Valinhos—SP associada ao figo-
roxo-de-valinho (Ficus carica L., Moraceae) (VILELA, 1999). Posteriormente, foi detectada
em varios Estados, como no Rio Grande do Sul (CASTRO; VALENTE, 2001), Santa Catarina
(TONI et al., 2001), Paraiba, Pernambuco e Bahia (SANTOS et al., 2003), Distrito Federal,
Maranh#o, Par4 e Rondénia (TIDON; LEITE; LEAO, 2003), Minas Gerais (KATO et al.,
2004), Mato Grosso e Rio de Janeiro (DAVID et al., 2005; LOH; BITNER-MATHE, 2005) e
no Uruguai (GONI, 2001, GONI et al., 2002). Por ultimo foi relatada no arquipélago de
Fernando de Noronha (OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, os registros de Linde e
colaboradores (2006) detectaram essa especie em alguns paises da Ameérica Central e do Norte:
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0 Panam4, em 2003, e a Florida, nos Estados Unidos, em 2005 (LINDE et al. 2006;
CASTREZANA, 2007; RENKENA, 2013; JOSHI et al., 2014; LINDE, 2018).

1.3 Praga do figo e Processo Bioinvasivo nas américas

O histdrico apresentado a seguir ressalta a velocidade de dispersdo de Z. indianus e sua
introducdo no Brasil. Provavelmente a introducdo dessa espécie no Brasil tenha ocorrido por
meio de alimentos oriundos de cidades africanas, seja por meio de transporte aéreo (VILELA,
1999) ou maritimo (GALEGO e CARARETO 2007, COMMAR et al., 2012), e posteriormente
a espécie invadiu outras areas das Américas. Vermeij (1996) afirma que todas as questbes
referentes a invasdes biologicas sdo de interesse crescente para 0 campo de genética e biologia
evolutiva. Alguns aspectos da biologia da espécie a tornam altamente eficiente em processos
de bioinvasdo em regides tropicais e subtropicais do Novo Mundo, dentre os quais se destacam
as condicGes ambientais favordveis para o desenvolvimento e reproducdo da espécie, a alta
diversidade de plantas hospedeiras como abacate, abacaxi, maméo, goiaba, carambola e banana,
ciclo de desenvolvimento curto, grande nimero de descendente e alto potencial bidtico, ou seja,
sua capacidade de reproducdo , portanto aumentar seu nimero de individuos em condicdes
favoraveis foi fundamental para a sua dispersdo pelo territdrio brasileiro (VILELA et al., 2001;
PIRES et al., 2008; GALEGO; CARARETO, 2010a; MATA et al., 2010; COMMAR et al,.
2012).

Em 1999, a espécie foi considerada praga da cultura do figo (VILELA, 1999). Ziar
(2010) afirma que o monitoramento da densidade populacional de espécies com o status de
possivel praga é fundamental. Zaprionus indianus é considerada uma das principais pragas da
cultura do figo. Os danos causados, no ano de constatacdo, reduziram a producéo desta cultivar
em 40% e a exportacdo em 80% (STEIN; TEIXEIRA; NOVO, 2003, TIDON; LEITE; LEAO,
2003 e PASINI; LINK, 2011). Durante as safras seguintes, 0s prejuizos continuaram
expressivos e sua disseminacéo por outros estados aumentou (RAGA; SOUZA-FILHO, 2003).
Para 0 manejo adequado da praga, é necessario fazer buscas por sistemas eficientes de
monitoramento, tornando-se base para agdes de prevencgédo e controle (RAGA et al., 2006,
PASINI et al., 2013).
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1.4 Resisténcia e Controle de Zaprionus indianus

Damos 0 nome de resisténcia a capacidade de um individuo de uma espécie tolerar doses
de substancias tdxicas que para alguns individuos de uma populagdo normal seria letal
(SUBRAMANYAM; HAGSTRUM, 1996). A palavra resisténcia ndo é nova, Smith jaem 1970
a usava para caracterizar espécies de insetos cuja populacéo ndo podia ser mais controlada por
um determinado inseticida na dose normal recomendada ou dose nenhuma. Brown, (1959) diz
que a resisténcia ndo deve ser vista como uma adaptacédo e sim um fenémeno de pré-adaptacéo,
uma vez que os inseticidas ndo induzem as mudangas hereditéarias, mas somente selecionam ao
curso de geracOes aqueles genes incumbidos pela resisténcia encontrados em poucos
individuos.

Segundo Li e colaboradores (2007) a resisténcia é algo estritamente genético, definida
pela presenca de mutacBes que afetam as proteinas alvos dos inseticidas e/ou o seu
metabolismo.

Uma das maneiras que os agricultores utilizam para o controle dessa espécie exotica é
por meio de um organofosforado ndo sisttémico introduzido em 1950 pela Companhia
Americana Cyanamid (ANVISA, 1985), o inseticida Malathion O,O-dimetil-S-(1,2-
dicarboxietil) fosforoditioato (CLOH1906PS2), cuja formula é apresentada na Figura 2.

Figura 2: Férmula molecular do Malathion. GU, 2013.

[l |
H,CO—P—S—C—C—O0C,H;s

| I
OCH3 H2C—C—0C2H5

|
0

O inseticida Malathion apresenta-se liquido e de cor amarelada quando puro e, quando
0 produto técnico apresenta 95% a 98% da substéncia ativa, o liquido apresenta-se marrom
escuro com forte odor. Sua solubilidade na agua é pequena (145 ppm a 20-25 °C) é soltvel na
maioria dos solventes organicos, tal como alcool, éter, cetona, hidrocarbonatos aromaticos e
6leos vegetais. Sua decomposicdo € facil em meio &cido e em meio alcalino. A sua taxa de

hidrolise (meia-vida) em pH 7,4, numa temperatura de 37,5 C, é aproximadamente 32 horas.
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Um dos grandes problemas de armazenamento do malathion € que ele sofre decomposi¢do
quando armazenado em condi¢bes inadequadas. A melhor maneira de armazena-lo é em
ambiente com pouca umidade e baixa luminosidade (LARIN, 2013).

Segundo a Portaria n°® 15, de 23 de agosto de 1988 o organofosforado malathion é
considerado moderadamente tdxico para mamiferos, com classificacdo toxicoldgica IlI
(ANVISA, 2012). E indicado para uso agricola e em campanhas de salde publica, como
adultcida especificamente no controle de mosquitos, como o Aedes aegypti (ANVISA, 2012),
porém estudo feito por Vilela e colaboradores, 2001, mostrou que alguns inseticidas vem sendo
empregados para o controle de Z. indianus pelos produtores de figo e também citrus, contudo
0 inseticida tem causado uma preocupacéo na populagéo urbana visto que os locais de aplicacao
do agrotoxico sdo proximo as areas urbanas (ANVISA,2012).

O Malathion é utilizado no controle de insetos como Diptera, Hemiptera Coleoptera e
Lepidoptera e vetores de doengas como os Culicidae, em diversas culturas como as de algodéo,
arroz, trigo, cacau, café, citros, feijdo, pepino, berinjela, tomate, couve, alface, repolho,
morango, péssego, maca e plantas ornamentais (CHEMINOVA, 2017).

