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Resumo

RIBEIRO, Berghem Morais, D.S., Universidade Federa de Vicosa, fevereiro de 2005.
Custo adaptativo e assmetria flutuante associados a resisténcia a inseticidas
em populacdes de Stophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) Orientador:
Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-Orientador: Bergman Morais Ribeiro. Conselheiros:
Maria Goreti Almeida de Oliveirae Marcos Rogério Totola.

Diferencas na taxa respiratoria e morfologia do corpo gorduroso foram investigadas em
populactes resistentes e susceptivel de Stophilus zeamais. Os resultados do estudo de
citomorfologia do corpo gorduroso e taxa respiratéria mostraram que existe relagdo entre
producdo de CO,, area de trofdcitos e massa corporal, independente do sexo e populagdo.
Também existe relacéo entre a citomorfologia do corpo gorduroso e resisténcia ainseticidas
através de incremento no acumulo de reservas disponivels paraaresisténciaainseticidas. A
capacidade de acimulo de reservas energéticas e mobilizagdo destas, possivelmente
compensam o custo de energia associado a resisténcia a inseticidas na populacdo resistente
de Jacarezinho, ja que esta ndo apresenta custo fisiolégico associado a resisténcia. O
mesmo ndo acontece com a populacdo resistente de Juiz de Fora. O segundo estudo desta
tese objetivou determinar a existéncia de assimetria flutuante (AF) nas populacbes de
Stophilus zeamais, e a relacdo entre AF e resisténcia a inseticidas e suas conseqiiéncias
potenciais. Os resultados mostram que as populagdes resistentes a inseticidas possuem
valores menores de AF com relacdo a populacdo susceptivel. A populacdo resistente de
Jacarezinho apresentou 0 menor valor de AF. Esta populagdo parece apresentar maior
capacidade adaptativa por ndo apresentar custo fisioldgico associado a resisténcia. Os
resultados também mostram que fémeas das populacdes de Sete Lagoas e Jacarezinho
parecem usar AF como parametro para selecdo sexual. Por fim, a pressdo de selecdo
exercida pela aplicagdo de inseticidas possivelmente promoveu na populagdo de
Jacarezinho a fixagdo de genes modificadores de performance adaptativa, revertendo a

desvantagem adaptativa.
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Abstract

RIBEIRO, Berghem Morais, D.S., Universidade Federal de Vicosa, february, 2005.
Adaptative cost and fluctuating asymmetry associate of insecticide resistance in
the maize weevil, Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) Adviser: Raul
Narciso Carvalho Guedes. Co-Adviser: Bergman Morais Ribeiro. Committee
members. Maria Goreti Almeida de Oliveira e Marcos Rogério Totola.

Differences in respiration rate and fat body morphology were investigated in insecticide
susceptible and resistant populations of Stophilus zeamais. The results of fat body
citomorphology and respiration rate showed that there is a relationship between Co,
production, area of trophocytes and body mass, regardless of sex and population. There is
also arelationship between fat body citomorphology and insecticide resistance through the
accumulation of energy reserves for insecticide resistance. The hability to store and
mobilize energy reserves probably compensates the energy cost associated with the
insecticide resistance of the Jacarezinho population, which did not show physiological cost
associated with the resistance. This does not take place for the population from Juiz de
Fora. The second study of the present thesis aimed to determine the fluctuating assimetry
(FA) in the populations of Stophilus zeamais, and the relationship between FA and
insecticide resistance with its likely consequences. The results showed that the insecticide
resistant populations have lower levels of FA compared with the susceptible population.
The resistant population from Jacarezinho showed the lowest FA values. This population
seems better adapted for not showing physiological costs associated with insecticide
resistance. The results also showed that females from Sete Lagoas and Jacarezinho may use
FA as a parameter for sexual selection. It seems that the selection pressure imposed upon
the insects from Jacarezinho by the intense insecticide application for along period of time
probably favored the fixation of fitness modifier genes in this population mitigating the

adaptative advantage usually associated with insecticide resistance.

Vii



Introducéo geral

A resisténcia a inseticidas € um grande problema no controle de artrOpodes
considerados pragas agricolas e vetores de doencas (Tabashnik, 1990). Esse fendbmeno é
derivado de modificagbes genéticas que propiciam maior capacidade adaptativa em
condicdes desfavoraveis (Liu et al., 2000).

A resisténcia a inseticidas em pragas de produtos armazenados € um caso particular
de resisténcia pois, dém dos prejuizos diretos associados a esta, ainda pode ser
disseminada pelo comércio de produtos infestados por individuos resistentes (Champ &
Dyte, 1976; Guedes, 1991; Subramanyam & Hagstrum, 1996). O combate a pragas de
gréos armazenados € feito principalmente por inseticidas e 0 uso intenso desses compostos

levou ao aparecimento de diversos casos de resisténcia (Guedes, 1991).

A sdlecdo para resisténcia a inseticidas € geralmente acompanhada por efeitos
pleiotropicos (varios fendtipos associados a um Unico gene) que podem colocar insetos
resistentes em desvantagem em relacdo aos susceptiveis quando o uso de inseticidas €
interrompido (Coustau et al., 2000; Arnaud & Haubruge, 2002). A frequéncia de individuos
resistentes geramente diminui com o tempo, na auséncia de uso de inseticidas. Porém,
existemn casos onde, na auséncia do inseticida, ndo sdo observadas diferencas adaptativas
entre insetos resistentes e susceptivels, ou mesmo o potencia adaptativo dos individuos
resistentes pode ser ainda maior do que nos susceptiveis (Arnaud & Haubruge 2002).

Inseticidas podem influenciar 0 metabolismo celular no que se refere ao acimulo,
principalmente, de carboidratos e proteinas armazenadas no corpo gorduroso e mobilizagdo
destas reservas em insetos (Orr & Downer, 1982; Bhosale et al., 1988; Alaoui et al., 1997;
Nath et al., 1997; Nath, 2000). O consumo de O reflete a exigéncia de energia necessaria
aos processos fisioldgicos dos insetos (Clarke, 1993) e sdo poucos 0s estudos sobre o
consumo de O, ou producdo de CO, como indicador de capacidade adaptativa de
populagdes de insetos a diferentes condigdes ambientais (Marais & Chow, 2003). Variagcoes
na taxa respiratoria média dos insetos podem auxiliar na detecgdo de custos adaptativos
associados a resisténcia a inseticidas. Por outro lado, modificacdes na morfologia do corpo
gorduroso sugerem a disponibilidade e mobilizagdo de reservas para manutencdo do

organismo possibilitando sua sobrevivéncia frente a mol écul as toxicas.



Estabilidade do desenvolvimento representa a estabilidade do desenvolvimento de
um fendtipo frente as condicdes ambientais. Estabilidade de desenvolvimento pode ser
avaliada usando medidas de assimetria flutuante (AF) de caracteristicas morfoldgicas
(Mgller, 1997). A assimetria flutuante pode ser definida como pequenos desvios da perfeita
simetria bilateral para uma caracteristica morfolégica (van Vaen, 1962). Estudos mostram
gue organismos expostos a agentes estressantes desenvolvem certo grau de AF (Mdller,
1997). Um exemplo é a temperatura atuando como fator que pode proporcionar o
aparecimento de AF em Musca domestica (Chapman et al., 2000) ou exposicdo de
populacdes de Folsomia candida a poluentes quimicos levando ao aparecimento de AF
(Kristensen et al 2004).

O uso da AF como um indicativo da caracterisica resisténcia a inseticidas € aceito,
apesar de controvérsias em torno do tema (McKenzie & Batterham, 1994; Mgller &
Swaddle, 1997; Santos, 2001). Individuos que apresentaram AF sobreviveram por mais
tempo quando expostos a inseticidas do que individuos simétricos, segundo o estudo
realizado por Allenbach et al, (1999) com as espécies de peixes da América do Norte,

Gambusia affinis e Notropis ludibundus.

O custo fisiol6gico associado a expressao da resisténcia a inseticidas pode ocasionar
desvantagem adaptativa na auséncia desses compostos como dificuldade de locomogéo
(Forster et al., 1996, 1997). Um exemplo hipotético seria o custo adaptativo ligado aAF em
estruturas como asa e tibia, que pode tornar o deslocamento dos individuos mais
energeticamente dispendioso a estes. A AF também pode ser usada como indicativo de
selecdo sexua. Mgdller (1996) demonstrou que fémeas de Musca domestica tinham

preferéncia para acasalamento por machos que possuiam asas simétricas.

O presente estudo teve como objetivos determinar diferencas na taxa respiratéria,
massa corporal e morfologia do corpo gorduroso entre popul agdes resistentes e susceptivel
do caruncho-do-milho Sitophilus zeamais.e também determinar a existéncia de AF nestas
populacBes verificando se existe relagdo entre AF e resisténcia a inseticidas e suas

conseqguéncias potenciais.
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Custo daresisténcia a inseticidas e sua reducdo no caruncho-do-milho

Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae)



Resumo

RIBEIRO, Berghem Morais, D.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2005.
Custo e reducédo da resisténcia a inseticidas no caruncho-do-milho Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae) Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.
Conselheiros: Maria Goreti Almeida de Oliveira, Marcos Rogério Totola.

Um tema comum nos modelos de evolucdo da resisténcia a inseticidas € a associagéo entre
resisténcia e custo de performance. Existem evidéncias empiricas desta associacdo, mas
suas bases fisioldgicas e a reducéo da resisténcia raramente foram investigadas. Popul aces
resistentes a piretrdides do caruncho-do-milho (Stophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae)) oferecem a oportunidade para investigacdo. Resisténcia a inseticidas
nesta espécie foi observada inicialmente em cinco estados brasileiros, mas o fendmeno
aparentemente decresceu e ndo foi expandido para outras regifes provavelmente devido a
ocorréncia de desvantagens nos individuos resistentes na auséncia de inseticidas. A
presente investigacdo tentou verificar se diferencas na taxa respiratéria e a morfologia do
corpo gorduroso tém relacdo com a diferenca na taxa de desenvolvimento em popul agdes
brasileiras de S. zeamais resistentes a inseticidas, gerando evidéncias da existéncia, ou néo,
de custo fisioldgico, determinando custo de performance da resisténcia a inseticidas nas
populacdes desta espécie-praga. Estudos de taxa de desenvolvimento, taxa de respiracéo e
citomorfologia do corpo gorduroso foram realizados em uma populacdo susceptivel a
inseticida (de Sete Lagoas) e duas popul agdes resistentes (de Jacarezinho e Juiz de Fora)
de S zeamais. A populagdo resistente de Jacarezinho mostrou ata massa corporal
incorrendo em maior estoque de energia (maior area de trofdcito) resultando na suficiente
reserva de energia, ndo somente para 0 seu desenvolvimento e reproducdo, mas também
para resisténcia a inseticidas. A populacdo resistente de Juiz de Fora, no entanto,
possivelmente ndo possui reservas de energia suficientes para expressdo da resisténcia a
inseticidas e performance de desenvolvimento e/ou reprodutivo, conduzindo para um

desbalanco entre resisténcia e outras caracteristicas de performance relatadas.

