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RESUMO

ARAUJO, Rubia Aparecida, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2006.
Enzimas de M etabolismo Energético e Digestivo em Populagdes de Caruncho-
do-Milho Resistentes e Susceptivel a Piretroides. Orientador: Raul Narciso
Carvalho Guedes. Conselheiras: Maria Goreti Almeida de Oliveira, Maria Helena
Nasser Brumano.

Populactes de Stophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) de
susceptibilidade distintas a inseticidas podem apresentar maior eficiéncia na
mobilizacdo de suas reservas em populagdes resistentes possibilitando a producéo de
seus aparatos de defesa contra inseticidas, sem ocasionar prejuizo para sua performance
reprodutiva. Isto pode ser resultado de um maior acimulo de carboidratos e proteinas
provenientes de uma alta taxa digestiva. Para testar esta hipétese realizamos ensaios
enzimaticos com as enzimas do metabolismo energético e digestivo nas populacbes
resistentes de Jacarezinho e Juiz de Fora, e na populagdo susceptivel de Sete Lagoas.
Além disso, realizamos bioensaios concentragcdo-resposta e teste respirométrico nas trés
populagbes. A populacdo de Jacarezinho apresentou uma taxa respiratoria
significativamente mais alta que as populagcdes de Sete Lagoas e Juiz de Fora. Entre as
enzimas do metabolismo energético, apenas tredlase e lipase apresentaram diferenca
significativa entre as trés popul agdes, mostrando atividade mais alta para a populacéo de
Juiz de Fora. Verificamos, também, que a enzima trealase segue a cinética de Michadlis-
Menten e através de sua equacado estimamos o0s parametros cinéticos Ky e Vmax. Os
resultados obtidos nos ensaios com glicosidase e amilase indicam que apenas amilase
apresentou diferenca significativa em sua atividade entre as populagbes, com um valor
mais ato para a populacdo de Jacarezinho. Entre as enzimas digestivas, apenas
atividade de protease total ndo diferiu significativamente entre as trés populacdes. As
populacdes de Juiz de Fora e Jacarezinho mostraram as mais atas atividades de serino
protease (amidésica), cisteino protease e celulase. Entretanto, a maior atividade de
serino protease (esterasica) foi exibida apenas pela populacdo de Juiz de Fora. Entre as
enzimas de acesso do inseto ao alimento, pectina liase ndo apresentou diferenca
significativa em sua atividade entre as trés popul agdes, sendo que as popul agdes de Sete
Lagoas e Juiz de Fora apresentaram atividades mais altas para poligalacturonase. As
enzimas serino-protease (amidasica e esterasica), cisteino-protease e celulase foram as

enzimas que mais contribuiram para a divergéncia entre as populacbes. Podemos



concluir que o metabolismo energético e digestivo dos insetos provenientes da
populacéo de Jacarezinho parece ocorrer de maneira eficiente possibilitando a mitigacéo

do custo fisiol 6gico associado ao fendmeno de resi sténcia nesta popul agdo.

Vi



ABSTRACT

ARAUJO, Rubia Aparecida, M.S., Universidade Federa de Vigosa, February, 2006.
Digestive and energy metabolism enzymes from pyrethroid resistant and
susceptible populations of maize weevil. Adviser: Raul Narciso Carvaho
Guedes. Committee Members: Maria Goreti Almeida de Oliveira, Maria Helena
Nasser Brumano.

Studies on Stophilus zeamais populations of distinct insecticide susceptibility
suggest higher efficiency in mobilizing energy in some resistant populations, making
possible the production of their defense apparatus against insecticide, without impairing
their reproductive performance. This efficiency can be the result of a high carbohydrates
and proteins accumulation originated from a high digestive rate. To test this hypothesis,
a series of enzymatic assays with energy metabolism and digestive enzymes was carried
out in Jacarezinho and Juiz de Fora resistant populations, and in the Sete Lagoas
susceptible population. In addition, concentration-response bioassays and respirometric
tests were carried out in the same populations. The Jacarezinho population showed a
respiration rate significantly higher than the others. Among the energy metabolism
enzymes, only trehalase and lypase showed significant differences among the three
populations, showing higher activity in the Juiz de Fora population. Trehalase aso
follows the Michaelis-Menten kinetic model and the Ky and Vmax kinetic parameters
were estimated. The results obtained in the assays with glycosidase and amylase (sugar
hydrolysis) indicate that only amylase showed a significant difference in activity among
populations, with higher value for Jacarezinho. Among digestive enzymes, only total
proteinase did not differ significantly among the three populations. Juiz de Fora and
Jacarezinho showed the higher activities of serine-proteinase (amydolitic), cysteine-
proteinase and cellulase. However, the highest activity of serine-proteinase (esterolytic)
was exhibited only by the Juiz de Fora population. Among the enzymes for food access,
pectin lyase did not show significant difference in activity among the three populations.
Sete Lagoas and Juiz de Fora showed higher polygalacturonase activity. Serine-
proteinase (amydolitic and esterolytic), cysteine-proteinase and cellulase were the
enzymes that contributed the most to the divergence among the populations.