Os inseticidas do grupo organofosforados, incluem os que contém fosforo. No grupo
dos organofosforados, os inseticidas sdo classificados em trés subgrupos: os alifaticos
(malathion, vapona, vidrin, etc.); os derivados de fenil (etil e metil paration, fenitrotion, etc.); e
os heterociclicos (clorpirifos, clorpirifos-metil, etc.). S&o largamente utilizados desde a década
de 1950 em saude publica para o controle de vetores. Embora seja eficaz, esse grupo de
inseticida é responsavel por causar intoxica¢es agudas no homem (FUNASA, 2002).

Estudos feitos por Brown et al.(1990), Bastos et al., (1991) e Liu et al. (2019)
evidenciaram que o malathion atua na inibigdo da enzima acetilcolinesterase dos animais e dos
seres humanos, levando a um acimulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, o que desencadeia
uma seérie de efeitos parassimpaticos.

Desde o inicio do seculo 20 os inseticidas quimicos desempenham um papel crucial em
programas de controle de vetores. Documentos mostraram que a resisténcia a inseticidas
guimicos ja se encontra em mais de 504 espécies de artropodes (GEORGHIOU; LAGUNES-
TEJEDA; BAKER, 1983).

Alteracdes em alguns genes, e seus produtos proteicos (glutationa-S-transferases
(GSTys), esterases (ESTs) e citocromo P450 (CYPs)) (HEMINGWAY, 2000; PERRY e COLS.,
2011), podem ser responsaveis pela resisténcia aos inseticidas sendo Z. indianus portador
desses genes (GALEGO et al., 2010b). Estudos feitos por (GALEGO; CARARETO, 2010b)
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mostraram a presenca de um l6cus marcador na espécie Z. indianus para ambientes expostos
com o inseticida malathion, o que nos leva a crer que essa espécie pode ser usada como um
bom modelo bioindicador para avaliar o uso abusivo de organofosforados, bem como o
surgimento de eventuais padrdes de resisténcia.

Os insetos dispdem de diversos mecanismos de resisténcia: fisioldgicos,
comportamentais e bioquimicos. Algumas enzimas como: oxidases, esterases e transferases
realizam a detoxificacao de alguns inseticidas como carbamatos, organofosforados e piretrdides
no corpo do animal. Os mecanismos fisiologicos para a reducdo de um inseticida no corpo do
animal incluem reducé&o do transporte e penetracdo do inseticida para o alvo (sistema nervoso),
aumento na excrecdo, insensibilidade do sitio de acdo (GEORGHIOU, 1972, CERUTTI e
LAZZARI, 2003).

Ceruti e Lazzari (2003) discutem importancia do conhecimento sobre a genética da
resisténcia a inseticidas. Para esses autores, 0s conhecimentos que norteiam esse tema sao
fundamentais para estabelecer estratégias de manejo da resisténcia, porém o progresso nos
estudos com resisténcia seria mais eficiente se houvessem marcadores moleculares ligados a

resisténcia.

1.5 Zaprionus indianus como bioindicador ambiental

A familia Drosophilidae vem sendo usada como um bom organismo modelo nas areas
de biologia como evolucdo, genética e ecologia. Em especial, as espécies Drosophila
melanogaster Fallén, 1823 e Z. indianus. Alguns autores apontam 0 uso desses organismos
como bioindicadores ambientais em ambientes diversos como Amazonia (MARTINS, 2001),
Cerrado (TIDON; LEITE; LEAO, 2003, MATA; MCGEOCH; TIDON, 2008, ROQUE;
MATA; TIDON, 2013), Mata Atlantica (DE TONI et al., 2007, GOTTSCHALK et al. 2007,
DOGE et al. 2008), Caatinga (OLIVEIRA et al. 2016), e Pampa (POPPE et al., 2012, 2013,
2014, 2015), além de ambientes urbanos (GOTTSCHALK et al., 2007, GARCIA et al., 2012).
Esses organismos sdo bioindicadores por apresentarem grandes sensibilidades a alteracfes
ambientais, apresentarem uma vasta distribuicdo geogréfica (faceis colonizadoras), ciclo de
vida curto e rapida resposta em nivel de populacdo (FERREIRA; TIDON, 2005, MARTINS,
1987, MCINTYRE, 2000, PARSONS, 1991, POWELL, 1988).

Um biomarcador corresponde a toda substancia ou seu produto de biotransformacéo

usado para avaliar a exposi¢do ou a quantidade absorvida e efeitos das substancias quimicas,
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além disso, podem ser usados em monitoramentos para confirmar a exposicdo de uma
determinada substancia como, por exemplo, pesticidas (AMORIM, 2003).

Estudos feitos por Galego, Ceron e Carareto (2006) sugeriram a relacdo da resisténcia a
inseticidas e o polimorfismo do loco Est3 da espécie Z. indianus, contudo experimentos
realizados pelos mesmos autores (GALEGO e CARARETO 2010a) com Z. indianus e o
organofosforado Malathion mostraram que o l6cus Est3 pode ser um bom marcador para avaliar

a acdo dos inseticidas nessa espécie.

1.6 Acetilcolina e Acetilcolinesterase

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor descoberto. Quando analisamos
filogeneticamente sua distribui¢do no reino animal vemos que ele se encontra nos vertebrados
e artropodes. Esta molécula desempenha uma fungdo importante nas sinalizagcbes neuronais.
Quimicamente, a Ach € um éster de colina sendo sintetizada no terminal pré-sinaptico a partir
de colina e acetil-coenzima A (acetil-CoA), sendo a reacdo catalisada pela enzima colina
acetiltransferase (HOUGHTON et al., 2006). Outra enzima importante no Sistema Nervoso é a
Acetilcolinesterase (AChE) ela tem a fungéo de hidrolisar o neurotransmissor Ach nas sinapses
colinérgicas (WESTFALL e WESTFALL, 2006) como mostra 0 modelo da Figura 3 proposto
por (ARAUJO; SANTOS e GONCALVES, 2016).

Figura 3: Hidrolise da Ach- (ARAUJO; SANTOS e GONCALVES, 2016).

Existem véarios farmacos que agem na inibicdo ou reativacdo da enzima AChE. Os
farmacos que agem inibindo a AChE s@o chamados de anticolinesterasicos (BROWN;
TAYLOR, 2006). Uma vez blogueada a AChE para a hidrdlise de ACh nas fendas sinapticas o
que leva esse neurotransmissor ficar ativo por um maior tempo nesses locais ( TAYLOR,2006).

Nos insetos ndo poderiam ser diferente, como eles apresentam a AChE, a maioria dos

inseticidas hoje utilizados pertence ao grupo dos organofosforados e agem, inibindo a enzima
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AChE. Esses inseticidas atuam como antagonistas de canais de cloro mediadas pelo acido g-
aminobutirico ou GABA impedindo a entrada de CI™ nas células nervosas (GOMEZ e OMOTO,
2012).

1.7 Polimorfismos esterasicos

Esterases, além da potencial funcéo detoxificadora, constituem um sistema heterogéneo
e multifuncional de enzimas cuja funcéo se relaciona com a hidrolise de ésteres. Tais enzimas
se conservaram ao longo da evolugéo sendo compartilhadas em diversos grupos. Nos insetos,
elas estdo implicadas em varios processos metabolicos como digestao de alimentos, degradacao
de inseticidas, hidrdlise de hormonios juvenis e também na reproducdo (SPACKMAN et al.,
1994, CAMPBELL etal., 2003, OAKESHOTT et al., 2001, GALEGO; CERON; CARARETO,
2006).