Palavras-Chave: Custo adaptativo, resisténcia a piretroides, taxa respiratéria de adultos,
producdo de CO,, érea de trofdcitos, massa corporal, taxa de desenvolvimento, besouros de

gréos.



Abstract

RIBEIRO, Berghem Morais, D.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2005. Cost
and mitigation of insecticide resistance in the maize weevil,Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae) Adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes. Committee
members. Maria Goreti Almeida de Oliveira, Marcos Rogério Totola.

A common assumption in models of insecticide resistance evolution is the association
between resistance and fitness cost. There are empirical evidences of such association, but
their physiological basis (and mitigation) was seldom investigated. Pyrethroid resistant
populations of the maize weevil (Stophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae)) offer this
opportunity. Pyrethroid resistance in this species was initially observed in five Brazilian
states, but the phenomenon apparently decreased and did not spread to other regions
probably due to the occurrence of fithess disadvantage in resistant individuals in the
absence of insecticides. The present investigation tried to verify if differencesin respiration
rate and fat body morphology are related with differences in rate of development in
Brazilian populations of S zeamais resistant to insecticides providing evidence of the
existence (or not) of physiological cost determining fitness cost of insecticide resistance in
populations of this insect-pest. To achieve this, studies of rate of development, respiration
rate and fat body cytomorphology were carried out in one insecticide susceptible (from Sete
Lagoas) and two resistant populations (from Jacarezinho and Juiz de Fora ) of S. zeamais.
The resistant population from Jacarezinho shows higher body mass incurring in more stored
energy (higher trophocyte area) resulting in enough energy reserves not only for its
development and reproduction, but also for insecticide resistance. The resistant population
from Juiz de Fora however, does not seem to have large enough energy reserves for
insecticide resistance expression and development and/or reproductive performance leading

to atrade-off between resistance and other fitness-related traits.

Key words. Adaptative cost, pyrethroid resistance, adult respiration rate, CO, production,
trophocyte area, body mass, rate of development, grain beetles.



Introducéo

Estudos sobre resisténcia a inseticidas sdo importantes ndo apenas para 0S
programas de manejo integrado de pragas, mas sdo também importantes como modelos de
evolucao de fendtipos recém adaptados e suas mudancas fisiol6gicas e genéticas associadas
(Coustau et al., 2000; Raymond et al., 2001). Os principais genes responsaveis pela
adaptacdo do individuo a um novo ambiente como, por exemplo, gréos tratados com
inseticidas, estdo usualmente associados a um custo adaptativo, ja que este individuo pode
estar em desvantagem no ambiente sem inseticida onde pressoes de selecdo independentes
moldaram os fendtipos remanescentes (Coustau et al., 2000, Berticat et al., 2002). Esta
idéia se baseia na visdo geral de que ocorre uma realocacdo de recursos, ou ainda, que
processos metabolicos ou de desenvolvimento sdo afetados, diminuindo assim o potencial

reprodutivo do organismo (Berticat et al., 2002).

A sdlecdo para resisténcia a inseticidas € geralmente acompanhada por efeitos
pleiotropicos (varios fendtipos associados a um Unico gene) que podem colocar insetos
resistentes em desvantagem quando o uso de inseticidas € descontinuo (Coustau et al.,
2000, Arnaud & Haubruge 2002). Isto levaria a um declinio na frequéncia de individuos
resistentes ao longo do tempo, na auséncia de inseticidas. Contudo, existem casos de
auséncia de desvantagem adaptativa ou vantagem de performance, observados em
individuos resistentes a inseticidas de algumas espécies-praga como 0 besouro vermelho
das farinhas e 0 mosguito Culex pipiens (Beeman & Nanis, 1986; Haubruge & Arnaud,
2001; Raymond et al., 2001). Modificacbes alélicas (para um menor custo) e selecdo de
genes modificadores podem amenizar o custo da resisténcia a inseticidas (Coustau et al.,
2000; Raymond et al., 2001; Berticat et al., 2002) mas o processo fisiolégico desta

diminuicdo de custo merece maior investigacao.

Dos quatro mecanismos béasicos de resisténcia a inseticidas — super producédo
congtitutiva, baixa produgdo congtitutiva, alteracdo do sitio de agdo e mudanca induzida da
regulacéo génica- somente para o Ultimo ndo é possivel uma expectativa geral de custo
fisolégico de resisténcia (Taylor & Feyreisen, 1996; Coustau et al., 2000). Estas
modificagdes levam a resisténcia a inseticidas, geralmente, induzindo efeitos deletérios

guando ha guebra nas rotas com as quais seus alvos (receptores) estéo envolvidos (Coustau



et al., 2000). Como resultado, o aumento da taxa metabdlica pode ser necessario para 0s
individuos resi stentes manterem o mecanismo de resisténcia, desbalanciando as suas trocas
gasosas. Se ndo acontecer um incremento no metabolismo de energia, a realocagdo de
energia pode ocasionar a drenagem de outros processos fisiolégicos envolvidos com o
desenvolvimento do inseto, manutencéo e reproducéo (Hostetler et al., 1994; Harak et al.,
1999; Chown & Gaston, 1999). A molécula inseticida, por s s, pode interferir nas
reservas de carboidratos e proteinas no corpo gorduroso e sua mobilizagdo no inseto. (Orr
& Downer, 1982; Alaoui et al., 1994; 1997; Nath et al.,1997; Nath, 2000, 2002). No
entanto, estes processos ndo foram ainda estudados comparativamente em populagoes
resistentes e susceptiveis ainseticidas.

Apesar do consumo de O, ou a producao de CO, representar a soma das demandas
energéticas necessaria aos processos fisiolégicos dos insetos (Clarke, 1993), sdo poucos 0s
estudos que utilizam a taxa respiratéria média (consumo de O, ou producéo de CO,) para
demonstrar a adaptabilidade de populages de insetos a diferentes condicdes ambientais
através de seus processos fisiolégicos basicos (Marais & Chow, 2003). Variacfes na taxa
respiratéria média dos insetos contribui para a detec¢do de possivels custos adaptativos
associados a expressdo do fendbmeno da resisténcia na auséncia de inseticidas, enquanto
modificagdes na morfologia do corpo gorduroso sugerem a disponibilidade e mobilizacdo
de reservas de energia para manutencdo do organismo possibilitando sua sobrevivéncia
frente a mol écul as toxicas.

Resisténcia a piretrides em populagdes brasileiras do caruncho-do-milho
(Stophilus zeamais Motsch. (Coleoptera: Curculionidae)) foi anteriormente observada em
cinco estados (Guedes et al., 1995). Contudo, houve um retrocesso na dispersdo do
fendbmeno (Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al., 2003), talvez devido a ocorréncia de
desvantagem adaptativa dos individuos resistentes na auséncia de inseticidas, o que pode
ter reduzido a disseminagdo da resisténcia (Muggleton, 1983; Roush & Mckenzie, 1987;
Coustau et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi determinar as diferencas na performance da taxa
respiratéria e morfologia do corpo gorduroso entre populaces trés populagdes de S.

zeamais resistentes e susceptiveis a inseticidas, e como elas estdo interrelacionadas,
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provendo evidéncia da existéncia ou ndo de custo fisioldgico associado a resisténcia a

inseticidas em popul agbes desta espécie-praga.

Material e Métodos

Populacdes de insetos e reagentes

Trés populagdes de Stophilus zeamais foram utilizadas neste estudo. A populacéo
padrdo de susceptibilidade utilizada é proveniente do Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo (EMBRAPA Milho e Sorgo - CNPMS), localizado na cidade de Sete
Lagoas-MG. Esta populacdo € considerada padrédo de susceptibilidade a inseticidas
piretréides e vem sendo mantida em condi¢des de laboratorio por aproximadamente vinte
anos (Guedes et al., 1994, 1995; Ribeiro et al., 2003). Esta populagdo foi originalmente
coletada em Sete Lagoas (Minas Gerais, Brasil). As outras duas outras populagbes séo
altamente resistentes a piretréides. Uma delas, coletada em moinho de gréos na cidade de
Juiz de Fora (Minas Gerais, Brasil), no inicio de 1999 e estabelecida a partir de 500
individuos. A segunda populacdo resistente mostra altaresisténcia para DDT e piretréides e
foi coletada originalmente em unidades armazenadoras de sementes de milho em
Jacarezinho (Parang, Brasil), no final da década de 80. Todas as populacdes foram criadas
em grédos de milho isentos de inseticidas e mantidas em condi¢gbes controladas de
temperatura (25 + 2°C), umidade (70 + 5%) e fotoperiodo (LD 12:12h). Todos os reagentes
foram adiquiridos da Sigma-Aldrich Quimica Brasil (Sdo Paulo, SP, Brasil).

Emergéncia diaria

O experimento de taxa de desenvolvimento foi conduzido usando potes de vidro
com capacidade de 1,5 L contendo 250 g de milho. 50 insetos adultos de S. zeamais foram
colocados em cada pote e removidos 15 dias depois, seguindo o método descrito por
Trematerra et al. (1996) e adaptado por Fragoso et al. (2005). As progénies de adultos de S.
zeamais foram obtidas a partir da constatacdo da primeira emergéncia, com verificagéo e
retirada dos adultos emergidos a cada dois dias. Dados de emergéncia diaria foram
registrados, normalizados como sugerido por Trematerra et al. (1996), e submetidos a
andlise de regressdo ndo-linear usando o procedimento de gjuste de curva do SigmaPlot
2000 (SPSS, 2000).
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Respirometria e massa corporal

Producéo de CO, foi medida em um respirémetro do tipo CO, Analiser (TR2, Sable
System International, Las Vegas, USA) e a metodologia para a medicdo da respirometria
diferencial foi adaptada de Daniel & Smith (1994) e Guedes et al. (2003). Para mensuragéo
da taxa respiratéria foram utilizados grupos de 20 insetos do mesmo sexo e populacdo em
um sistema completamente fechado. Insetos adultos foram sexados usando diferencas
morfoldgicas no rostrum, como textura e largura (Reddy, 1951; Tolpo & Morrison, 1965).
Cinco réplicas foram usadas para cada populacéo e sexo e a producéo de CO, foi medida
em cada frasco. Os frascos foram conectados ao sistema para calibracdo do equipamento,
trés horas antes da producéo de CO, pelos insetos. A medida foi obtida pela injecéo de ar
livre de CO, dentro do frasco por dois minutos a um fluxo de 600 mi/min. Essa corrente de
ar fazia com que todas as moléculas de CO, produzidas passassem por um leitor de
infravermelho acoplado ao sistema e que prontamente realizava a mensuragdo em nmol de
COy/hora. Ap6s esse periodo, os insetos foram removidos do interior da camara e realizou-
se a pesagem de cada grupo de insetos em balanca analitica (Sartorius BP 210 D, Gotingen,

Alemanha).