vii



INTRODUCAO GERAL

A resisténcia a inseticidas € um grande problema no controle de artrépodes
considerados pragas agricolas e vetores de doencgas (Tabashnik, 1990). Este fenémeno é
derivado de modificacBes genéticas que propiciam maior capacidade adaptativa em
condicdes desfavoraveis (Liu et al, 2000).

Estudos sobre resisténcia a inseticidas sdo importantes ndo apenas para 0S
programas de manegjo integrado de pragas, mas sdo também importantes como modelos
de evolugcdo de fendtipos recém-adaptados e suas mudangas fisioldgicas e genéticas
associadas (Coustau et al.,, 2000, Raymond et al., 2001). Os principails genes
responsaveis pela adaptacdo do individuo a um novo ambiente (por exemplo, graos
tratados com inseticidas no caso de carunchos) estédo usual mente associados a um custo
adaptativo, ja que podem estar em desvantagem no ambiente anterior onde pressdes de
selecdo independentes moldaram os fendtipos remanescentes (Coustau et al. 2000,
Berticat et al. 2002). Estaidéia se baseia na visdo geral de que ocorre uma realocacéo de
recursos, ou ainda, que processos metabdlicos ou de desenvolvimento sdo afetados,
diminuindo assim o potencial reprodutivo do organismo (Berticat et al., 2002).

A selecdo para resisténcia a inseticidas é geralmente acompanhada por efeitos
pleiotrépicos, ou sgja, varios fendtipos associados a um Unico gene que podem colocar
insetos resistentes em desvantagem quando o uso de inseticidas é interrompido (Coustau
et al., 2000, Arnaud & Haubruge 2002). Ainda assim, existem casos de auséncia de
desvantagem adaptativa ou de performance, observados em individuos resistentes a
inseticidas de algumas espécies-praga como 0 besouro vermelho das farinhas Tribolium
castaneum, e 0 mosquito Culex pipiens (Beeman & Nanis, 1986; Haubruge & Arnaud,
2001; Raymond et al., 2001). Modificaces alélicas (para um menor custo) e selecdo de
genes modificadores podem amenizar o custo daresisténcia ainseticidas (Coustau et al.,
2000; Raymond et al., 2001; Berticat et al., 2002), mas o processo fisiolégico dessa
diminuicdo de custo ainda é pouco investigado.

Entre os quatro mecanismos moleculares de resisténcia a inseticidas
(superproducdo constitutiva, baixa producdo constitutiva, alteracdo no sitio de acdo e
mudanca induzida na regulacdo génica) apenas no Ultimo caso ndo existe expectativa
gera de custo fisiolégico da resisténcia (Taylor & Feyereisen, 1996; Coustau et al.,
2000). Essas modificagbes causadas pelo fendmeno de resisténcia a inseticidas,



geralmente induzem efeitos deletérios no inseto quando h& quebra nas rotas com os
guais seus alvos (receptores) estdo envolvidos (Coustau et al., 2000). Como resultado, o
aumento da taxa metabdlica se torna necessario para os individuos resistentes manterem
0 mecanismo de defesa, desbalanceando as suas trocas gasosas. Se ndo acontecer um
incremento no metabolismo energético, a realocacdo de energia pode prejudicar outros
processos fisioldgicos envolvidos com o desenvolvimento do inseto, sua manutencéo e
reproducéo (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999; Chown & Gaston, 1999). A
molécula inseticida, por si SO, pode interferir também nas reservas de carboidratos e
proteinas no corpo gorduroso e sua mobilizacdo no inseto. (Orr & Downer, 1982;
Alaoui et al., 1994, 1997; Nath et al.,1997; Nath, 2000, 2002).