Estudos bioquimicos realizados por Galego, Ceron e Carareto (2006) caracterizaram a
presenca de seis esterases em populagdes de Z. indianus sendo algumas polimérficas (EST2 e
EST3) e outras monomorficas (EST1, EST4, EST5 e EST6). Essas enzimas apresentam
diferentes padrdes de mobilidade eletroforética, sendo que seus polimorfismos diferem entre
populacdes e entre espécies que habitam diferentes ambientes (SOMERO, 1978).

Galego, Ceron e Carareto (2006) classificaram as esterases de Z. indianus em
carboxilesterases (EST2, EST3 e EST5) e colinesterase (EST6). A expressdo dessas enzimas
pode variar na espécie durante o estagio de desenvolvimento e sexo do individuo. A EST6
(acetilcolinesterase), por exemplo, é detectada na cabeca e a EST2 apenas em machos. Com
iSS0, Varias questdes a respeito dessas enzimas podem ser levantadas: o polimorfismo esterasico
varia conforme a exposicGes ao inseticida? Machos e fémeas podem apresentar padrdes
polimorficos diferentes conforme a exposicdo ao inseticida? E possivel utilizar esses padrdes
polimérficos como bioindicadores para exposi¢do a inseticidas?

Nesse sentido esse trabalho é importante para entender os padrbes polimorficos
mediante a exposicdo a inseticida de machos e fémeas além de ampliar os estudos do modelo
bioldgico de Z.indianus que ainda sdo escassos e mostrar do porgue essa espécie pode ser usada

como um bioindicador em ambientes expostos a organofosforados.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar um possivel papel bioindicador das esterases EST2, EST3 e EST6 em ambientes
expostos a inseticidas.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os padrdes polimorficos das esterases EST2 e EST3 de Z. indianus em
individuos selecionados pelo inseticida malathion.

Analisar os polimorfismos esterasicos em fémeas e machos de Z. indianus selecionados
pelo malathion.

Identificar um possivel papel da EST6 (acetilcolinesterase) como um biomarcador para
resisténcia ao inseticida malathion.

Propor uma estratégia de monitoramento de contaminagdo por malathion utilizando os

polimorfismos esterasicos de Z. indianus.
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Capitulo Il - Material e Métodos
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3. Material e Métodos
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Adultos da espécie Zaprionus indianus foram coletados em trés localidades do Brasil:
Aracaju- SE (10°54' 40" S e 37° 04' 18" W), Uberaba- MG (19° 44' 54" S e 47° 55' 55" W) e
Floriandpolis- SC (27° 35' 48" S e 48° 32' 57" W), conforme Figura 4. A escolha dessas
localidades se deu por conta da distancia entre cada uma delas. As coletas ocorreram entre 0s
meses de Abril a Junho de 2018, durante o periodo seco em areas urbanas. Em cada area de
coleta colocou-se dez armadilhas fechadas (Figura 5) contendo iscas de banana e fermento
biologico (PENARIOL; BICUDO; MADI-RAVAZZI, 2008), distribuidas em cinco pontos de
coleta por area, sendo trés armadilhas por ponto. As armadilhas se dispuseram em uma distancia
de 1,80m a partir do chéo, separadas entre si por 3m e mantidas no local por trés dias, decorrido

o tempo, foram transportadas para o laboratorio para triagem.

Figura 4: Areas de coleta dos individuos de Z. indianus utilizados neste estudo. Aracaju- SE (10° 54'
40" S e 37° 04' 18" W), Uberaba- MG (19° 44' 54" S e 47° 55' 55" W) e Floriandpolis- SC (27° 35' 48"
S e 48° 32' 57" W). Disponivel em: https://www.google.com.br/maps/@-19.0482265,-52.2958668,5z,
acesso em 02/07/2018).

Do autor, 2019.
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Figura 5: Armadilhas de garrafas PET utilizadas na
captura dos individuos da espécie Z. indianus.

Do Autor, 2019

As coletas de Uberaba (MG) sucederam no Laboratério de Boténica, Ecologia e
Zoologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), as de Aracaju no laboratério
sob-responsabilidade do Prof. Dr. Bruno Lasmar Valadares na Universidade Federal de Sergipe
(UFS) e as de Florianopolis no Laboratorio de Drosofilideos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Daniela Cristina de Toni. Fémeas de Z.
indianus ficaram mantidas individualizadas em tubo contendo meio de cultura banana-agar para
a producdo das linhagens isofémeas conforme descrito por David et al. (2005). As isolinhagens
permaneceram em camara de temperatura controlada (25+1°C) até sua utilizacdo nos

experimentos.

4. METODOLOGIA.
4.1 Bioensaios para a selecédo de individuos resistentes ao Malathion

Para os experimentos envolvendo bioensaios de resisténcia, utilizamos individuos
oriundos da geragdo F1 das isolinhagens de Z. indianus obtidas para cada area coletada
(Floriandpolis-SC, Uberaba-MG e Aracaju-SE). Assim, constituiram-se dois grupos amostrais
por populagdo geografica: o controle negativo ou grupo controle (GC) no qual ndo foi exposto
ao inseticida e o tratado com malathion ou grupo tratado (GT). Cada grupo contou com dez
réplicas e cada uma delas foi constituida por dez individuos de Z. indianus (5 machos e 5

fémeas) escolhidos ao acaso totalizando 200 individuos por placa.
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Os bioensaios ocorreram em placas de Petri com diametro de 14,5cm forradas com papel
filtro. Calculou-se a &rea da placa de petri utilizada tendo como valor 165,04 cm2. Para a
exposicdo seguimos o protocolo proposto por Galego e Carareto (2010b) que propbe a
utilizacdo de 0,0003 pl/cm?2 de malathion (500 concentrado emulsionavel EC CHEMINOVA)
por cm2. A exposicdo deu-se em papeis-filtro dispostos no fundo das placas, e tratados com
uma concentracdo de 0,0003 pl/cm? de Malathion por placa. O grupo controle os papeis filtros
foram expostos a uma concentragio de 0,0003ul/cm? de acetona. O tempo de exposicao foi 6
horas a uma temperatura de 25+1°C. As taxas de mortalidade foram registradas para cada placa
de hora em hora. Os individuos sobreviventes foram selecionados e posteriormente utilizados

como amostras para a detecgdo dos polimorfismos esterasicos e para o ensaio enzimatico.

4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida- PAGE

Uma vez exposto ao malathion, os individuos de Z. indianus sobreviventes foram
utilizados para a deteccdo dos polimorfismos esterasicos. Nesse sentido, utilizou-se 10 machos
e 10 fémeas de cada localidade macerados individualmente em 15ul de tampdo de amostra
(Tris-HCI 0,1M, pH 8,8). Desse macerado, aplicou-se, em gel de poliacrilamida, 10ul por
amostra. O gel de poliacrilamida foi preparado segundo o protocolo desenvolvido por Ceron
(1988) e adaptado por Galego, Ceron e Carareto (2006): em 6,6ml de solucdo
acrilamida/bisacrilamida 8%, c=5% adicionou 5ml de Tampéao Tris-HCI (1M, pH 8,8), 8ml de
agua destilada e, nesta ordem, 1,0 ml de solucdo de persulfato de aménia a 2% e 50ul de
TEMED (N,N,N,N, tetrametilenodiamina). Ap6s a polimerizacdo do gel, as amostras foram
aplicadas e submetidas a eletroforese por aproximadamente quatro horas, com voltagem
constante de 150V, em tampao de corrida Tris-Glicina (0,1M, pH 8,3).