Citomorfologia do corpo gorduroso

Os insetos foram sexados e vinte individuos de cada sexo e de cada populacéo
foram submetidos a jejum alimentar por 48 horas. Este procedimento teve a finalidade de
fazer com que todos os insetos utilizados no experimento tivessem uma constituicao
semelhante no interior do trato digestivo. Durante este periodo, os insetos foram
acondicionados em frasco cilindrico de vidro transparente de 20 ml de volume. Para
assegurar que as fémeas utilizadas ndo acasalaram, foram usadas fémeas com até dois dias
ap0Os a emergéncia do grao, pois fémeas desta espécie ndo acasalam antes do terceiro dia
apos a emergéncia (Walgenbach & Burkholder, 1987).

Ap6s o periodo de jejum, 15 insetos de cada sexo e de cada populagdo foram
decapitados e seus abdomens foram transferidos para uma solucéo de paraformaldeido a

4% em tampédo fosfato 0.1M (pH 7,2). Em seguida, os abdomens foram fixados com a
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solugdo fixadora de Zamboni (pH 7,35) (Stephanini et al, 1967) e posteriormente
desidratados em série crescente de etanol (70, 80 e 95%), seguida de embebicdo em resina
de inclusdo para obtencdo de cortes histolégicos de 7mm de espessura, em micrétomo
RM2255 (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina e a medi¢do da area das células trofociticas (células do corpo
gorduroso) foram obtidas usando o programa Image-Pro Plus, versdo 4.0 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Foram também redlizados testes especificos para constatacdo de reacdo com
proteinas totais, bem como de reagcdo com carboidratos neutros nas diferentes populagdes
de S zeamais. Paraamarcacdo de proteinas totais, os cortes histol 6gicos foram submetidos
a reacdo de mercurio-bromofenol (HgCl, 1%, azul de bromofenol 0,05% e acido acético
2%). JA para os testes de reacdo para carboidratos neutros, cortes histologicos foram
submetidos ao teste de PAS (reagdo com é&cido periddico a 4%). Ambas as reacdes foram
realizadas segundo metodologia descrita por Pearse (1953), com pequenas adaptacdes para
historesina.

Analises estatisticas

Os dados de producdo de CO,, massa corpora e area de trofdcitos foram
submetidos a andlise de variancia em dois niveis (2 sexos x 3 populagdes) seguidos de teste
de Tukey (p<0.05) quando apropriado. Cada média da area dos trofécitos foi calculada
baseado em mensuracfes individuais de area, de 25 células e foram transformadas para
logioX &rea para estabilizar a variancia e para satisfazer os pressupostos de normalidade.
Foram aplicadas andlises de correlacdo entre producdo de CO, (nmol de CO; /inseto/h),
massa corporal (mg) e &rea de trofécitos (mmA).
Resultados
Emergéncia diaria

Os conjuntos de dados para cada populagéo foram normalizados e o tempo de
emergéncia do primeiro adulto foi usado como ponto de partida. Esta transformagdo tem
como vantagens a simplicidade e a eficacia em aumentar a confianca da andlise estatistica
(Trematerra et al., 1996). Inicia mente tentou-se gjustar os dados usando o0 modelo proposto

por Trematerra et al. (1996), mas 0 modelo Gaussiano com trés parametros (y = a exp(-
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0,5((x — b)/c)?)) forneceu melhor gjuste para os dados de emergéncia diéria normalizada (p

< 0,0001; R* > 0,80; Fig. 1) e por isso foi escolhido (Figura 1).
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Figura 1. Emergéncia diéria de trés popul acBes brasileiras de Sitophilus zeamais (Sete Lagoas (O),

Jacarezinho (N) e Juiz de Fora ((J)). Os simbolos representam médias de trés repeticdes. (g.l.ar0 =

54, p < 0,0001, R? > 0,80)

Curvas de emergéncias diérias normalizadas para as popul agdes sdo apresentadas na

Figura 1 e diferencas nos desenvolvimentos das populagdes podem ser observadas. As

curvas para as populacdes de Jacarezinho e Sete Lagoas tiveram padrfes semelhantes e

atingem picos de maxima emergéncia em um mesmo periodo de tempo (entre 12 e 13 dias),

com desempenho ligeiramente superior para a primeira populagdo. Porém, a populacéo de
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Juiz de Fora apresentou atraso para atingir 0 pico maximo de emergéncia (cercade 17 dias
apos o inicio da emergéncia) e apresentou menor pico (ca. 9,0%) quando comparada com

as outras popul agoes.

Respirometria e massa corporal

Diferencas significativas em metabolismo respiratério, medido aqui pela producéo de CO,
(nmol CO,/inseto/hora), foram observadas entre as diferentes popul ages, mas ndo houve
diferenca significativa entre os sexos e ainteracdo populacdo X sexo também néo foi
significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Andlises de variancia de producéo de CO, (nmol CO./inseto/h), &rea de trofdcitos (mm?) e massa

corporal de insetos adultos (mg).

Fonte de Producéo de CO, Areadetrofocitos Massa corporal
variagio (nmol CO.finseto/h) (mm?) (mg)
Graus de F p Graus de F p Graus de F p
liberdade liberdade liberdade
Modelo 5 6,62 0.0009* 5 18,99  <0,0001* 5 19,28 < 0.0001*
Erro 20 - - 20 - - 1 - -
Populagéo (P) 2 1552  <0,0001* 2 42,84  <0,0001* 2 42,83 < 0.0001*
Sexo (S) 1 0,24 0,63 1 0,71 0,72 1 0.01 0.96
PxS 2 0,55 0,59 2 452 < 0,01* 2 5,37 0.006*

* Significativo ap < 0,05.
A populacdo de Jacarezinho apresentou taxa respiratéria significativamente maior

(ca. 2x) que as populagdes de Sete Lagoas e Juiz de Fora, que por sua vez nao diferiram

significativamente entre s, neste aspecto (Figura 2).
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Figura 2. Producdo de CO, (nmol CO./inseto/h) (x SEM) por insetos adultos de trés popul agdes de
caruncho-do-milho (Stophilus zeamais). M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem-se

significativamente a p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Andlise de varidncia para a massa corporal também apontou diferencas
significativas entre os tratamentos e, para esta variavel, a interacdo entre populacéo e sexo
mostrou-se significativa a 5% (Tabela 1). Os insetos, de ambos sexos, da populagéo de
Jacarezinho mais uma vez se destacaram, apresentando massa corporal significativamente
superior aos insetos das outras duas populacdes (Tabela 2). Fémeas de Sete Lagoas e Juiz
de Fora apresentaram massas semelhantes e menores que as fémeas de Jacarezinho,
enquanto os machos de Sete Lagoas mostraram-se ainda mais leves que os de Juiz de Fora,
ambos também, significativamente mais leves que os de Jacarezinho (Tabela 2). Machos
das popul agdes resistentes de Jacarezinho e Juiz de Fora foram mais pesados que as fémeas
destas popul agdes, enquanto machos e fémeas de Sete Lagoas apresentaram valor de massa
corporal semelhante (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa corpora (mg) de insetos adultos (fémeas e machos) de trés popul aces de caruncho-do-milho

(Stopjhilus zeamais)

Populacdo/Sexo Massa corporal + SEM
(mg)
Fémea Macho
Sete Lagoas 40,36 + 0,77 Ab* 37,85+ 0,85 Ac
Jacarezinho 62,30+ 0,78 Ba 77,50+ 0,25 Aa
Juiz de Fora 39,55 + 0,59 Bb 47,53+ 0,52 Ab

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha ou pela mesma letra mindscula na coluna diferem-se

significativamente ap < 0,05 pelo teste de Tukey.

Citomorfologia do corpo gorduroso

Diferencas em &rea de trofdcitos, foram significativas para interacdo entre sexo e
populagcdes de S zeamais (Tabela 1). Contudo, quando estes dados foram submetidos ao
teste de Tukey (p<0.05), as diferengas entre sexo ndo se mostraram significativas, ao

contrério das diferencas entre populagdes (Tabela 3).

Tabela 3. Area média de trofcitos (mm?) de machos e fémeas de trés popul agdes de caruncho-do-

milho (Stophilus zeamais)

Popul ag&io/Sexo Areade tréfocitos + SEM
(mm?)
Fémea Macho
Sete Lagoas 470,56 £ 23,21 Ab* 441,89 + 58,32 Ab
Jacarezinho 844,70 + 65,93 Aa 959,39 £ 91,27 Aa
Juiz de Fora 575,29 + 31,64 Ab 701,40 + 32,22 Aa

* Médias seguidas pela mesma letra maiGscula na linha ou pela mesma letra mindscula na coluna

diferem-se significativamente ap < 0,05 pelo teste de Tukey.

Novamente a area de trofocitos em insetos de Jacarezinho foi significativamente maior
tanto para machos, quanto para fémeas, em relacdo as outras duas populacoes (Tabela 3).
Machos de Juiz de Fora possuem area de trofdcitos semelhante a de machos de Jacarezinho,

mas a area de trofécitos para fémeas desta populacdo assemelha-se as de fémeas de Sete
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Lagoas, cujos insetos adultos (machos e fémeas) sempre apresentaram menor area de
trofdcitos (Tabela 3).

Os testes histoquimicos em células do corpo gorduroso mostram maior intensidade
de reacdo para carboidratos e proteinas em fémeas susceptiveis (Sete Lagoas), seguidas
pelas fémeas de Juiz de Fora e de Jacarezinho (Tabela 4). Em contraste, a intensidade de
reac8o para carboidratos e proteinas em machos foi maior nas populagdes resistentes de
Jacarezinho e Juiz de Fora, e menor na populagdo susceptivel de Sete Lagoas (Tabela 4). A
intensidade de reacdo tanto para carboidratos totais, quanto para proteinas, foi maior em
fémeas do que em machos de Sete Lagoas, ao contrario do que aconteceu nas outras duas
populagdes (Tabela 4).

Tabela 4. Intensidade de reacdo ocorrida em testes histogquimicos realizados em cortes histol 6gicos de células

do corpo gorduroso de populagtes de S. zeamais.

Testes histoquimicos Popul agdes
Sete Lagoas Jacarezinho Juizde Fora
Fémeas Machos Fémesas Machos Fémeas Machos
Proteinas totais r - - * * tr
++ + - + - ++ + +

Carboidratos neutros

+ - Fracaintensidade de reacdo; + Intermediaria intensidade de reacdo; + + Forte intensidade de reacéo

Insetos das populacles resistentes, além de apresentarem maior &rea de células
trofociticas que os da populagdo susceptivel, mostraram maior quantidade e diversidade de
vaclolos nestas (Figura 3 ab). Curiosamente os insetos das popul agdes resistentes também
mostraram mais granul os corados de azul (indicacdo de mais proteinas totais) (Figura 3 c-d)
e mais regides coradas para carboidratos neutros no citoplasma (Figura 3 ef) em
comparacdo com insetos susceptivels, apesar da intensidade de cor ter ssido maior para

fémeas de Sete Lagoas em relacdo a fémeas das popul agoes resistentes.
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Figura 3. Corpo gorduroso de populacBes resistentes e susceptiveis do caruncho-do milho
(Stophilus zeamais). A — Populagdo susceptivel. Trofocitos apresentando peguenos vaclolos no
citoplasma. B - Populagao resistente mostrando muitos vacuolos (v) de diferentes tamanhos. C e D
— Corpo gorduroso marcado com azul de bromofenol. Trofdcitos da populagéo susceptivel (C) com
menor quantidade de grénulos corados do que a populagéo resistente (D). E and F — Corpo
gorduroso submetido ateste de PAS. Trofdcitos da populagdo susceptivel (E) com menor marcagdo

de granulos corados (setas) do que a populagao resistente (F). n - nlcleos. Barras = 10 nm.