Guedes et al. (1995) e Ribeiro et al, (2003) identificaram o fendmeno da
resisténcia a inseticidas piretrdides em populagdes de caruncho do milho, Stophilus
zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), presentes em cinco estados do
Brasil. Contudo, houve um retrocesso na dispersdo do fenémeno (Fragoso et al., 2003,
Ribeiro et al. 2003), talvez devido a ocorréncia de desvantagem adaptativa dos
individuos resistentes na auséncia de inseticidas, 0 que pode ter reduzido a
disseminacdo da resisténcia (Muggleton, 1983, Roush & Mckenzie, 1987, Coustau et al.
2000).

Fragoso et al. (2005), utilizando estudos de crescimento populacional, relatam
gue em uma das suas populacdes de S. zeamais resistentes a piretréides (Jacarezinho)
ocorre desempenho reprodutivo semelhante ao apresentado pela populagéo padréo de
susceptibilidade (Sete Lagoas), demonstrando que a resisténcia a inseticidas em
populacBes desta praga pode ndo incorrer em custo fisiolégico adicional capaz de
modificar sua performance reprodutiva. Porém, a performance de desenvolvimento
apresentada pela populacéo de Juiz de Fora (outra populacdo resistente) ocorreu em
taxas bem inferiores as demais popul agoes.

A populacdo de Jacarezinho vem sendo mantida em laborat6rio por mais de uma
década na auséncia de inseticidas sem que hagja reducdo da expressdo da resisténcia,
sugerindo que a resisténcia a inseticidas se encontra fixada nesta populacéo e que a
expressdo dos genes responsavelis por esta caracteristica, ndo mais incorrem em
desfavorecimento adaptativo (Oliveiraet al., 2005).

Guedes et al., (2006) observaram também que as populacdes resistentes

apresentam maiores células de corpo gorduroso, de maneira a favorecer um maior



acumulo de substancias de reserva (proteinas totais e carboidratos neutros totais) no
interior destes. O envolvimento das reservas de carboidratos na destoxificacdo das
moléculas inseticidas pelos insetos foi também evidenciado nos estudos desenvolvidos
por Nath (2000 e 2002) e Alaoui et al. (1994 e 1997). Como resultado, uma maior taxa
metabdlica pode ser necess&ria para 0s individuos resistentes manterem seus
mecanismos de defesa (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999; Chown & Gaston,
1999).

De acordo com os estudos de Guedes et al. (2006), a populagéo resistente de
Juiz de Fora apresentou resultado superior a populacdo susceptivel de Sete Lagoas
guanto a taxa respiratoria, massa corporal e area de trofdcito, mesmo apresentando pior
performance reprodutiva frente as outras duas populacdes. Este resultado suporta a
hipbtese de que a alocacdo de energia para a producdo dos mecanismos de defesa contra
inseticidas nos individuos resistentes estaria prejudicando suas performances de
desenvolvimento, evidenciando assim a existéncia de um custo adaptativo associado ao
fenbmeno de resisténcia. Em contrapartida, a populagdo resistente de Jacarezinho
apresentou melhores resultados em todos os parametros avaliados, mostrando que a
alocacdo de energia ocorre tanto para a producéo dos mecanismos de defesa quanto para
Seu desenvolvimento.

Suspeita-se que a digestdo dos alimentos e mobilizag&o das reservas de energia
estocadas no corpo gorduroso de insetos da populagdo resistente, particularmente
Jacarezinho, ocorra de maneira mais €ficiente gque nos insetos da populacdo susceptivel,
tornando esta populacdo uma excelente competidora devido a maior obtencdo de
energia e capacidade de manutencdo da resisténcia. Para testar esta hipétese, realizamos
ensai0s enzimaticos com enzimas responsavels pelo metabolismo energético e sistema
digestivo dos insetos para averiguar diferengas em suas atividades, nas trés diferentes
populacdes de caruncho-do-milho. Acredita-se que a atividade destas enzimas possa
possibilitar a mitigacdo do custo fisiolégico na populacdo resistente de Jacarezinho.
Foram realizados ensaios com as enzimas glicosidase, trealase, glicogénio fosforilase,
amilase, lipase, protease, poligalacturonase, pectinaliase e celulase.
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Enzimas de Metabolismo Energético em Popul aces de
Caruncho-do-Milho Resistentes e Susceptivel a Piretroides