4.3 Deteccao dos polimorfismos esterésicos

Para a deteccdo das esterase-2 e esterase-3, 0s géis ficaram pré-incubados por 30
minutos em 50 ml de tampé&o Fosfato (0,1M, pH 6,2). Transcorrido esse tempo, 0 tampéo foi
retirado, e entdo acrescentou uma solugédo de coloragéo 30mg de alfa-naftilacetato e 25mg de
beta-naftilacetato (em 5 ml de acetona) e 60 mg de Fast Blue RR (em 1ml de N-propanol) e
50ml de tampéo Fosfato (0,1M, pH 6,2), e 100ml de tampé&o Fosfato (0,1M, pH 6,2), conforme
descrito por Ceron (1988) e modificado por Galego, Ceron e Carareto (2006).

Os géis foram incubados em um recipiente por 30 minutos, na auséncia de luz. Logo em

seguida, os géis foram tratados por 30 minutos com solucdo de descoloracdo (etanol- acido
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acético) dentro de uma cuba de vidro escuro, decorrido o tempo necessario os géis foram
fixados em papel filme com gelatina (CERON; SANTOS; BICUDO, 1992). O padréo de bandas

esperado, conforme descrito por Galego, Ceron e Carareto (2006), esté ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Zimograma com o padrdo de bandas esterasicas para Z. indianus

4.4 Dosagem de Proteina

Do autor, 2019.

A concentracdo de proteinas totais de todas as amostras das estacfes analisadas foi
determinada pelo método de Lowry et al., (1951). A principal vantagem do método de Lowry
¢ a sua alta sensibilidade para a determinacao da concentracdo de proteinas totais em diversos
meios (ZAIlA et al., 1998). A medicéo foi realizada como o intuito de correlacionar a atividade
enzimatica com a quantidade de proteinas, para determinacdo da atividade especifica (Figura

7).

Figura 7: Curva padréo de albumina bovina 1,0 mg/ml em soluc&o salina
(NaCl 0,9%) obtida e sua leitura foi realizada através da técnica de

espectrofotometria de luz a 650 nm.
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Do autor, 2019
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4.5 Ensaio enzimatico para a atividade da acetilcolinesterase

Para a realizacdo do ensaio bioquimico para atividade da AChE foram utilizados os
individuos sobreviventes (de cada populacdo) apds o bioensaio. Para isto, utilizou-se 20 cabecas
maceradas em 200 pl de tampdo de extragédo (Tris-HCI 8,8 0,1 M), por grupo amostral. Para
cada ensaio enzimatico foi preparado com a adi¢do de 800 pl de solucéo de extracdo (Tampéo
Tris — HCI 8.8 0,1 M, 20% sacarose, 1 mM de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e
0,5% Trinton x-100 (v/v)) na amostra contendo os 200 ul de tampé&o Tris-HCI 8,8 de extracdo
com as cabecas totalizando 1ml. Em seguida as amostras seguiram para serem homogenizadas
em agitador durante um minuto e a solugdo homogenizada foi centrifugada a 14.000 rpm por
cinco minutos. O ensaio enziméatico compos-se de duas partes: Atividade enzimatica e inibicédo
enzimatica da acetilcolinesterase, que foi medida pelo método colorimétrico de Ellman et al
(1961), que permite quantificar espectrofotdmetricamente a hidrdlise de ACh pela AChE,
originando a tiocolina, que por sua vez reage com o anion carboxilato do DNTB, formando o
2-nitrobenzoato 5- mercaptotiocolina ¢ um anion de coloragdo amarelada, o 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoato, que pode ser analisada com um espectrofotdmetro em comprimento de onda 412
nm e com isso medir sua atividade inibidora, indicando o efeito da exposi¢do da enzima ao
malathion.

As amostras foram divididas por cidade: Cidade de Uberaba Grupo Controle (20
cabecas machos/fémeas escolhidas ao acaso) e Grupo Tratado (20 cabecas machos/ fémeas
escolhidas ao acaso), Cidade de Floriandpolis (2 solucdes de analise: Grupo Controle (20
cabecas machos/fémeas escolhidas ao acaso) e Grupo Tratado (20 cabecas machos/fémeas
escolhidas ao acaso), Cidade de Aracaju (2 solucdes de analise: Grupo Controle (20 cabecas
machos/fémeas escolhidas ao acaso) e Grupo Tratado (20 cabecas machos/fémeas escolhidas
ao acaso). Preparou-se a solucdo de analise com 3,0 ml de solucéo de tampéo fosfato 0,1 M e
pH 8. Como substrato utilizou-se 20 pl de lodeto de acetilcolina 0,075 M (21,67 mg/ml), 100
pl de DTNB 0,01 M (preparado a partir de 39,6 mg de 5: 5-ditiobis-2- Nitrobenzoico dissolvido
em 10ml de solugdo tampdo Tris-HCI 8.8 0,1 M e 15 mg de bicarbonato de sodio) e 50 pl de
sobrenadante homogeneizado. A amostra entdo foi submetida a uma leitura em um
espectrofotdbmetro com comprimento de onda 412 nm. Foram feitas triplicatas de todas as
solucBes analises e as leituras decorreram em um periodo de 20 min com intervalo de 5 minutos
para cada leitura. Para cada cidade foi feito um controle sem a presencga da enzima para estimar
a hidrolise espontanea do substrato. Para estimar a atividade da enzima do ponto O foram
adicionados 50 pl de sobrenadante imediatamente antes da primeira leitura.
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A atividade enzimatica é medida segundo o aumento da cor amarela produzida a partir
da reacéo da tiocolina quando reage com o DTNB. Os valores em absorbancia encontrados
foram convertidos em unidade de atividade (nkat ml-1) que corresponde a constante catalitica

da enzima como proposto por Morton e Singh (1982).
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5. Analises Estatisticas

Os resultados dos bioensaios foram comparados por ANOVA, por meio do programa R
versdo 3.5.3 e as comparacdes par-a-par foram realizadas por meio do teste de Tukey-Kramer
com significancia de 0,05. Os dados também foram organizados em gréficos elaborados no R
e no Systat 13.

Para os polimorfismos as analises estatisticas constituiram na avaliacao das frequéncias
alélicas por loco esterdsico polimérfico mediante a decodificagdo dos géis , bem como as
heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho), além da Distancia Genética de Roger
(1972, modificado por Wright, 1978), o Teste Exato de Raymond e Rousset (1995) para
verificar-se a homogeneidade entre os grupos, e o Equilibrio de Hardy-Weinberg por Qui-
Quadrado. Essas anélises foram todas desenvolvidas por meio do programa TFPGA versdo 1.3
(MILLER,1997).