19



Andlises de correlacéo

Andlises de correlacdo entre producdo de CO,, massa corporal e é&rea de trofdcitos
foram todas robustas (r > 0,90), positivas e significativas (p < 0,05), como mostrado na
Tabelab.

Tabela 5. CorrelagBes entre producdo de CO, (nmol CO,/inseto/h), &rea de trofécitos (nm?) e massa corporal
de insetos adultos (mg) de ambos o0s sexos e pertencentes a trés popul agdes diferentes de caruncho-do-milho

(Sitophilus zeamais). (n = 6)

Correlacdes Producéo de CO, (nmol Areade trofécitos (mm?)
CO,/inseto/h)
r R
p p
Producgéo de CO, (nmol CO,/inseto/h) - - - -
Area de trofocitos (mm?) 0,94 0,005* - -
Massa corporal (mg) 0,98 0,0005* 0,92 0,009*

* Significativo ap < 0,05.

Discussao

O corpo gorduroso combina importantes fungdes no metabolismo dos insetos e
muitas de suas fungdes podem ser relacionadas ao funcionamento do figado e tecido
adiposo nos vertebrados. O corpo gorduroso armazena carboidratos, lipideos e proteinas
gue sdo utilizados pelos insetos através da liberagdo de neurohormanios mediante demanda
energética (Van der Horst et al., 1997). A existéncia de diferencas na morfologia do corpo
gorduroso e na taxa respiratéria média em insetos de populagcdes com susceptibilidade
distinta a inseticidas sugere uma maior mobilizaco de reservas para resistir a agdo toxica
de inseticidas nas populagbes resistentes a estes compostos, 0 que pode estar associado a
custos adaptativos do fenbmeno da resisténcia ha auséncia de inseticidas. A expressdo do
fendmeno da resisténcia a inseticidas pode ndo ser téo Util a partir do momento em que haa
interrupcao do uso desses compostos. Nestas condigdes, a manutencdo dos mecanismos que
conferem resisténcia a moléculas inseticidas pode demandar uma quantidade de energia
adicional e suficiente para tornar os fendtipos resistentes desfavorecidos adaptativamente
em relagdo aos susceptiveis (Chevillon et al., 1999; Coustau et al., 2000; Boivin et al.,
2001, 2003; Boivin et al., 2003). Os resultados obtidos neste estudo mostram que a
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populacdo de S. zeamais susceptivel a inseticidas apresenta menor &rea de células do corpo
gorduroso do que populacdes resistentes. Além disso, estas células das populacdes
resistentes apresentam mais vacUolos, proteinas e carboidratos do que as células da
populacdo susceptivel. Isto nos sugere que as populacles resistentes apresentam
modificagdes na morfologia das células do corpo gorduroso, de maneira a favorecer um
maior acimulo de substancias de reserva no interior destas, 0 que incorre em um maior
tamanho dos trofécitos.

O corpo gorduroso também atua no metabolismo intermediario dos insetos, com
funcbes de armazenamento de certas enzimas envolvidas na destoxificacdo de moléculas
toxicas, 0 que pode estar acontecendo nas populagdes resistentes de Jacarezinho e Juiz de
Fora e como foi observado em populagtes de Spodoptera frugiperda por Yu et al. (2003).
O envolvimento das reservas de carboidratos na destoxificagdo de moléculas inseticidas por
insetos foi também evidenciado nos estudos desenvolvidos por Nath (2000 e 2003) e
Alaoui et al. (1994 e 1997). Modificagdes no sitio de agdo, ocasionando resisténcia a
inseticidas pode romper arota com aqual este sitio (ou receptor) esta envolvido (Coustau et
al., 2000). Como resultado, uma maior taxa metabolica pode ser necess&ria para 0s
individuos resistentes manterem seus mecanismos de resisténcia (Hostetler et al., 1994,
Harak et al., 1999; Chown & Gaston, 1999), o que explica maiores trofocitos e maior taxa

respiratéria dos individuos resi stentes.

As principais moléculas armazenadas no corpo gorduroso, que S0 passiveis de
utilizacdo como fonte de energia, nas mais variadas atividades dos insetos, sdo os lipideos,
carboidratos e proteinas (Van der Horst et al., 1997). Os padrdes citomorfoldgicos
observados em células do corpo gorduroso de insetos das popul acdes resistentes sugerem
uma maior disponibilidade de proteinas totais e carboidratos neutros do que na populacéo
susceptivel. Este maior acimulo provavelmente contribui para que 0s insetos resistentes
tenham uma maior capacidade de mobilizacdo de moléculas de reserva estocada no corpo
gorduroso na tentativa de suprir a demanda energética necessaria para ativar seus
mecanismos de resisténcia a inseticidas. Os resultados reportados por Park & Keeley
(1998) dao suporte a esta hipétese onde a formamidina dimetilclordimiforme (DCDM)

levaria a diminuicéo das reservas de energia armazenadas no corpo gorduroso de baratas
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Blaberus discoidalis aumentando sua mortalidade pelo comprometimento dos processos

fisiol6gicos bésicos.

O fato de células do corpo gorduroso de fémeas da populagdo susceptivel
apresentarem maior intensidade de reacdo do que as resistentes, para os testes especificos
de proteinas totais e carboidratos neutros totais, sugere que na populacéo de Sete Lagoas
nd ha aocacdo de energia para 0 mecanismo da resisténcia, mas 0s processos de
desenvolvimento e reproducdo ndo sdo afetados. E possivel que a mobilizag3o de reservas
de energia estocadas no corpo gorduroso de fémeas da popul agcdo susceptivel ndo ocorre téo
eficientemente quanto nas fémeas das popul agdes resistentes, particularmente na populagéo
de Jacarezinho. Esta hipétese merece ser testada e serd um futuro objeto da nossa
investigagao.

Os resultados de respirometria, obtidos nesse estudo, demonstram que a populagéo
de Jacarezinho possui uma maior atividade respiratdria do que as demais populaces.
Estudos de atividade enzimética in vitro desenvolvidos por Fragoso et al. (2003) com essas
mesmas populacles de S. zeamais além da adicdo de outras populacles, indicaram maior
atividade tanto de glutationa Stransferases como de fosfotriesterases nas populagoes
resistentes. Esta maior atividade de enzimas destoxificativas pode demandar uma maior
taxa respiratoria em fendtipos resistentes, 0 que pode ocasionar desbalango nas trocas
gasosas acarretando custos fisioldgicos por drenar energia que seria utilizada em outros
importantes processos fisioldgicos em insetos (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999,
Chown & Gaston, 1999). Além disso, modificagdes no sitio de acdo também incorrem em

custo energético (Coustau et al., 2000), mas isto merece mais investagao.

Apesar da expectativa de um desbalanco de energia, devido a resisténcia a
inseticidas ocasionar um custo fisioldgico e desvantagens em performance de fendtipos
resistentes em ambientes livres de inseticida, a populagéo resistente de Jacarezinho mostrou
performance demografica similar a da populagéo susceptivel, diferentemente da populagéo
de Juiz de Fora . Fragoso et al (2005) também mostraram desvantagem de performance na
populagdo de Juiz de Fora e performance superior na populacdo de Jacarezinho e na
populacdo susceptivel quando avaliados, o crescimento populacional e taxa de

desenvolvimento. A melhor performance demografica da populacdo de Jacarezinho é
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provavelmente, consequéncia da sua maior massa corporal, resultado de uma maior
eficiéncia na estocagem de reservas de energia. Estas reservas sdo, provavel mente, também
mais eficientemente mobilizadas, devido a maior taxa respiratdria desta populagéo, para
atividades de manutencédo, protegdo contra inseticidas e reproducdo. O mesmo ndo € visto
tdo eficientemente na populagdo resistente de Juiz de Fora, a qual mostra menores indices
de performance demogréfica do que a populagdo de Jacarezinho e Sete Lagoas. Esse menor
indice, junto com a massa corpora e taxa de respiracdo indica um custo associado com
resisténcia ainseticida nesta popul agéo.

A diferenca de performance reprodutiva entre as populacbes resistentes de
Jacarezinho e Juiz de Fora , talvez decorra da origem da resisténcia nestas populagdes. O
longo periodo em que a populagdo de Jacarezinho vem mantendo essa resisténcia, mesmo
na auséncia de inseticidas, sugere que 0s genes responsaveis pela expressao do fendmeno ja
passaram por ateracBes ou foram substituidos por genes que incorrem em menor custo
adaptativo. O mesmo ndo parece ter acontecido com a populacéo de Juiz de Fora (Fragoso
et al., 2005).

O custo da resisténcia a inseticidas em insetos € freglientemente associado com o
custo de manutencdo do maquinério defensivo do organismo (Coustau et al., 2000). A
existéncia de correlacfes robustas entre producdo de CO,, &ea de trofécitos e massa
corporal em caruncho-do-milho, independente do sexo e populacdo, prové evidéncia de
como deve acontecer a aocacdo preferencial de energia nas trés populages estudadas e
auxilia no entendimento das diferencas entre as taxas de desenvolvimento das popul agoes.
No caso da populagdo de Jacarezinho, a sua maior area corpora incorre em maior
guantidade de energia armazenada (maior érea de trofdcitos) resultando na alocacdo de
energia suficiente tanto para seu desenvolvimento e reproducdo como para resisténcia a
inseticidas. Na populagdo de Juiz de Fora, no entanto, fica evidente que mesmo
apresentando area de trofocitos superior a populacdo de Sete Lagoas, a quantidade de
energia alocada para expressdo da resisténcia prejudica seu desenvolvimento e/ou

performance reprodutiva.

Em sintese, 0 presente estudo associa a resisténcia a inseticidas em populacfes de S.

zeamais com a citomorfologia do corpo gorduroso e taxa respiratdria de maneira a
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favorecer um maior acimulo de reservas que podem ser mais prontamente disponibilizados
para a resisténcia a inseticidas. Por outro lado, a demanda energética despendida para a
resisténcia a inseticidas pode incorrer em um custo energético adicional capaz de
desfavorecer a fixagcdo dos fendtipos resistentes na auséncia de inseticidas, a menos que sua
capacidade de acumulo de reservas e mobilizagdo destas, consigam contemplar os
processos fisioldgicos potencialmente conflitantes (p.ex., resisténcia a desenvolvimento)

como parece acontecer na populagdo de Jacarezinho, mas ndo na de Juiz de Fora .