Resumo

Populacbes de Stophilus zeamais de susceptibilidade distinta a inseticidas
mostram diferenca na mobilizacdo de suas reservas, o que pode possibilitar a producdo
de seus aparatos de defesa contra inseticidas, sem que isto ocasione prejuizo a sua
performance reprodutiva. Para testar esta hipétese realizamos ensaios enzimaticos com
enzimas do metabolismo energético, incluindo as envolvidas na hidrélise de aglcares.
Verificamos se existem diferencas nas atividades de trealase, glicogénio fosforilase,
lipase, glicosidase e amilase nas popul agdes resistentes de Jacarezinho e Juiz de Fora, e
na populacdo susceptivel de Sete Lagoas. Além disso, realizamos bioensaios
concentracao-resposta e ensaios respirométricos nas trés populacdes. De acordo com 0s
resultados obtidos, a populacdo de Jacarezinho apresentou uma taxa respiratoria
significativamente mais alta que as populactes de Sete Lagoas e Juiz de Fora, que
foram similares. Entre as enzimas do metabolismo energético, apenas trealase e lipase
apresentaram diferenca significativa entre as trés populagdes, mostrando atividade mais
dta para a populacéo de Juiz de Fora. Verificamos, também, que a enzima trealase
segue a cinética de MichadisMenten e através de sua equagdo estimamos 0S
pardmetros cinéticos Ky e Vmax. Os resultados obtidos nos ensaios com glicosidase e
amilase (enzimas responsaveis pela hidrélise de aglcares) indicam que apenas amilase
apresentou diferenca significativa em sua atividade entre as populagdes, com um valor
mais ato para a populacdo de Jacarezinho. Podemos sugerir, entdo, que o ato
metabolismo energético dos insetos da populacéo de Juiz de Fora e amaior eficiénciana
hidrélise de agUcares na populacdo de Jacarezinho possibilita a mitigacdo do custo
fisiol6gico associado ao fenémeno de resisténcia nesta popul agéo.

Palavras-Chave: resisténcia a inseticidas, Stophilus zeamais, custo fisiol6gico, trealase,
lipase.



Abstract

Stophilus zeamais populations of distinct susceptibility to insecticides show
difference in the mobilization of energy reserves, what may alow the production of
their defense tools, without impairing their reproductive performance. Enzymatic assays
with energy-metabolism enzymes, including those involved to sugar hydrolysis were
therefore carried out to test this hypothesis. Activities of trehalase, glycogen
phosphorilase, lypase, glycosidase and amylase were assessed on Jacarezinho and Juiz
de Fora resistent populations, and on Sete Lagoas susceptible population. In addition,
concentration-mortality and respirometry bioassays indicated significant differences
among the populations. According to the obtained results, the Jacarezinho population
showed respiration rate significantly higher than the other two populations, which were
similar. Among the energy-metabolism enzymes, trehalase and lypase showed
significant difference among the three populations, showing higher activity in the Juiz
de Fora population. Trehalase followed the MichaglisMenten kinetic alowing the
estimation of the Ky and Vmax kinetic parameters. The results obtained in the assays
with glycosidase and amylase (sugar hydrolysis) indicate that only amylase showed
significative difference in activity among the populations, with higher activity in the
Jacarezinho population. These results are suggestive of the higher energy metabolism of
the Juiz de Fora population and higher efficiency of sugar hydrolises in the Jacarezinho
population probably mitigating the physiological cost associated with insecticide
resistance in this popul ation.

Key words. insecticide resistance, Stophilus zeamais, physiological cost, trehalase,
lipase.



INTRODUCAO

O caruncho do milho, Stophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), € um inseto-praga de gréos armazenados de reconhecida importancia
econémica (Throne, 1994; Danho et al., 2002). O controle deste inseto € feito
principalmente por inseticidas, sendo que 0 uso intenso desses compostos levou ao
aparecimento de diversos casos de resisténcia (Guedes et al., 1995).

A resisténcia a inseticidas em pragas de produtos armazenados € um caso
particular de resisténcia, pois além 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).

Os mecanismos de resisténcia sdo o resultado de alteracbes no genoma do
individuo, capacitando-0 a sobreviver em situacfes de exposi¢ao a doses supostamente
letais de inseticidas (Oliveira et al., 2005). Os principais mecanismos de resisténcia, de
acordo com a divisdo proposta por Brattsten et al., (1986), sdo agrupados em
comportamentais, fisiol égicos e bioguimicos, dentre os quais, o terceiro é de ocorréncia
mais fregliente e que leva a niveis mais elevados de resisténcia.