Para a analise dos ensaios bioquimicos, a atividade enzimatica foi calculada a partir da
inclinacdo (coeficiente angular) da regido linear da curva de cinética obtida por
espectrofotometria de absor¢éo, a qual corresponde numericamente a variacdo de absorbancia

no decorrer do tempo (AA/ At) como mostra equagdo abaixo:

_ AA V x 1000
Zim == % exdxvxp

Sendo, a atividade catalitica enzimatica representada por Z/m e dada por Ug-1, AA
variacdo de absorbancia, V o volume do ensaio (ml), € é o coeficiente de absorcdo do anion 5-
tio-2-nitrobenzoato 1,36 mmol-1mm), d, o caminho dptico da cubeta em nm, At variacdo do
tempo do ensaio cinético (min); v, o volume da amostra utilizada no ensaio (ml) ¢ p, é a
concentracdo de enzima utilizada no ensaio dada por gL-1. Os volumes das cubetas utilizadas

foram de 1 ml.
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6. RESULTADOS

6.1 Bioensaios de Selecdo

Os resultados de sobrevivéncia dos individuos de Z. indianus oriundos de Uberaba- MG,
Floriandpolis-SC e Aracaju-SE expostos ao bioensaio de sele¢do ao malathion sdo apresentados
na Tabela 1 e na Figura 8. A mortalidade variou significantemente entre todas as compara¢oes
entre sobreviventes dos grupos controles e tratados, sendo a maior sobrevivéncia obtida em
todos os grupos controle, e a menor para as fémeas tratadas de Aracaju (58%+4,8%). Em todos
0S grupos, a sobrevivéncia de fémeas foi menor do que a dos machos nos grupos tratados.

As comparac0es realizadas pela anélise de variancia (Figura 9) indicaram diferencas
significativas para a sobrevivéncia entre os grupos controle e tratado, bem como entre 0s sexos
nos grupos tratados em cada populacdo geografica experimental. A populacdo de Aracaju
(Figura 8 e Tabela 1) apresentou 100% de sobrevivéncia nos grupos controle, independente do
sexo, enquanto essa taxa (em %) foi 86,0%+3,3, para machos e 58,0+4,8, para fémeas
(ControleXTratado, F1,76 =93,10; p<0,05); entre sexos no grupo Tratado: F1,76 =23,75; p<0,05).
Os dados para Floriandpolis (Figura 9), por sua vez, indicaram uma sobrevivéncia similar entre
machos e fémeas no grupo controle (100% e 99%, respectivamente), porém estatisticamente
diferentes no tratado, com machos apresentando sobrevivéncia de 95%+3,2 e fémeas de
66%+5,6 (TratadoXControle: F176=36,17; p<0,05; entre os sexos, no Tratado: F1,76=20,00;
p<0,05). Por fim, Uberaba (Figura 8) ndo, apresentou diferencas significativas na sobrevivéncia
dos machos entre os grupos controle e tratado (98% e 100%, respectivamente), mas estas foram
significativas nas comparacfes entre os grupos de fémeas (controle: 99%+1,0; tratado:
66%+5,6, F1, 76=53,710; p<0.05) e entre machos e fémeas no grupo Tratado (F1, 76=38,806;
p<0,05).
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Tabela 1: Média da sobrevivéncia (%) e desvio padrdo

(o) de Z. indianus em populacdes experimentais
submetidas ou ndo ao malathion

Amostras Controle  Tratado t
Aracaju Machos 100,0+0,0  86,0+3,3  4,27***
Aracaju Fémeas 100,0+0,0  58,0+4,8 11,88***

TOTAL 100,0+0,0  72,0+4,0
t NS 4,71%**

Floriandpolis Machos ~ 100,0+0,0  95,0+3,2 1,72*
Florianopolis Fémeas 99,0+1,0 66,0+5,6  7,13***

TOTAL 99,5+0,5 80,5+4,4
t NS 5,35***
Uberaba Machos 98,0+1,4  100,0+0,0 NS
Uberaba Fémeas 99,0+1,0 66,0+5,6  7,13***
TOTAL 98,5+1,2 83,0+2,8
t NS 7,78***
F 1,03 23,38%**

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS- Nao significativo; F-
Teste F, t Tukey-Kramer.
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Figura 8: Média de sobrevivéncia (%) de Z. indianus em populac¢des experimentais submetidas ou
ndo ao malathion.

*, AFC (Aracaju fémeas controle), AFT (Aracaju fémeas tratadas), AFT (Aracaju fémea
controle), AMT (Uberaba machos Tratados), FFC (Floriandpolis fémeas controle), FFT
(Aracaju fémeas tratadas), FMC (Florian6polis machos controle), FMT (Floriandpolis
machos Tratados), UFC (Uberaba fémeas controle), UFT (Uberaba fémeas tratadas), UMC
(Uberaba machos controle), UMT (Uberaba machos Tratados).
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Figura 9: ComparagOes entre a sobrevivéncia de machos e fémeas de Z. indianus oriundas de
Floriandpolis (A), Aracaju (B) e Uberaba (C) em grupos controle e tratado com malathion.
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6.2 Polimorfismos esterasicos

Aqui, foram analisados os resultados dos polimorfismos esterésicos de Z.indianus
oriundos das trés cidades de estudo Uberaba-MG, Floriandpolis-SC e Aracaju-SE. A Tabela 2
apresenta as frequéncias alélicas obtidas para os 16cus polimérficos da Est2 e Est3 bem como
as heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) para a distribuicdo desses alelos nos
gendtipos.

Os resultados indicam que a Ho e He dos genotipos do loco Est3 diferiram nos grupos
tratados e controle. Em Aracaju-SE, 0os machos controles apresentaram a frequéncia da Ho<He
ja os tratados com inseticida a H, foi significativamente inferior a He (Ho<He) (X?=6,63, d.f. 1,
p<0,01). Para as fémeas controle a Ho>He, contudo para as fémeas tratadas houve uma grande
perda de heterozigosidade sendo Ho<He (X?=7,88, d.f. 1, p<0,001). Na cidade de Florianopolis
0s machos controle e tratados tiveram a Ho<He e quando comparamos o controle com o tratado

vemos uma perda de heterozigosidade significativa do controle para o tratado (X?=6,63, d.f. 1,
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p<0,01). J& as fémeas quando comparamos o valor da Ho e He vemos que ndo houve perda da
heterozigosidade (X?=3,84, d.f. 1, p>0,05). A cidade de Uberaba-MG os controles apresentaram
a Ho<He. Quando comparamos controle com tratados vimos que 0s machos apresentaram uma
diferenca significativa Ho<He (X?=3,84, d.f. 1, p<0,05) e as fémeas controle e tratadas a Ho<He
(X2=3,84, d.f. 1, p<0,05). Observamos, portanto uma tendéncia de perda de heterozigosidade
nas populacdes tratados com o organofosforado, ou seja, a pressdo de selecdo do inseticida

favorece os individuos homozigotos portadores dos genes de resisténcia ao organofosforado.

Tabela 2: Frequéncias alélicas, Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) dos lécus
Est2 e Est3 de Z. indianus expostos ao malathion.