Observando sob uma perspectiva mais aplicada, é importante notar que em alguns
gendtipos resistentes, como o0 de Jacarezinho, ndo ha custo adaptativo aparentemente
associado a resisténcia a inseticidas. Nestes casos, estratégias de manegjo de resisténcia que
se baseiam nainterrupcdo do uso destes, visando o re-estabel ecimento da susceptibilidade e
eventua re-introducdo sdo pouco usadas. Em contraste, outros genotipos resistentes, como
o de Juiz de Fora, apresentam custo adaptativo associado a resisténcia a inseticidas e a
recomendacd0 de mango referida acima goza de boa perspectiva de éxito. O
reconhecimento dos gendtipos resistentes predominantes, em dada regido, podera nortear as
taticas de manejo a serem adotadas para mitigar a resisténcia a inseticidas em popul agdes

brasileiras de caruncho-do-milho.
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Assimetria flutuante em populagdes de caruncho-do-milho, Stophilus zeamais,

resistentes e susceptivel a inseticidas
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Resumo

A assmetria flutuante (AF) pode ser usada como medida de instabilidade do
desenvolvimento. A AF é definida como sendo peguenos desvios na perfeita simetria entre
os lados de um organismo para uma caracteristica morfolégica. Este trabalho objetivou
determinar a existéncia de AF em trés populagbes do caruncho-do-milho Stophilus zeamais
e suarelacdo com resisténeia a inseticidas. Foram analisadas duas popul agles resistentes a
inseticidas (Jacarezinho e Juiz de Fora) e uma susceptivel (Sete Lagoas). Para tanto, foram
feitas medi¢bes através de ensaio cego, de distancias de caracteristicas localizadas nas asas
e tibias do inseto. Foram usados para 0 experimento 200 individuos de cada populagdo (100
fémeas e 100 machos). Os resultados mostraram gue a populacdo de Jacarezinho possui o
menor valor de AF e a populagdo de Sete Lagoas o maior valor. Os resultados sugerem uma
maior capacidade adaptativa das popul agbes resistentes em relacdo a popul agdo susceptivel.
Particularmente no caso da populacdo de Jacarezinho, j& que esta populacdo foi exposta a
um longo periodo de selecdo, provavelmente ocorreu a fixagdo de genes modificadores de
performance adaptativa levando a diminuicdo de desvantagem adaptativa
concomitantemente a fixag8o da caracteristica resisténcia a inseticidas no genétipo. Por
apresentarem menores valores de AF, as populagOes resistentes podem potencialmente
possuir maior capacidade de locomogdo o que pode influenciar a capacidade de disperséo
dos individuos resistentes. Esta possibilidade pode ter conseqiiéncias negativas para o
manegjo da resisténcia nessas populagdes. Duas populagdes (Sete Lagoas e Jacarezinho)
apresentaram diferencas nos valores de AF para o sexo. Nestas populagdes os machos séo
mais simétricos, o que sugere selecdo sexual onde as fémeas usariam caracteristicas

morfol dgicas para selecionar parceiros com maior capacidade adaptativa.

Palavras-chave: Assimetria flutuante, custo adaptativo, resisténcia ainseticidas, Stophiluz

Zeamais.

30



Key-Word: Fluctuating asymmetry, adaptative cost, insecticide resistance, Stophiluz

zeamais.

Abstract

The fluctuating asymmetry (AF) is a measure of developmental instability. AF is defined as
small deviationsin the perfect symmetry among the sides of an organism for a morphologic
trait. This work aimed to determine the existence of AF in three populations of the
maizeweevil Stophilus zeamais and its relationship with insecticide resistance. Two
resistant populations were studied (Jacarezinho and Juiz de Fora), as well as a susceptivel
population (Sete Lagoas). The measurements were blindly carried out for traits in the wing
and tibia (right and left) of each insect. Two hundred insects of each population were used
(100 females and 100 males). The results showed that the population from Jacarezinho has
the smallest AF and the population of Sete Lagoas the greatest value. The result suggests a
higher fitness advantage of the resistant populations in relation to the susceptible
population. Particularly in the case of the population of Jacarezinho, which was exposed to
a long selection period, the fixation of modifier genes of adaptative performance seem to
have taken place minimizing the fitness disadvantage usually associated with insecticide
resistance. As the resistant populations present smaller values of AF, they may potentially
have greater locomotion capacity that may favor their dispersion, what is an undesirable
trait for insecticide resistance management. Two populations (Sete Lagoas and Jacarezinho)
showed differences in the values of AF for the sex. In these populations the males are more
symmetrical than the females suggesting sexual selection by the females. Seemingly the
femal es use morphologic characteristics to select fitter parttners.
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Introducéo

A adaptacéo de um ser vivo a novas condi¢des ambientais pode acarretar um custo
adaptativo. Esse custo € expresso sob a forma de modificagbes no funcionamento e
estrutura do organismo, como realocagdo de recursos, mudancas metabdlicas e no processo
de desenvolvimento do organismo. Isto, via de regra, gera diminuicdo da sua performance
diante das condigdes ambientais originais (Berticat et al., 2002).

O uso de pesticidas para 0 controle de pragas agricolas e organismos vetores de
doencas causa modificagbes no ambiente e promove uma pressdo de selecdo sobre
organismos que ai vivem, sendo selecionados os mais adaptados. A consequéncia € o
aparecimento do fendbmeno da resisténcia a inseticidas (Guedes, 1991; Guedes et al., 1994;
1995 e 1996; Ribeiro et al., 2003; Fragoso et al., 2003, 2005).

O custo fisiol6gico associado a expressao da resisténcia a inseticidas pode ocasionar
desvantagem adaptativa na auséncia desses compostos. Modificagdes no metabolismo e
fisiologia dos insetos resistentes ocasionam aumento da sensibilidade ao frio, reducéo do
potencial reprodutivo e diminuicdo da capacidade de adaptacdo comportamental como a
reducdo da locomocgéo e consequente aumento da exposicao a predacdo (Berticat et al,
2002). A capacidade de percepcao e consequiente resposta a feromaéni os também é reduzida
(Forster et al., 1996, 1997). Também pode ocorrer ateracdo da taxa de sobrevivéncia de
parasitas no organismo de insetos vetores resistentes, devido a modificacbes no
metabolismo das células hospedeiras, interferindo na transmissdo e propagacéo de parasitas
(McCarrol & Hemingway, 2002).

O custo adaptativo da resisténcia também esta presente ao nivel de selecdo sexual.
Estudos conduzidos por Berticat et al. (2002) mostraram que individuos machos do
mosquito Culex pipiens susceptiveis a inseticidas organofosforados apresentaram maior
sucesso no acasalamento do que individuos resistentes a esses compostos.

Muitas espécies de seres vivos apresentam eixos de simetria ao longo do corpo ou
de 6rgdos. Usuamente os individuos ndo tém a perfeita simetria bilateral, ocorrendo uma
leve diferenca entre as estruturas similares. A assimetria flutuante (AF) refere-se a essa
perda sutil na perfeita simetria causada por estresses genéticos ou ambientais e que pode

indicar uma incapacidade do organismo em manter sua estabilidade no desenvolvimento

32



(Ludwig, 1932; Pamer & Strobeck, 1986). AF é definida como pequenos desvios
aleatérios da perfeita simetria bilateral para uma caracteristica morfolégica (van Vaen,
1962). Pamer & Strobeck (1986) referem-se a AF como um padréo de variagdo da
bilateralidade em um amostra de individuos onde a média dos valores direita menos
esquerda de uma dada caracteristica € zero e a variagdo tem uma distribuicdo normal em
torno da média

Segundo Leung & Forbe (1996) ocorre um aumento da AF com a exposi¢cdo do
individuo a uma fonte de estresse. Um possivel mecanismo que explica essa relacéo de
causa e efeito € o da utilizagdo de energia pelo organismo para compensar o efeito negativo
do estresse sobre ele. Essa readlocacdo de energia compromete outros processos como
reproducdo e crescimento e a diminuicdo na precisdo no desenvolvimento do organismo
(Koehn & Bayne, 1989; Sommer, 1996).

A estabilidade no processo de desenvolvimento e caracteristicas morfolégicas de
um organismo podem ser usados como pontos de referéncia para selegdo sexual. A simetria
pode representar parceiros sexuais mais saudaveis, sob determinadas condicdes ambientais
Desta forma, a AF é uma medida que esta associada a selecdo sexual, (Markow, 1995;
Magller, 1993; Mdller, 1997, Maller & Swaddle, 1997). Mgller (1996) demonstrou que em
individuos machos de Musca domestica que possuiam asas simétricas, havia vantagem
seletiva em termos de selecdo sexual. Alves (2000) evidenciou por sua vez, que fémeas do
mosquito Culex giunquefasciatus acasalam preferencialmente com machos mais simétricos
em detrimento dos que apresentam algum grau de assimetria.

A ruptura na estabilidade do desenvolvimento de individuos resistentes a inseticidas
pode levar ao aparecimento de AF. Estudos conduzidos por Allenbach et al. (1999) com
duas espécies de peixes da América do Norte, Gambusia affinis e Notropis ludibundus,
mostraram que individuos que apresentaram AF sobreviveram por mais tempo quando
expostos a inseticidas do que individuos simétricos. Em popul agfes australianas da mosca
das carcagas Lucilia cuprina resistentes a inseticidas, ocorreu um aumento da AF em trés
medidas aferidas de cerdas sensoriais (Clarke & Mckensie, 1987). A AF, deste modo,
poderia ser um bom indicativo dos nivels de estresse ou impacto ambiental, podendo ser

tomada como base naidentificagdo de caracteristicas de resisténcia a inseticidas em insetos
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apesar da existéncia de controvérsias que ainda persistem sobre o assunto (McKenzie &
Batterham, 1994; Markow, 1995; Maller & Swaddle, 1997; Santos, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a existéncia de AF em trés
populagdes do caruncho-do-milho Stophilus zeamais, duas resistentes e uma susceptivel a
inseticidas e verificar se existe relacdo entre AF e resisténcia a inseticidas e quais poderiam

ser suas potenciais consequéncias.

Material e Métodos
O experimento foi todo realizado no Laboratério de Toxicologia de Inseticidas da
Universidade Federal de Vigosa, onde populagbes do caruncho-do-milho Stophilus
zeamais s&0 mantidas em gréos inteiros de milho (13% bu) n&o expostos a inseticidas e sob

condic¢des controladas (25 + 2°C e 70 £ 5% u.r.).

Populagbes

Trés populagdes de S. zeamais foram utilizadas nesse estudo. A populacdo de Sete
Lagoas é proveniente do Centro Naciona de Pesquisa do Milho e Sorgo (CNPMS) em Sete
Lagoas-MG, onde € mantida em laboratério, por mais de 15 anos, sem exposicdo a
inseticidas e foi usada como padréo de susceptibilidade a inseticidas piretroides (Guedes et
al. 1995, Ribeiro et al. 2003). Foram utilizadas como padréo de resisténcia a inseticidas
piretréides a populacdo de Jacarezinho-PR, obtida no final da década de 80, proveniente de
armazeéns de gréos armazenados em Jacarezinho-PR (Guedes et al., 1994, 1995; Ribeiro et
al., 2003), juntamente com a populacdo de Juiz de Fora proveniente de paiol proveniente

deste municipio.