A evolucdo da resisténcia a inseticidas esta intimamente relacionada com a
existéncia de custos adaptativos associados a expressdo do fendmeno (Oliveira et al.,
2005). O pleno conhecimento dos mecanismos que regulam estes custos possibilita o
desenvolvimento de estratégias de controle que podem vir a serem utilizadas no manejo
integrado de pragas (Oliveira et al., 2005). Estes custos geramente sdo notados na
reducéo da performance reprodutiva dos individuos, ou até mesmo debilitando outros
processos fisiolégicos importantes para a manutencéo dos individuos (Foster et al.,
2000; Coustau et al., 2000; Arnaud & Haubruge, 2002; Fragoso et al., 2005).

Guedes et al., (2006), realizando estudos com populacdes de S zeamais de
diferentes niveis de susceptibilidade a piretréides, observaram diferencas na morfologia
do corpo gorduroso e na taxa respiratoria dos insetos, sugerindo uma maior mobilizacdo
de reservas para resistir a acdo téxica de inseticidas nas populacdes resistentes a estes
compostos, 0 que pode estar associado a custos adaptativos do fendmeno da resisténcia
na auséncia de inseticidas. Em outros estudos, foi verificado que a manutencdo dos
mecanismos que conferem resisténcia a moléculas inseticidas pode demandar uma
quantidade de energia adicional e suficiente para tornar os fendtipos resistentes
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desfavorecidos adaptativamente em relacdo aos susceptiveis na auséncia de inseticidas
(Chevillon et al., 1999; Coustau et al., 2000; Boivin et al., 2001, 2003).

Em contrapartida, existem diversos estudos que também demonstram a
inexisténcia de custos fisioldgicos associados a resisténcia a inseticidas em algumas
linhagens (Kence & Jdeide, 1997; Baker et al., 1998; Oppert et al., 2000; Haubruge &
Arnaud, 2001; Fragoso et al., 2005). Fragoso et al. (2005), utilizando estudos
demogréficos, relatam que S zeamais provenientes da populacdo resistente de
Jacarezinho apresentam desempenho reprodutivo semelhante aguele apresentado pela
populacdo padrédo de susceptibilidade, demonstrando que a resisténcia a inseticidas em
populacdes desta praga pode ndo incorrer em custo fisiolégico adicional capaz de
modificar sua performance reprodutiva.

Apesar do consumo de O, ou a producéo de CO, representar a soma das
demandas energéticas necessarias aos processos fisiol dgicos dos insetos (Clarke, 1993),
s80 poucos 0s estudos que utilizam a taxa respiratéria média como indicador da
capacidade adaptativa de populacbes de insetos a diferentes condicdes ambientais
(Marais & Chow, 2003). Variacdes na taxa respiratdria média dos insetos podem
auxiliar na deteccdo de custos adaptativos associados a resisténcia a inseticidas,
enquanto modificagcdes na morfologia do corpo gorduroso sugerem a disponibilidade e
mobilizacdo de reservas para manutencdo do organismo possibilitando sua
sobrevivéncia frente a moléculas toxicas (Guedes et al., 2006).

No trabalho realizado por Guedes et al. (2006) observou-se que S. zeamais
provenientes da populacdo de Jacarezinho apresentavam maiores valores de taxa
respirométrica e de massa corporea do que os apresentados pelas populactes de Sete
Lagoas (susceptivel) e Juiz de Fora (resistente). Esta maior atividade respirométrica
parece estar propiciando aos individuos provenientes de Jacarezinho maior eficiéncia no
acumulo e consequente mobilizacdo de suas moléculas de reservas, o que lhes
possibilita a producdo de seus aparatos de defesa contra inseticidas, sem que isto
ocasione em prejuizo para a sua performance reprodutiva.