Amostra Est3 Est2

Est3!  Est3? Est3 Est34 Ho He Est2S Est2F Ho He
Controle
Aracaju Machos 0,15 0,15 0,35 0,35 0,40 0,71 0,40 0,60 0,00 0,48
Aracaju Fémeas 0,44 0,11 0,17 0,28 0,89 0,68 -- -- -- --
Total 0,29 0,13 0,26 0,32 0,63 0,73 0,40 0,60 0,00 0,48
Tratado
Aracaju Machos 0,05 0,00 0,18 0,77 0,09 0,36 0,20 0,80 0,00 0,32
Aracaju Fémeas 0,15 0,00 0,20 0,65 0,10 0,51 -- -- -- --
Total 0,10 0,00 0,19 0,71 0,09 0,44 0,20 0,80 0,00 0,32
Controle

Florian6polis Machos 0,15 0,10 0,45 0,30 0,60 0,67 0,95 0,05 0,10 0,095
Floriandpolis Fémeas 0,50 0,00 0,00 0,50 0,27 0,50 -- -- -- --
Total 0,33 0,05 0,22 0,40 042 0,67 0,95 0,05 0,10 0,095

Tratado

Florianépolis Machos 0,05 0,00 0,70 0,75 0,10 0,44 0,75 0,25 0,10 0,37
Floriandpolis Fémeas 0,68 0,00 0,00 0,31 0,63 0,43 -- -- -- --
Total 0,38 0,00 0,10 0,33 0,38 0,66 0,75 0,25 0,10 0,37
Controle

Uberaba Machos 0,25 0,35 0,20 0,20 0,80 0,73 0,35 0,65 0,10 0,45
Uberaba Fémeas 0,27 0,18 0,23 0,32 0,54 0,73 - -- -- --
Total 0,26 0,26 0,22 0,26 0,66 0,74 0,35 0,65 0,10 0,45
Tratado

Uberaba Machos 0,37 0,13 0,31 0,19 0,50 0,71 0,37 0,62 0,00 0,46
Uberaba Fémeas 0,35 0,05 0,25 0,35 0,00 0,46 -- -- -- --
Total 0,36 0,08 0,28 0,28 0,61 0,70 0,37 0,62 0,00 0,46

O equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW) entre as He e Ho (Tabela 3) mostrou que nao
houve diferencas significativas para o l6cus Est3 nas cidades de Floriandpolis-SC e Uberaba-
MG. Entretanto foram observas diferencas significativas para a populagéo de Aracaju-SE,
contudo o Est2 foi o que mais respondeu a presséo de inseticidas mostrando que existem forcgas

evolutivas agindo sobre esse locus.
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Tabela 3: Verificacdo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) entre as heterozigosidades
observada (Ho) e esperada (He) para os lécus Est3
e Est2 de populagbes de Z. indianus. As
comparacgOes foram realizadas pelo teste de Qui-

quadrado.
Grupos Amostrais Teste Exato para o
TEHW
Est3 Est2
Controle
Aracaju Machos ** **
Aracaju Fémeas NS --
Total * *x
Tratado
Aracaju Machos ** **
Aracaju Fémeas ** --
Total **k%k **
Controle
Floriandpolis Machos NS NS
Florian6polis Fémeas NS --
Total * NS
Tratado
Florianopolis Machos ** *
Florianopolis Fémeas NS --
Total il *
Controle
Uberaba Machos NS *
Uberaba Fémeas ** --
Total NS *
Tratado
Uberaba Machos NS **
Uberaba Fémeas NS --
Total NS **

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, N.S ndo significativo, -- ausente.

Em geral, as popula¢des que ndo foram expostas ao organofosforado apresentaram uma
baixa frequéncia do alelo Est32. Por exemplo, a frequéncia do alelo Est3® para UMC foi de 0,20
e UMT foi de 0,31 (X?=3,84, d.f. 1, p<0,05). J4 UFC apresentou uma frequéncia de 0,23 e UFT
0,25(X?=3,84, d.f. 1, p<0,05). A populagdo de Floriandpolis observou que FMC uma frequéncia
de 0,45 e FMT 0,70 (X2=3,84, d.f. 1, p<0,05). J4 FFC e FFT ndo houve diferenca entre
tratamentos sendo a frequéncia de ambas 0,0. X?=3,84, d.f. 1, p>0,05). Aracaju ndo houve um
aumento do alelo Est3® para os machos sendo 0,35 para AMC e 0,18 para AMT (X?=3,84, d.f.

1, p<0,05), contudo as fémeas apresentaram um ligeiro aumento, porém nao significativo AFC
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0,17 e AFT 0,20 (X?=3,84, d.f. 1, p>0,05). Ao analisarmos a frequéncia do alelo Est3* vemos
um aumento significativo da frequéncia dos AMC 0,35 para AMT 0,77 (X?=3,84, d.f. 1,
p>0,05) e nas AFC 0,28 e AFT 0,65 (X?=3,84, d.f. 1, p>0,05).

Ao analisarmos as frequéncias do alelo Est2 vemos que o I6cus Est2F na cidade de
Aracaju aumentou ligeiramente sua frequéncia sendo o AMC 0,60 e 0 AMT 0,80. Em Uberaba
a frequéncia para o grupo UMC foi 0,45 e UMT 0,63. Por sua vez, Florianopolis foi a cidade

gue mais teve aumento na frequéncia sendo o controle 0,05 e o tratado 0,25.

6.3 Distancias Genéticas

As Tabelas 4 e 5 bem como as Figuras 10 e 11 mostram a distancia genética obtida
pelo software TFPGA-Tools for Population Genetic Analyses (MILLER, 1997) das trés
localidades. As distancias foram calculadas pelo parametro de Roger (1972, modificado por
Wright, 1978). Observamos que a maior distancia genética foi registrada entre as populacées
de FC e AT, sendo a distancia 0,357. J& a menor distancia foi entre UT e AC 0,032 (Tabela 4).

Tabela 4: Teste Exato (Est3/Est2) e Distancia Genética de Roger (1972), modificado por Wright (1978)
das populag6es tratadas ou ndo com o inseticida malathion.

AC AT FC FT uc uT
AC - ***INS NS/*** NS/* NS/NS NS/NS
AT 0,173 - ***INS NS/*** NS/NS NS/NS
FC 0,249 0,357 - NS/NS **INS NS/NS
FT 0,166 0,298 0,106 - folalel Akl NS/**
uc 0,052 0,186 0,281 0,204 -- NS/NS
uT 0,032 0,183 0,261 0,170 0,068 --

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, N.S ndo significativo, -- ausente. AC- Aracaju Controle, AT-
Aracaju Tratado, FC- Florianépolis controle, FT- Floriandpolis Tratado, UC- Uberaba Controle,
UT- Uberaba Tratado.

Como podemaos observar as analises de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) para as populacdes analisadas considerando a distancia genética de Roger
(1972, modificado por Wright, 1978) para os polimorfismos esterasicos de Z.indianus vemos
que as populacbes de AC e AT e UC e UT ficaram agrupadas em um mesmo clado, porém AT
ficou em um ramo externo no clado. As distancias genéticas foram similares para AC e UT. A
populacdo de UC apresentou uma distancia genética um pouco maior que 0s outros dois grupos
de AC e UT. Contudo as populacdes de AT foram dentro do clado as que apresentaram uma
maior distancia genética. As populactes de FC e FT ficaram em outro clado mais externo e com
a disténcia genética maior comparada as demais. O fato da populacdo de Floriandpolis estar
em um clado separado sugere que existem pressdes seletivas diferentes agindo sobre essas

populagdes.
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Figura 10: Anélise de UPGMA para as distancias genéticas de Roger (1972, modificado por Wright, 1978) calculado dos a
partir dos polimorfismos esterasicos da Est2 e Est3 oriundas de populaces de Z. indianus expostas e ndo ao inseticida
malathion. A distancia genética é apresentada na parte superior do ramo, engquanto o bootstrap na inferior. A cor azul
representa o grupo controle e a vermelha o grupo tratado.

*AC (Aracaju controle), AT (Aracaju tratado), UC (Uberaba controle), UT (Uberaba tratado), FC (Florianépolis
controle), FT (Floriandpolis tratado).