Experimento

Os tratamentos para a andlise da assimetria flutuante foram estabel ecidos em arranjo
fatorial 3 x 2 (3 populagdes de insetos e 2 sexos). Foram coletados, de cada populagéo, 200
insetos adultos, sendo 100 machos e 100 fémeas. Os insetos foram sacrificados por
congelamento. Em seguida, as asas posteriores e as tibias (anteriores, medianas e

posteriores) de cada individuo, foram retiradas utilizando pinca e tesoura e montadas em
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papel cartdo com dimensdes de 4 cm de largura por 6cm de atura no qual foram
demarcados quadrantes para lado (esquerdo e direito) e estrutura (asa e tibia). Foi usado
esmalte incolor parafixar as estruturas nos respectivos quadrantes. Cada cartéo corresponde
aum individuo.

Foram selecionadas doze disténcias a serem medidas das estruturas montadas, sendo

seis distancias na asa e duas natibia anterior, mediana e posterior (Quadro 1, Figuras 1 e 2).

Quadro 1: Distancias medidas na asa e natibia

Disténcianaasa Pontos na Figura 1
Medianal (M1) ab
Mediana2 (M2) b-d
Radia 1 (R1) ac
Radia 2 (R2) c-e
Espaco E1 (E1) b-c
Espaco E2 (E2) d-e
Distancianatibia Pontos na Figura 2
Tibiaanterior (AntT1) f-g
Tibiaanterior (AntT2) g-h
Tibiamediana (MedT1) f-g
Tibiamediana (MedT2) g-h
Tibia posterior (PosT1) f-g
Tibia posterior (PosT?2) g-h

Para cada disténcia escolhida foram feitas duas leituras de forma independente e
por diferentes executores, através de um ensaio cego (sem identificagdo da populacdo ou
sexo hos cartdes). Para mensuracéo das distancias foi usado um sistema de captura e andlise
de imagem composto por Lupa esteroscopica Leica Mz 7.5 equipada com camera digital
para captura de imagem processada via computador através do programa Leica Qwin Lite
As mensuragdes das distancias foram expressas em micrometro (mm). Foi utilizada lente de
magnitude de aumento 100X para afericdo das asas e lente de magnitude de aumento de
200X paraastibias.

Os dados obtidos foram submetidos aos procedimentos de analise sugeridos por
Palmer & Strobeck (1986); Palmer (1994, 2003) e Mdller & Swaddle (1997) e, umavez
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Figura 1. Caracteristicas escolhidas nas asas posteriores para a andlise da assimetria flutuante, em
trés populagcdes do caruncho-do-milho (Sitophilus zeamais). Os pontos a, b, ¢, d, e e, correspondem
aos pontos que definem as dimensdes das caracteristicas escolhidas. A, C, Cu, M e R, correspondem
asveias Anal, Costal, Cubita, Mediana e Radial, respectivamente.

Figura 2. Pontosf, h e g, definem as dimens3es das caracteristicas escol hidas nas tibias para a andlise da

metria flutuante, em trés populacdes do caruncho-do-milho (Stophilus zeamais).

atendidos os pressupostos para este tipo de andlise, foram submetidos a andlise de variaveis
candnicas (PROC CANDISC) e andlises de variancia univariada quando apropriado (PROC
GLM). Todas as andlises foram feitas usando o programa SAS (SAS Ingtitute 1989).
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Resultados

Com base na andlise de variancia (ANOVA) de modelo misto proposta por Palmer
& Strobeck (1986) e Pamer (1994, 2003) ndo foi constatada diferenca significativa, ao
nivel de 5% de probabilidade, entre as duas leituras independentes (Tabela 1). De acordo
com esse resultado, os erros de mensuragdo independente ndo comprometem a deteccéo de
valores de assimetria obtidos nas mensuragoes.
Tabela 1. Teste de erro ANOV A modelo misto.

Caracteristicas QM Assimetriando QM mensuracéo F
direcional

M1 18298.13 2.40 7624.20*
R1 9127.38 82.24 110.98*
E1l 1304.43 6.87 44.31*
M2 3000.42 386.42 7.76*
R2 17036.90 649.80 26.21*
E2 2258.35 6.21 363.66*
AntT1 1285.62 109.20 11.77*
AntT2 210.08 6.01 34.95*
MedT1 363.84 64.60 5.66*
MedT2 318.33 10.85 29.34*
PosT1 1695.05 94.51 17.93*
PosT?2 425.85 17.32 24.58*

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Todas as doze variaveis escolhidas para mensuragdo (R1, R2, M1, M2, E1, E2,
AntT1l, AntT2, MedTl, MedT2, PosTle PosT2) atenderam aos pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancia, de acordo com o procedimento PROC
UNIVARIATE do software SAS (Tabelas 2, 3 e 4). Assim, todas as doze variaveis para as
trés populagdes de S. zeamais foram consideradas para as andlises seguintes.

Foram estimados os valores de AF das doze caracteristicas avaiadas. O efeito de
tamanho foi considerado tanto ao nivel de amostra (Tabela 5) como a nivel de gendtipo

(combinacdo populacdo-sexo) (Tabelas 6).
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Tabela2. Estatistica descritiva para diferencas entre lados direito e esquerdo (D-E) para as caracteristicas medidas para a popul agdo do caruncho do
milho Stophilus zeamais proveniente de Sete L agoas.

Caracteristica = 5 - .Fe”?ea - - M ac_ho -
n No Média variancia Skewness Kurtosis n No Média variancia Skewness Kurtosis
M1 100 00 -20.098 1529.350 -0.268 -0.091 100 00 -15.323 1406.892 -0.376 -0.278
R1 100 00 -48.656 1007.566 0.909 6.828 100 00 -39.0583 492.044 -0.172 0.703
E1l 100 00 1.638 398.559 -0,049 -0,169 100 00 6.442 439.822 0.045 -0.232
M2 100 00 20.519 1688.653 -0.131 0.193 100 00 19.772 1187.227 0.205 0.153
R2 100 00 60.213 1257.772 0.045 -0.074 100 00 53.030 1287.533 -0.521 0.713
E2 100 00 6.503 725.654 -0.113 1.165 100 00 8.089 640.776 0.212 0.053
AntT1 100 00 -11.009 528.891 0.044 0.063 100 00 -1.997 596.261 0.200 0.273
AntT2 100 00 4.810 11.604 -0.287 0.139 100 00 3.560 136.243 -0.441 0.328
MedT1 100 00 0.397 560.263 -0.252 -0.003 100 00 1.498 628.900 -0.049 -0.510
MedT2 100 00 -2.836 88.830 0.204 0.577 100 00 -2.484 115.632 -0.049 -0.510
PosT1 100 00 5.043 722.891 0.439 2.649 100 00 5.561 571.216 -0.039 0.103
PosT2 100 00 -2.840 127.199 0.471 1.225 100 00 -0.887 97.284 0.099 -0.588

a= tamanho da amostra; b = nimero de zeros
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Tabela 3. Estatistica descritiva para diferencgas entre lados direito e esquerdo (D-E) para as caracteristicas medidas para a populagdo do caruncho do milho
Stophilus zeamais proveniente de Jacarezinho.

Caracteristica = 5 — — F_emea - — MM_acho -
n No’® Média variancia Skewness Kurtosis n No Média variancia Skewness Kurtosis
M1 100 00 -34.319 2186.179 0.112 0.287 100 00 -32.686 1567.852 0.669 2.460
R1 100 00 -30.329 784.327 -0.543 1.314 100 00 -34.527 738.248 0.443 1.208
El 100 02 1.676 646.491 0.463 0.760 100 00 2.144 676.405 -0.171 0.127
M2 100 02 14.081 1786.44 0.363 -0.290 100 00 14.348 1311.984 0.166 -0179
R2 100 02 29.155 863.037 0.099 0.842 100 00 32.196 897.839 0.522 0.960
E2 100 02 16.313 662.575 0.313 0.258 100 00 7.650 778.017 0.134 0.127
AntT1 100 00 -10.735 463.989 0.254 -0.150 100 00 -8.122 383.030 0.084 1.317
AntT2 100 00 2.063 175.269 -0.267 1.210 100 01 4521 240.833 -0.563 0.864
MedT1 100 00 -0.320 288.278 -0.102 -0.294 100 00 -3.828 405.932 -0.079 0.539
MedT2 100 00 -4.552 141.801 -0.532 1.487 100 00 -5.108 103.565 0.115 0.008
PosT1 100 00 -4.918 704.729 0.175 0.084 100 00 -2.250 429.113 -0.230 0.702
PosT2 100 00 -6.67 163.117 0.175 1.551 100 00 -5.214 138.710 0.593 1.531

a= tamanho da amostra; b = nimero de zeros



Tabela 4. Estatistica descritiva para diferengas entre lados direito e esquerdo (D-E) para as caracteristicas medidas para a populagdo do caruncho do milho

Stophilus zeamais proveniente de Juiz de Fora .

Caracteristica = 5 — — Fgmea - — — M_ac ho -
n No’> Meédia variancia Skewness Kurtosis n No Média variancia Skewness Kurtosis
M1 100 00 -8.239 1474.276 -0.204 -0.313 100 01 -3.861 1442.011 -0.260 -0.082
R1 100 00 -26.894 750.506 -0.011 1.302 100 01 -26.059 1034.879 -0.191 0.817
El 100 00 1.893 602.409 -0.405 1.552 100 00 10.736 690.120 -0.349 0.459
M2 100 00 2.702 1374.557 0.337 1.002 100 01 11.429 1256.086 0.183 0.796
R2 100 00 29.926 926.081 -0.512 0.720 100 01 35.762 1238.352 0.527 1.161
E2 100 00 10.870 533.865 0.194 0.082 100 01 3.277 630.708 -0.298 -0.277
AntT1 100 00 -3.930 438.748 0.468 -0.065 100 00 -4.332 776.266 0.267 0.051
AntT2 100 00 2.925 123.063 -0.102 0.506 100 00 2.452 173.703 -0.141 0.342
MedT1 100 00 -2.084 563.606 0.077 0.126 100 00 1.321 482.353 -0.314 0.665
MedT2 100 00 -2.729 125.614 0.116 -0.192 100 00 -1.561 103.916 0.167 0.442
PosT1 100 00 -4.964 460.657 0.160 -0.643 100 00 -1.852 524.669 0.242 -0.510
PosT?2 100 00 -3.214 123.091 0.114 -0.358 100 01 -4.702 132.590 -0.291 -0.169

a= tamanho da amostra; b = nimero de zeros
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Tabela 5. Correc8o dos valores de AF ao nivel de amostra com relag8o ao tamanho

Caracteristicas

Populagdo

Sete Lagoas

Jacarezinho

Juiz de Fora

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Macho

M1

R1

El

M2

R2

E2
AntT1
AntT2
MedT1
MedT2
PosT1
PosT?2

0.0082(0.08; 0.78)*
0.043(1.98; 0.16)
0.069(3.25; 0.07)
-0.0082(0.23; 0.63)
-0.015(0.97; 0.32)
0.010(0.07; 0.79)
0.067(9.74; 0.002)
0.047(1.02; 0.32)
0.001(0.01; 0.97)
0.16(9.54; 0.002)
0.005(0.04; 0.84)
0.085(1.32; 0.25)