Para testar esta hipétese e verificar se existem diferencas na mobilizacdo das
reservas energéticas, realizamos ensaios enzimaticos com as possiveis enzimas
responsaveis pelo metabolismo energético (mobilizacdo de carboidratos e lipidios),
incluindo as enzimas responsaveis pela degradacdo de aclcares provenientes desta
mobilizag&o.
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Durante a atividade de vdo, ocorre a liberacéo de neurohorménios que vao ativar
algumas enzimas responsaveis pela mobilizacdo de reservas energéticas no corpo
gorduroso. Glicogénio fosforilase (Goldsworthy & Mordue, 1989; Candy et al., 1997;
Van der Horst et al., 2001) e lipase (Fahmy et al., 2004) sdo as duas enzimas a serem
ativadas durante o v60o, sendo a primeira responsavel pela mobilizacdo do glicogénio
armazenado levando o aumento dos niveis de trealose na hemolinfa (Goldsworthy &
Mordue, 1989; Candy et al., 1997; Van der Horst et al., 2001). A segunda enzima,
lipase, converte os triacilglicerdis que estdo armazenados no corpo gorduroso em
diacilglicerdis, sendo posteriormente transportados para os musculos de vbéo pelas
lipoforinas (Fahmy et al., 2004). Nos musculos de véo, diacilglicerdis sdo hidrolisados
e 0s acidos graxos liberados sdo oxidados para fornecer energia ao inseto (Ogoyi et al.,
1998; Ryan & Van der Horst, 2000). Lipases estdo envolvidas também na digestdo
(Brahimi-Horn et al., 1989; Biesiot & Capuzzo, 1990) permitindo a absorcédo dos
triacilglicerdis pelo trato intestinal (Steiner et al., 2003).

Para completar o grupo das enzimas responsaveis pelo metabolismo energético
dos insetos tem-se a trealase. Na hemolinfa esta enzima é responsavel pela hidrélise do
dissacarideo trealose em duas moléculas de glicose (Applebaum, 1985; Beenakkers et
al., 1985; Friedman, 1978), e € largamente encontrada em plantas, animais e
microorganismos (Knuesel et al., 1998). Embora os mamiferos usualmente n&o
ingerirem alimentos contendo trealose e ndo possuem este dissacarideo no sangue, eles
possuem alta atividade de trealase no intestino, indicando que esta enzima pode estar
envolvida na digestéo e/ou transporte deste agUcar (Sacktor, 1968).

Glicosidase e amilase sd0 enzimas responsaveis pela degradacéo de aclcares. A
primeira € uma enzima largamente encontrada em organismos Vivos, assim como
animais, plantas, fungos e bactérias (Esen, 1993), sendo responsavel pela hidrélise de
dissacarideos ou oligossacarideos (Byeon et al., 2005) que sdo liberados ap6s a acdo das
enzimas de metabolismo energético e também apds a atividade de enzimas que
hidrolisam glicidios de cadeia longa. Dependendo do monossacarideo removido, a
glicosidase € chamada glicosidase (glicose), gaactosidase (galactose), xilosidase
(xilose) e outros (Ferreiraet al., 2001).

A enzima amilase € responsavel pela hidrélise do amido em maltose, que em
seguida é hidrolisada em glicose pela glicosidade (Zeng & Cohen, 2000) ou pode ser
utilizada pelas enzimas do metabolismo energético. Muitos organismos, incluindo
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insetos que constituem sérias pragas em gréos armazenados, vivem sob uma dieta rica
em polissacarideos e dependem da efetividade de suas amilases para sobrevivéncia
(Mendiola-Olayaet al., 2000).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se existem diferengas na
atividade enzimética de enzimas envolvidas no metabolismo energético dos insetos
provenientes de duas popul acdes resistentes e uma populacdo susceptivel a inseticidas
de S zeamais. As populacOes resistentes testadas foram as de Jacarezinho e de Juiz de
Fora e a populacdo susceptivel foi de Sete lagoas. Além disso, foram realizados
bioensaios concentracdo-resposta e também testes respirométricos para as trés

popul agcoes.

MATERIAL E METODOS

a) Populacdesde S. zeamais

Trés populagbes de S zeamais foram utilizadas neste estudo. A populacdo
padréo de susceptibilidade utilizada é proveniente do Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo (EMBRAPA Milho e Sorgo - CNPMYS), localizado na cidade de Sete
LagoassMG. Esta populacdo € considerada como padrdo de susceptibilidade a
inseticidas piretroides e vem sendo mantida em condi¢cbes de laborat6rio por
aproximadamente vinte anos (Guedes et al. 1994, 1995, Ribeiro et al. 2003). As outras
duas popul acbes sdo altamente resistentes a piretroides. Uma delas, coletada em moinho
de gréos na cidade de Juiz de ForalM G, Brasil, no inicio de 1999 e estabelecida a partir
de 500 individuos, é também resistente a0 malation (Fragoso et al., 2003). A segunda
populacdo resistente foi coletada originalmente em unidades armazenadoras de
sementes de milho em Jacarezinho/PR no final da década de 80 e mostra alta resisténcia
a DDT e piretréides. Todas as populagbes foram criadas em gréos de milho isentos de
inseticidas e mantidas em condi¢Bes controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade
(70 + 5%) e fotoperiodo (LD 12:12h).