Do autor, 2019
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Tabela 5: Teste Exato (Est3/Est2) e Distancia Genética Roger (1972), modificado por Wright (1978) das populac@es de Z.indianus machos
e fémeas tratadas ou ndo com o inseticida malathion.

ACM ACF ATM ATF FCM FCF FTM FTF UCM UCF UTM UTF

ACM - NS/-- **INS NS/--  NS/***  NS/-- NS/* ***[-- NS/INS  NS/-- NS/NS  NS/--
ACF 0,126 -- e dnieied =-f** --/NS S inieied S el S daieied --INS NS/-- --INS --INS
ATM 0,179 0,228 - NS/-- NS/NS  NS/--  ***[Fxx */-- NS/NS  NS/--  ***/NS  **/--
ATF 0,130 0,172 0,057 - */-- == =-[*** --INS == x> --[** --[** --INS
FCM 0,250 0,144 0,379 0,156 NS/--  NS/NS  NS/-- NS/NS NS/-- NS/NS  NS/--

FCF 0,190 0,107 0,198 0,152 0,216 -~
FTM 0,202 0,238 0,338 0,229 0,128 0,372 -
FTF 0,231 0,110 0,283 0,232 0,248 0,090 0,334 -- NS/-- —-[F** —-[*** --[**
UucM 0,100 0,112 0,231 0,204 0,294 0,198 0,271 0,213 -- --/INS  NS/NS  --/NS
UCF 0,063 0,070 0,191 0,140 0,094 0,145 0,197 0,177 0,073 - --INS --INS
UTM 0,089 0,065 0,233 0,191 0,272 0,168 0,235 0,167 0,089  0,0689 -- --INS
UTF 0,086 0,055 0,186 0,130 0,103 0,117 0,195 0,148 0,125 0,0558 0,067 --

<INS  INS NS -fEER ek ek
NS/__ NS/** __/*** **/* __/***

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, N.S ndo significativo, - ausente. ACM- Aracaju Controle Macho, ACF- Aracaju Controle Fémea, ATM-
Aracaju Tratado Macho, ATF- Aracaju Tratado Fémea, FCM- Florianépolis controle Macho, FCF - Florian6polis controle Fémea, FTM-
Floriandpolis Tratado Macho, FTF- Florian6polis Tratado Fémea, UCM- Uberaba Controle Macho, UCF- Uberaba Controle Fémea, UTM-
Uberaba Tratado Macho. UTF- Uberaba Tratado Fémea.



Figura 11: Analise de UPGMA para as distancias genéticas de Roger (1972, modificado por Wright, 1978) calculado
dos a partir dos polimorfismos esterasicos da Est2 e Est3 oriundas de populagdes Z. indianus machos e fémeas expostas
e ndo ao inseticida malathion A distancia genética é apresentada na parte superior do ramo, enquanto o bootstrap na

inferior. A cor azul representa o grupo controle e a vermelha o grupo tratado.

*AFC (Aracaju fémeas controle), AFT (Aracaju fémeas tratadas), AMC (Aracaju machos controle), AMT (Aracaju machos tratados), FFC
(Florianopolis fémeas controle), FFT (Floriandpolis fémeas tratadas), FMC (Florianopolis machos controle), FMT (Floriandpolis machos
tratados), UFC (Uberaba fémeas controle), UFT (Uberaba fémeas tratadas), UMC (Uberaba machos controle), UMT (Uberaba machos

tratados).
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Ao analisarmos o Teste Exato (Est3/Est2) de equilibrio de Hardy-Weinberg levando em
consideracao o sexo vemos que a maior distancia genética foi registrada entre as populagdes de
Florianopolis-SC macho controle e Florianopolis-SC fémeas tratadas sendo a distancia 0,372.
Ja a menor distancia foi entre Uberaba-MG tratado fémea e Aracaju-SE controle fémea sendo
a distancia entre elas 0,055 o observamos também que o (EHW) para a Est2 foi bem
significativo e de fato quando observamos os dados UPGMA para as populagdes analisadas
considerando a distancia genética de Roger (1972, modificado por Wright, 1978) para os
polimorfismos esterasicos de Z.indianus de machos e fémeas observamos a formacéo de trés
clados. As populagdes de Floriandpolis Macho e Fémea (C) e macho (T), Aracaju (C) fémea,
Uberaba (T) fémea, Uberaba (C) fémea, Uberaba (T) macho, Aracaju (C) macho e Uberaba(C)
macho ficaram em um mesmo clado. As populacgdes (T), de Aracaju machos e fémeas ficaram
em outro clado. Por fim, no terceiro clado mais externo temos Floriandpolis (T), fémeas. Ao
observamos as distancias genéticas vemos uma similaridade das populac6es controle de machos
e fémeas de Floriandpolis. As populagdes de Aracaju (C) fémea e Uberaba (T) fémea também
apresentaram similaridade nas distancias genéticas e também as populac6es (T) macho e fémea
de Aracaju. A maior distancia genética foi registrada na populacdo de Floriandpolis fémea (T).
Esse fato aponta para possiveis forcas evolutivas como selecdo natural, deriva genética agindo
sobre as populacdes de Florian6polis-SC.

6.4 Ensaio enzimatico para a atividade da acetilcolinesterase

Os resultados obtidos na dosagem de proteinas evidenciaram que todas as amostras

apresentaram resultados dentro do intervalo de 69 a 81ug de proteina/ml totais (Tabela 6).

Tabela 6- Média e desvio padrdo da concentracdo
de dosagens de proteinas totais nos grupos tratados
ou ndo com malathion.

Localidades Meédia pg/ml e Desvio Padrdo

AC 77,0+8,77
AT 69,3+8,32
FC 72,1+8,49
FT 77,4+8,79
uc 81,7+9,03
uT 77,8+8,82

*AC- Aracaju Controle, AT-Aracaju Tratado, FC-
Florianépolis Controle, FT- Floriandpolis Tratado,
UC-Uberaba Controle, UT- Uberaba Tratado.

Portanto, os resultados da atividade da acetilcolinesterase dos grupos tratados ou nédo

com inseticida de cada populacdo (Tabela 7) tem a referéncia de unidades pg de proteina/ml
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por meio da curva padrdo utilizando a albumina. Assim, a analise de varidncia mostrou que
houve diferencas da atividade entre os grupos controle e tratado com o inseticida malathion nas
populacdes de Aracaju controle (0,181+0,011) e variacdo interna do grupo de 16% e Aracaju
tratado (0,114+0,023) e variacdo de 20%. A populacédo de Florianopolis apresentou variacao da
atividade dentro do grupo controle na escala de 3% (0,460+0,016) e do tratado foi de 7%
(0,395+0,027) o test t mostrou diferengas significativas entre os dois grupos (p<0,05). Os
individuos de Uberaba, por sua vez, nao apresentaram diferencas significativas na atividade da
acetilcolinesterase. Podemos observar entdo que em geral houve uma diminuicdo da atividade
da acetilcolinesterase em populacbes expostas ao organofosforado. A resposta metabolica
frente a exposicdo a um inseticida € que cada molécula da enzima é capaz de sequestrar uma
molécula do inseticida, reduzindo a quantidade de inseticida disponivel para interagir com a

acetilcolinesterase.