0.025(0.80; 0.37)
0.043(3.11; 0.08)
-0.013(0.13; 0.72)
0.013(0.73; 0.39)
0.035(6.14; 0.015)
0.069(4.48; 0.04)
0.067(6.45; 0.01)
0.011(0.04; 0.85)
0.087(6.93; 0.01)
0.042(0.45; 0.51)
0.024(0.93; 0.34)
0.061(1.49; 0.22)

0.067(1.37; 0.24)
-0.073(3.03; 0.08)
0.059(0.59; 0.44)
0.0055(0.03; 0.87)
-0.026(1.63; 0.20)
0.023(0.11; 0.74)
0.071(5.35; 0.023)
-0.19(6.52; 0.01)
0.032(1.33; 0.25)
-0.077(0.71; 0.40)
0.005(0.02; 0.90)
0.18(2.04; 0.16)

-0.076(3.88; 0.05)
0.012(0.14; 0.71)
0.092(2.42; 0.12)
-0.005(0.04; 0.83)
0.005(0.05; 0.82)
0.027(0.25; 0.62)
0.032(1.28; 0.26)
0.082(0.78; 0.38)
0.047(1.67; 0.20)
0.032(0.13; 0.72)
0.013(0.21; 0.65)
0.11(1.91; 0.17)

-0.22(0.39; 0.55)

0.017(0.24; 0.63)
0.035(0.26; 0.61)
0.019(0.58;0.45)

-0.032(3.59; 0.06)
0.081(2.29; 0.13)
0.07(7.19; 0.008)
0.081(1.36; 0.25)
0.037(1.07; 0.30)
0.091(1.38; 0.24)
0.062(5.18; 0.02)
0.090(1.31; 0.25)

0.031(0.90; 0.35)
0.037(1.01; 0.32)
-0.092(1.63; 0.20)
-0.007(0.08; 0.78)
0.026(1.03; 0.31)
0.038(0.83; 0.37)
0.035(0.93; 0.34)
0.026(0.11; 0.74)
0.089(6.90; 0.01)
-0.11(2.12; 0.15)

-0.012(0.17; 0.68)
0.051(0.38; 0.54)

* valores de inclinag&o seguidos, entre paréntesis, do valor de F e da probabilidade associada ao erro.

gl erro=98)



Tabela 6. Correcéo dos valores de AF ao nivel de gendtipo com relacdo ao tamanho

Caracteristica Inclinagdo F )
M1 0.00074 5.33 0.08
R1 0.000076 0.01 0.93
El 0.00039 0.04 0.85
M2 0.00026 1.49 0.29
R2 -0.00020 0.94 0.39
E2 0.00078 5.88 0.07
AntT1 -0.0017 2.35 0.20
AntT2 0.0083 0.77 0.43
MedT1 -0.0026 2.74 0.17
MedT2 0.00036 0.00 0.96
PosT1 0.00080 0.56 0.49
PosT2 0.00094 0.02 0.89
gl erro=4; n=6.

Andlises de regressdo sdo usadas para verificar a necessidade de correcdo para
tamanho e no caso das avaliacOes feitas, apenas algumas instancias demandaram tal
correcdo e somente em relacdo a amostra (Tabelas 5 e 6). Face aiisto foi aplicado o indice
de AF=[abs(d-€)] / (d+e)/2 para corrigir o efeito do tamanho sobre os valores de AF. Onde
a orrecao ndo foi necess&ria, a formula AF=abgd-€] foi utilizada (Palmer, 1994, 2003;
Mdller & Swaddle 1997).

Os valores de AF das doze caracteristicas escolhidas, foram entdo submetidos a
andise multivariada de variaveis candnicas (CVA) para as trés populagdes de S. zeamais e
para ambos os sexos. A CVA mostrou diferenca significativa entre os tratamentos (Wilks
lambda = 0,7656; F = 4,64, gl m/den = 35/2960; p < 0.0001). O primeiro e 0 segundo eixos
candnicos, dos cinco eixos gerados, foram significativos, apresentando valores de p<
0.0001 e p = 0,005 respectivamente, explicando 90% da variancia total observada (Tabela
7). As caracteristicas que mais contribuiram para divergéncia entre os tratamentos no eixo
canonico 1 foram: venacdo R2 , venacdo R1, tibia posterior PosT2 e tibia mediana MedT2.
Para 0 segundo eixo canbnico, as caracteristicas que mais contribuiram para divergéncia
foram: tibia posterior PosT1 , espaco entre venagOes E2 e tibia anterior AntT1 e venacéo
R1 (Tabela?).

O diagrama de ordenacdo, derivado da andlise de varidveis canbnicas, foi
construido a partir dos dois primeiros eixos canbnicos, por serem mais representativos com
relacdo a variancia total observada. Ha diferenca significativa entre as trés populagdes. A
populagéo de Sete Lagoas diferiu com relagéo aos valores de AF das popul agdes resistentes

(Jacarezinho e Juiz de Fora). Estas, também diferiram entre si, mas de forma menos
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acentuada. Pbde-se perceber também que ndo houve diferenca significativa entre sexos,
dentro de cada populacdo. Além disso, fémeas provenientes das populacles resistentes,

tiveram valores de AF semelhantes (Figura 3).
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Tabela 7: Eixos candnicos e suas cargas (entre estrutura candnica) relativas a flutuagdo em assimetria bilateral para ambos sexos em popul agdes
susceptivel (Sete Lagoas) e resistentes (Jacarezinho e Juiz de Fora) ainseticidas.

Variaveis Eixos canbnicos
1 2 3 4 5

Venagdo (R1) 0.79 -0.57 0.14 0.05 0.08
Venagdo (R2) 0.99 0.06 -0.09 -0.01 0.01
Espaco entre venagdes (E2) -0.36 0.66 -0.41 -0.32 0.39
Tibiaanterior (AntT1) 0.45 0.66 0.57 -0.14 0.14
Tibiamediana (MedT2) -0.59 0.56 -0.52 0.15 0.16
Tibia posterior (PosT1) 0.40 0.71 0.40 0.38 0.01
Tibia posterior (PosT?2) -0.77 -0.12 0.60 0.05 0.13
F 4.64 1.89 111 0.45 0.42
Gl 35/2475.9 24/2056 15/1629.1 8/1182 3/592
P <0.0001* 0.005* 0.334 0.893 0.742
Correlagdo candnica quadrética 0.173 0.047 0.021 0.003 0.002

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F



0.3 - T Ry N
’ / ( Fémeas dey, O Machos de )
il h i -
i uiz de Fora: Juiz de Fora
0.2 4/ \{H-ﬁ.____ m| __,.,-f’ﬁ
= | YT - T
E 0.1 | P .-' : é' \\\
< x o B g / Machosde
= / Fémeas de\,  / - \
o 001 Ay esinhol | Sete Lagoas \
= M R | |
.a i | = | |
o 0L '| . |
bk I | | Fémeas de /
024! | \  Sete Lagoas o
1 ) .lIl
\ / \'\ Vi
i \, Macho de / *_ p
o “Jacarezinhg/ Tt
X
-ﬂ.4 _r T T T T T 1
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

1° eixo candnico

Figura 3. Diagrama de ordenacdo discriminando duas populagdes resistentes a inseticidas
(Jacarezinho e Juiz de Fora), uma populacdo susceptivel de Stophilus zeamais e 0s sexos, com
relacdo a assimetria flutuante (AF). Os simbolos sdo centrdides de tratamentos e representam a
média das classes de varidveis candnicas. Elipses representam grupos de tratamentos que nao
apresentaram diferenca significativa entre eles. (Teste de F aproximado, p<0,05) baseado na
disténcia de Mahalanobis (D2) entre médias.

As sete principais determinagOes de AF responsaveis pela distinggo dos tratamentos
(R1, R2, E2, AntT1, MedT2, PostT1 e PostT2) foram submetidas a andlise de variancia
univariada seguindo um arranjo fatorial 2 x 3 (dois sexos x trés populacdes) (Tabela 8). A
AF em R1, R2 e AntT1 mostrou diferenca significativa entre tratamentos (Tabela 8). AF
em R2 mostrou diferenca significativa apenas entre populagbes (Tabela 8), com a
populacéo de Jacarezinho apresentando menores valores de AF com relagcdo a populagéo de
Juiz de Fora e Sete Lagoas, sendo que essa Ultima apresentou 0 maior valor de AF (Figura
4).
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Tabela 8. Andlise de variancia para as principais assimetrias responsaveis pelas diferengas observadas na andlise de variaveis canonicas.

Fontes
De variagéo Gl R1 R2 E2 AntT1 MedT2 PosT1 PosT?2

F p F p F p F p F p F p F p
Modelo 5 7.07 <0.0001* 19.18 <0.0001* 057 0,72 321 0.0072* 2.09 0.06 1.64 0.15 1.64 0.15
Erro 594 - - - - - - - - - - - - - -
Populacdo(P) 2 12.77 <0.0001* 47.17 <0.0001* 115 031 3.83 0.022* 2.36 0.09 0.91 0.40 3.18 0.05
Sexo(S) 1 0.43 0.51 0.00 0.99 001 091 0.00 0.97 0.04 0.85 0.20 0.65 0.29 0.59
P*S 2 4.68 0.0096* 0.77 0.46 026 077 419 0.016* 2.86 0.06 3.10 0.05 0.78 0.46

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F



0.035 -

e

0.030 -

0,025 -

e

0.020 -

Hie

0.015 -

0.010

Assimetria flutuante (venacio R2)

0,005 -

0,000

T
Sete Lagoas Jacarezinho Juiz de Fora

Populacdes
Figura 4. Assimetria Flutuante (+EMP) do comprimento da distncia R2 ( venacdo radial 2) da asa

de trés populagdes de Stophilus zeamais . Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem

significativamente a p< 0,05 pelo teste F.

A AF na caracteristica R1 mostrou diferenca significativa tanto para populagéo,
guanto para interacdo populacéo-sexo. Fémeas de Sete Lagoas mostraram maiores valores
de AF, seguidas de fémeas da populacdo resistente de Jacarezinho e de Juiz de Fora.
Entretanto, ndo se evidenciou diferenca significativa de valores de AF em machos
provenientes das trés populacdes. Além disso, foi observado maior valor de AF em fémeas

com relagdo aos machos na popul agdo de Sete Lagoas (Tabela 9).

Tabela 9. Assimetria flutuante (+ EPM) do comprimento da venagdo R1 de fémeas e machos
de trés popul agdes do caruncho do milho Stophilus zeamais.