b) Bioensaios concentracao-r esposta
Bioensaios concentracdo-resposta seguiram os métodos adaptados dos estudos
de resisténcia a inseticidas em Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae),
utilizando frasco de vidro de 20mL (Guedes et al., 1996, 1997; Guedes & Zhu, 1998).
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Um tratamento controle (apenas acetona) e sete a nove diferentes concentragbes de
permetrina variando de 0,0570 a 14,253100g i.a/cm?® e 1,14 a 1.140,250g i.a/cm? foram
aplicados na populacéo susceptivel (Sete Lagoas) e nas duas popul agles resistentes ao
inseticida (Juiz de Fora e Jacarezinho), respectivamente. Cinco repeticdes, cada uma
com vinte insetos adultos ndo-sexados, foram usadas para cada concentracdo. Em cada
repeticdo, a parte interna do frasco de vidro de 20mL foi coberta com 400CIL de
inseticida dissolvido em acetona e as concentragoes inseticidas foram calculadas como
Ogi.a/cm? de superficie tratada. A abertura de cada vidro foi tampada evitando que os
insetos escapassem e aqueles que foram incapazes de andar ap6s 48h de exposicdo ao
inseticida foram considerados como mortos. Os dados de concentracdo-mortalidade
foram sujeitos a andlise de probit (PROC PROBIT; SAS Institute, 2001).

c) Ensaios Respirométricos

Ensaios de respirometria foram realizados em condicdes de laboratério
utilizando-se um respirdmetro do tipo CO, Analiser TR 2 (Sable System International,
Las Vegas EUA), e metodologia adaptada de Daniel & Smith (1994) e Guedes et al.,
(2003). Para a determinacdo da taxa respiratéria média (producdo de CO,) foram
utilizados grupos de vinte insetos adultos e ndo sexados devidamente acondicionados
em camaras com capacidade volumétrica de 25mL conectadas a um sistema
completamente fechado. As cémaras foram mantidas conectadas ao sistema por um
periodo de 2,2 horas antes da mensuracdo da quantidade de CO, produzido pelos
insetos. Para redlizar a varredura de todo o CO, produzido no interior de cada camara,
fazia-se a passagem de ar isento de CO, a um fluxo de 600 mL/min por um periodo de
dois minutos. Essa corrente de ar arrastava todas as moléculas de CO, produzidas até
um leitor de infravermelho acoplado ao sistema e que prontamente mensurava (em

pumol/hora) o CO, produzido pelos insetos e contido no interior de cada cadmara.

d) Preparacdo dasenzimas
Para os ensaios de glicosidase e tredase, trés amostras aleatdrias de 300 insetos
adultos ndo-sexados de cada populacdo foram coletadas, imersas em solucéo de KCl
1,5% e homogeneizadas em 6,0 mL de tampéo Tris-HCI 0,1M pH8,0. O extrato bruto
foi filtrado em gase de algodédo e centrifugado em 10.000gmax por 15 min. O
precipitado foi descartado e aliquotas do sobrenadante (extrato enzimético) foram
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retiradas para determinacdo de proteina e atividade das enzimas. Para o ensaio de
glicogénio fosforilase, foram utilizados trés amostras de 100 insetos adultos néo-
sexados para a mesma quantidade de tamp&o e para os ensaios de amilase e lipase esse
nimero diminuiu para 20 insetos que foram homogenei zados em 5,0 mL de tamp&o.

e) Determinacéo da concentracdo de proteina
A concentracdo de proteina nos extratos enziméticos foi determinada pelo
método de Warburg-Christian (1941) para determinacdo de atividade especifica.

f) Ensaios enzimaticos

Todos os ensaios foram realizados com trés repeticdes. Para 0 ensaio da
glicosidase utilizou-se o método descrito por Hill & Orchard (2005), complementando
com o método do aclcar redutor (&cido dinitrosalicilico - DNS) descrito por Miller
(1959). O substrato foi preparado a partir de sacarose 1,33% (p/v) em tampéo acetato de
sodio 50mM, pH 5,4. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 1mL do extrato enzimatico
em 1mL de sacarose e incubada a 40°C por 20 min. A atividade foi interrompida com a
adicdo de 1mL de DNS 0,044M, o que reduziu a glicose liberada. A curva padréo da
glicose foi feita com concentragOes entre 1,0 e 9,0 mM. A leitura foi realizada em
comprimento de onda de 540 nm.