Tabela 7: Média e erros-padréo da atividade enziméatica da EST6 de Z.
indianus em pg/ml ap6s 20 minutos de afericdo, conforme a origem
geogréfica e a selecdo (Tratado) ou ndo (Controle) com malathion. As
comparacOes estatisticamente significativas para Teste t e para ANOVA
(F) estdo em negrito. CV: Coeficiente de Variagéo.

Localidade Atividade Enzimatica Teste t
X+EP

Controle Tratado
Aracaju — SE 0,181+0,011 0,114+0,023 2,78**
cv 16% 20%
Florianopolis — SC 0,460+0,016 0,395+0,027 2,09*
cv 3% 7%
Uberaba — MG 0,126+0,002 0,163+0,036 -0,76
cv 1,6% 22%
ANOVA (r2.24) 83,68*** 29,34***

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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7. DISCUSSAO

Como observado, os resultados dos bioensaios mostraram que em populacdes da mesma
origem geografica houve diferencas significativas na sobrevivéncia das moscas fémeas e
machos tratados com o inseticida malathion, este fato pode ser explicado por duas hipoteses. A
primeira é a questdo historica da aplicacdo de inseticidas nas cidades (CARVALHO, 2017) e a
segunda é a hipotese bioldgica das esterases na resisténcia aos inseticidas (KARUNARATNE
et al., 1995; HEMINGWAY, 2000; HEMINGWAY et al.,2004; GALEGO e CARARETO,
2010b; GRIGORAKI et al., 2017). A segunda hipdtese e a mais provavel esta relacionada com
0 papel das esterases na resisténcia a inseticidas. Evidéncias apontam para um possivel papel
da aloenzima Est3® na detoxificagdo por malathion em populagdes experimentais expostas a
esse organofosforado (GALEGO; CERON; CARARETO, 2006). Além disso, tais estudos
evidenciaram que Est2 é expressa exclusivamente em machos e que a expressao desse gene
ocorre nos tecidos reprodutores de Zaprionus indianus. A amplificacdo de alguns genes de
carboxilesterases em mosquitos Aedes albopictus culmina em acBes metabdlicas que
contribuem para a resisténcia a inseticidas (GRIGORAKI et al., 2017). Em Helicoverpa
armigera as carboxilesterases agem no auxilio da detoxificacdo de alguns inseticidas como
piretroides e organofosforados (BAI et al.,2019). Dessa forma a auséncia de expressao da
carboxilesterases Est2 em fémeas poderiam torna-las mais suscetiveis a organofosforados como
0 malathion explicando assim sua baixa sobrevivéncia.

Os resultados para a frequéncia do alelo Est2 mostram que a medida que a latitude
aumenta a frequéncia do ldcus Est2™ também aumenta sua frequéncia em populagdes expostas
a organofosforados e de fato trabalhos feitos por Lourenco (2001) em Drosophila mulleri
mostram um aumento da frequéncia da Est5° em regides de altas temperaturas e que esse valor
poderia decair a medida que descemos nos tropicos conforme a pressao de selecdo, ou seja
existe uma distribuicdo diferencial em alelos de esterases em funcao da latitude e temperatura
como observado nos trabalhos de Cooke e Oakeshott (1989) e Balakirev et al. (2002) na EST6
de D. melanogaster que € analoga a EST2 de Z.indianus. Como observamos aqui existe uma
diminuicdo da frequéncia do l6cus Est2" nos grupos controle sendo a ordem de maior frequéncia
nas cidades de Aracaju>Uberaba> Florianopolis regifes de maior temperatura para menor
temperatura. Porém quando analisamos o efeito da pressdo seletiva do inseticida vemos que a
frequéncia do locus vai diminuindo. Esses resultados poderiam explicar a manutencgéo do alelo
F nas populagdes, pois a vantagem seletiva depende das condi¢fes ambientais, que ora favorece

um alelo, ora outro.
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Como vimos nos resultados houve um aumento na frequéncia do alelo Est3® em
populacdes tratadas com o malathion. Esse aumento da frequéncia do alelo Est32 em populacdes
tratadas com o organofosforado malathion foi relatado por Galego e Carareto (2010b) em
populacdes expostas do estado de Sdo Paulo (Ibira, Mirassol e Olimpia) e quando analisamos
trés regides diferentes do Brasil observamos o mesmo padréo. O fato dos individuos fémeas da
cidade de Florianépolis expostos ao inseticida apresentarem uma frequéncia 0,00 do alelo Est33
pode estar ligado a sua alta taxa de mortalidade nos bioensaios e a alta pressdo de selecdo ao
organofosforado e o aumento da frequéncia do l6cus Est2™ apontando a relagio das esterases
(MONTELA, SHAMA e VALE, 2019, NAQQASH et al.,2016) e o alelo Est3® com a
resisténcia ao inseticida.

Como podemos observar através de nossos testes de atividade enzimatica, essa
diminuicdo de atividade pode ser devido ao efeito do inseticida utilizado: o malathion um
organofosforado que como mostra alguns estudos atua na inibicdo da dessa enzima (FISHEL,
2009, OLIVEIRA, 2009, ARAUJO, 2016). Contudo ndo observamos essa diminuicido da
atividade da acetilcolinesterase na populacdo de Uberaba tratada com o organofosforado. Essa
resposta frente ao inseticida observada na populacdo de Uberaba pode estar relacionada com o
fato dos individuos serem mais resistentes a resposta desse inseticida, fato que pode estar
relacionado ao histdrico de aplicacdo do inseticida na cidade que ocorreu entre 0s meses de
mar¢o e maio de 2019 segundo a Secretaria de meio ambiente de Uberaba para prevencao de
focos do mosquito Aedes aegypti.

Vemos que cada populacdo de Z.indianus do presente trabalho pode ser visto como um
caso especifico de estudo, em virtude de que cada uma delas apresenta padrdes de resisténcia
distintos e que esses padrdes dependem de inimeros fatores como tipo de mutacao envolvida,
frequéncia dos genes ligados a resisténcia e o historico de aplicacdes do inseticida e o nivel de
sensibilidade ao composto (HEMINGWAY et al., 2004).

Existem diversos estudos mostrando o potencial biomarcador da acetilcolinesterase para
avaliacdo de aguas contaminadas em diversos grupos como peixes (FLAMARION et al., 2002),
e crustdceos como a Daphnia (PRINTES,2006). Nos drosofilideos, os trabalhos com
acetilcolinesterase se restringem quase a D.melanogaster observamos na literatura uma
escassez de trabalhos da AChE, da EST2 e EST3 dentro do género Zaprionus, fazendo-se assim
necessario mais estudos do modo de agédo/resposta da EST2, EST3 e EST6, de Z.indianus,

frente a inseticidas.
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Capitulo V - Conclusdes
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8. Conclusdes

1. As esterases propostas como biomarcador no presente estudo EST2, EST3 e EST6
responderam positivamente ao organofosforado malathion sendo essa resposta avaliada
por meio da frequéncia alélica ou atividade da enzima AChE.

2. Houve um aumento na frequéncia do alelo Est3% e do alelo Est2™ nas populagGes

expostas ao inseticida.

3. Ospadrdes polimorficos da EST2 e EST3 podem variar conforme o sexo dos individuos

selecionados pelo inseticida.

Assim, as esterases de Z.indianus podem ser promissoras para bioindicadores em
ambientes expostos a inseticidas organofosforados, sendo os polimorfismos de Est2 e Est3 bem

como a atividade enzimética da EST6 marcadores adequados para esse proposito.
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