Populagdo/ Sexo Fémea Macho

Sete Lagoas 49.15 + 2.6940 aA 39.75+ 2.0913 aB
Jacarezinho 34.10 + 2.4380 bA 37.93+2.2148 aA
Juiz de Fora 32.20 + 2.0869 bA 34.02 + 2.4001 aA

Médias seguidas pela mesma letra na linha ou coluna, ndo diferem significativamente pelo teste F a
5% de probabilidade.
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Para a caracteristica antTT1, os valores de AF em fémeas das trés populacdes, ndo
diferiram significativamente. Ja os valores de AF, em machos da populacdo de Juiz de
Fora, foram significativamente maiores em relagdo aos das populacdes de Sete Lagoas e
Jacarezinho. Essas Ultimas, no entanto, ndo apresentaram diferenca significativa entre s
com relacéo a valores de AF. Dentro da populagdo de Sete Lagoas, ndo houve diferenca
significativa entre fémeas e machos com relagdo a AF. Para as populagdes resistentes, 0s
nivels de AF mostraram diferencas significativas entre fémeas e machos. No caso da
populacdo de Jacarezinho, foi obsevado que fémeas tém maiores valores de AF do que os
machos. JA na populacéo de Juiz de Fora , machos apresentam maior AF do que fémeas.
(Tabela 10). As demais caracteristicas ndo mostraram diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 8).

Tabela 10. Assimetria flutuante (+ EPM) do comprimento da tibia anterior AntT1 de fémeas e
machos de trés populagdes do caruncho do milho Stophilus zeamais.

Populagdo/ Sexo Fémea Macho

Sete Lagoas 0.030 + 0.0022 aA 0.028 + 0.0022 bA
Jacarezinho 0.027 + 0.0018 aA 0.022 + 0.0019 bB
Juiz de Fora 0.027 + 0.0017 aB 0.034 + 0.0027 aA

M édias seguidas pela mesma letra na linha ou coluna, ndo diferem significativamente pelo teste F a
5% de probabilidade.

Discussao

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a populacéo de Jacarezinho e de
Juiz de Fora possuem menores valores de AF em relagdo a populacdo de Sete Lagoas,
sendo que a populacdo de Jacarezinho foi a que apresentou menor valor de AF. Pode-se
sugerir que as populagdes resistentes (Jacarezinho e Juiz de Fora ) apresentam maior
estabilidade de desenvolvimento em relacdo a populacdo susceptivel (Sete Lagoas). De
acordo com Mgller & Swadlle (1997), a AF pode ser usada para estimar a estabilidade
desenvolvimental (estabilidade do desenvolvimento de um fendtipo em determinadas
condi¢cdes ambientais). Estudos feitos por White & Bell (1989), McKenzie & Batterham
(1994) e Markow (1995) mostraram niveis mais elevados de AF e desvantagens adaptativas

em populagdes da mosca-da-carcacga, Lucilia cuprina, resistentes ao inseticida diazinom,
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guando comparadas com a populacdo susceptivel. As mesmas populacdes foram avaliadas
10 anos depois e os niveis de AF das populacdes resistentes diminuiram em relagdo aos
valores iniciais. Possivelmente houve uma selecdo a favor de determinados genes que
promovem a reversdo do quadro de desvantagem adaptativa. A populagdo de Jacarezinho,
provavelmente, passou pelo mesmo processo descrito acima, visto que, ela foi exposta por
um longo periodo, a inseticidas usados na protecdo de sementes armazenadas (Guedes et
al., 1995) o que pode ter acarretado o aumento de sua estabilidade e consequente fixagdo da
caracteristica da resisténecia, ou sga, a pressdo de selecdo exercida pela aplicacdo de
inseticidas pode ter promovido a fixacgo de genes modificadores de performance adaptativa
na populacdo de Jacarezinho. Fragoso et al. (2005), estudando as mesmas popul agdes de S
zeamais investigadas no presente trabaho, verificaram que a populagdo de Jacarezinho
possui performance de desenvolvimento igual a populagdo susceptivel (Sete Lagoas), sendo
mais uma evidéncia da fixagdo da caracteristica resisténcia a inseticidas e auséncia de
custos associados a este fendbmeno. Fragoso et al. (2005) constataram ainda a existéncia de
custo adaptativo na populagcdo de Juiz de Fora com relacdo a sua performance. Porém, a
populacdo de Juiz de Fora possui niveis de AF menores do que a populacdo susceptivel. A
caracteristica resisténcia, provavelmente estd em processo de fixagdo nesta populagdo e a
AF parece ser uma das primeiras caracteristicas de desvantagem a serem revertidas a
condicdo norma ao longo do tempo. Individuos com menor grau de AF geramente
denotam melhor crescimento, ata fecundidade, resisténcia a patdgenos e maior
longevidade, ou seja, maior capacidade adaptativa (Moller, 1997).

As caracteristicas que melhor representam a AF estéo localizadas em estruturas de
locomogdo (asa e tibia) nas trés populacfes de S. zeamais. Esta situacdo pode trazer as
populagdes com maiores valores de AF, dificuldades para fugir de predadores, diminuigéo
de eficiéncia de forrageamento, migracdo e acasalamento. Para redizar estas tarefas €
preciso uma demanda extra de energia para compensar a deficiéncia morfologica.
Avaliando este aspécto, a populagdo de Jacarezinho possivelmente tem maior capacidade
locomotora em relacdo as outras populacfes, ja que possui a menor AF, o que lhe
possibilita uma melhor capacidade de dispersdo. 1sso € visto como um fator facilitador de
disseminacdo do gendtipo da resisténcia para outros locais. A provavel consequéncia € o

estabelecimento da resisténcia em outras populagdes de outras areas e com issO as
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dificuldades de controle dessa praga aumentam. Moller (1997) comenta esse assunto
sugerindo que individuos simétricos apresentam melhor habilidade competitiva por ter
maior capacidade de locomogao e percepcao do ambiente.

Vérios trabalhos suportam a tese da existéncia de correlagéo entre AF e sucesso de
acasalamento. Fémeas podem selecionar machos pela AF de caracteristicas morfol gicas
externas. As fémeas preferem machos mais simétricos (Moller, 1996a). Nas populacdes de
Jacarezinho e Juiz de Fora foram observados menores valores de AF para machos em
relacdo as fémeas. A selecdo sexual pode estar acontecendo nestas populagdes através da
escolha de machos mais simétricos. Caracteristicas assimétricas podem ter efeito negativo
nas fungdes de eficiéncia de forrageamento e locomogado como ja foi dito anteriormente, 0
que, indiretamente pode causar uma reducdo da atratividade do macho em relagdo a fémea
(Moller, 1991). A AF é usada pelas fémeas como um indicador de qualidade fenotipica de
seus potenciais parceiros (Moller & Swaddle, 1997).

Armand & Haribug (2002) constataram a preferéncia sexual de fémeas do besouro
das farinhas Tribolium castaneum, por machos resistentes a inseticidas. Este fato merece
atencdo para o caso do S zeamais. Caso ocorra 0 mesmo fendbmeno, fémeas de popul agdes
susceptiveis podem selecionar machos resistentes a inseticidas para acasalamento, o que

acarretariaumamaior disseminacdo daresisténcia
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Conclusao Geral

Foram testadas as hipdteses da existéncia ou ndo de custos adaptativos associados
ao fendbmeno da resisténcia a inseticidas em populagdes resistentes e susceptivel do
caruncho do milho Stophilus zemais. Como parédmetro para determinar a existéncia de
custo adaptativo foram usadas caracteristicas morfoldgicas como area de células do corpo
gorduroso, assimetria flutuante de estruturas de locomocdo e taxa respiratdria como
caracteristicas metabdlicas.

O consumo de O, pode representar a soma das demandas energéticas necessaria aos
processos fisiologicos dos insetos e os poucos estudos que utilizam a taxa respiratoria
meédia podem demonstrar a adaptabilidade de populacbes de insetos a diferentes condicdes
ambientais através de seus processos fisiolégicos basicos. No caso desta investigacéo, foi
verificada a existéncia de correlacfes entre producdo de CO,, area de trofécitos e massa
corporal nas trés populacdes de S.zeamais estudadas, independente do sexo e populagéo.
Além disto, foi determinada a existéncia da relacdo entre a citomorfologia do corpo
gorduroso e resisténcia a inseticidas através de incremento no acUmulo de reservas
disponiveis para a resisténcia a inseticidas nestas popul agdes.

A capacidade de acimulo de reservas energéticas e sua mobilizagdo possivelmente
compensam o consumo extra de energia associado a resisténcia a inseticidas na populagdo
de Jacarezinho, ja que esta ndo apresenta custo fisioldgico associado a este fenémeno. No
entanto, a auséncia do incremento no metabolismo de energia para compensar 0 mecani smo
de resisténcia, a realocacdo de energia pode ocasionar a diminuicdo da oferta deste recurso
para outros processos fisiologicos do inseto. Isto possivelmente estd4 acontecendo com a
populacdo de Juiz de Fora que apresentou varios indicios de custo adaptativo associado ao
fendmeno daresisténcia.

As populactes resistentes a inseticidas (Jacarezinho e Juiz de Fora) possuem valores
menores de AF com relacdo a populagdo susceptivel. Sendo que a populacdo de
Jacarezinho apresentou o menor valor de AF. Podemos, entdo, sugerir que a populacéo de
Jacarezinho apresenta maior capacidade adaptativa por ndo apresentar custo fisioldgico

associado aresisténcia.
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A populacéo de Jacarezinho, por apresentar asas e tibias mais simétricas em relacdo
as outras populacbes estudadas, tem, potencialmente, uma melhor locomocédo e
consequentemente maior capacidade de dispersao.

Os menores valores de AF encontrados na populacéo de Jacarezinho o que denota
um maior equilibrio no desenvolvimento, podem ser considerados como mais indicios da
possivel reversdo da desvantagem adaptativa na populacdo de Jacarezinho pode ter sido
consequéncia da pressdo de selecdo exercida pela constante aplicacdo de inseticidas que
possivelmente promoveu a selecdo e fixacdo de genes modificadores de performance
adaptativa nesta popul agéo.

A assimetria flutuante pode ser usada como fator de selecdo sexua e os resultados
obtidos neste estudo concordam com o exposto acima, visto que os machos das popul agbes
de Sete Lagoas e Jacarezinho aprasentam menores valores de AF do que as fémeas que

possivelmente estariam usando AF como parametro para selecdo de seus parceiros.

Foi conduzido também um experimento de andlise molecular do mecanismo de
resisténcia knockdown (kdr), possivelmente, presente nas populcdes de Stophilus zemais
resistentes a inseticidas usadas neste estudo. Véarios estudos ja descreveram pontos de
mutacdo no gene que codifica a subunidade a do canal de sddio votagem dependente,
associadas ao mecanismo kdr. O objetivo inicial era o seqlienciamento do gene que codifica
a subunidade a do canal de sodio e a detecgdo de pontos de mutagdo envolvidos com o
mecanismo kdr nas popul agdes resistentes. No entanto, este objetivo néo foi acangado. Por
outro lado, foi obtido o sequenciamento parcial de uma regido codificadora da enzima
citocromo oxidase gque tem papel central no metabolismo respiratorio e este resultado pode
servir como ponto inicial de futuras investigagOes sobre alteragdes neste gene associadas ao
metabolismo respiratério e com um possivel reflexo no processo de destoxificagcdo de

mol éculas inseticidas nas popul ¢oes resistentes de Stophilus zemais.
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