Para 0 ensaio da trealase utilizamos 0 método descrito por Dahlgvist (1968),
complementado também com o método do aglcar redutor como descrito por Miller
(1959). O substrato foi preparado misturando-se trealose 50 mM em tamp&o acetato de
sodio 70 mM, pH 4,9. A mistura de reacéo consistiu de 0,2 mL de substrato, 1,6 mL de
tampdo acetato de sddio 70 mM, pH 4,9 e 0,2 mL de extrato enzimatico. Esta mistura
foi incubada a 37°C por 30 min, sendo interrompida com 1mL de DNS 0,044M, o que
reduziu a glicose liberada. A curva padréo da glicose foi feita como descrito para a
enzima glicosidase.

A aividade da enzima glicogénio fosforilase foi medida de acordo com o
método de Tolman & Steele (1980). Determinou-se o fosfato inorgéanico liberado da
glicose-1-fosfato na presenca de glicogénio gque serviu como um desencadeador da
reacdo. O ensaio consistiu de 20 L de glicogénio 0,5%, 100 pL de glicose-1-fosfato 25
mM, 100 uL de NaF 100 mM, 0,5 mL de tampé&o Tris-HCl 30mM pH 7,0, 100 pL de
5-AMP 2,5 mM e 100 uL do extrato enziméatico. A mistura de reacdo foi incubada a
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30° C por 15 min. e interrompida com 1,0 mL de écido tricloroacético (TCA) 5% (p/v).
O fosfato inorganico (Pi) foi determinado pelo método de Fiske e Subbarow (1925) e a
leiturafoi realizada em comprimento de onda de 725 nm.

Para 0 ensaio de amilase utilizamos Kit da BIOCLIN (QUIBASA — Quimica
Bésica Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), contendo substrato e reagente de
cor. Esta reacdo € baseada na cinética de tempo fixo (Caraway). O extrato enzimatico
foi incubado com o substrato de amido e aleiturafoi realizada em comprimento de onda
de 660 nm.

Para 0 ensaio de lipase também utilizamos Kit da BIOCLIN (QUIBASA —
Quimica Béasica Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), contendo tamp&o, inibidor
enzimético, reagente de cor, substrato e acetona. A leiturafoi realizada em comprimento
de onda de 410 nm.

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Quimica Brasil (S&o
Paulo, SP, Brasil).

g) Determinacéo dos par@metr os cinéticos
Os parametros cinéticos foram determinados para trealase. As reacfes foram
realizadas com concentragcbes de trealose que variavam de 0,31 a 25 mM. As
absorbéancias provenientes de cada concentracdo foram convertidas em valores de
velocidade enzimética (nmol/min/mg de proteina) e plotadas no gréfico de Michelis-
Menten e Lineweaver-Burk através do programa SigmaPlot (SPSS, 2000), gerando
entdo, os parametros cinéticos Vmax e Ky.
Para a obtencdo do grafico de MichaelisMenten para as enzimas amilase e
lipase, as reagles foram realizadas com aliquotas de substrato que variavam de 25 a 200
pL e 10 a 80 pL, respectivamente. As absorbancias provenientes de cada aliquota foram
convertidas em valores de velocidade enzimatica (unidade de amilase/dL/mg de
proteina, para amilase e Ul/mg de proteina, para lipase) e os dados foram plotados
utilizando-se o programa SigmaPl ot (SPSS, 2000).

h) Analise Estatistica

Os dados de concentracdo-resposta frente a exposicdo a permetrina foram
sujeitos a anadlise de PROBIT utilizando o procedimento PROC PROBIT do SAS (SAS
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Institute, 2001). Os dados da producdo de CO, e atividades enziméticas foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOV A), seguidos por teste de média (LSD).

RESULTADOS
a) Bioensaios concentracdo-resposta
Os resultados dos bioensaios para permetrina, com populagdes de caruncho-do-

milho Stophilus zeamais s0 mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Toxicidade de permetrina em uma populacdo susceptivel (Sete Lagoas) e duas

popul acOes resistentes a esse composto (Juiz de Fora e Jacarezinho).

Popul agbes Inclinagdo Cls (95% IC) RR* X2 gl P
+ EPM (Ogi.a/cm?)

Sete Lagoas 1,18+ 0,07 0,62 (0,50 - 0,75) - 10,43 7 0,16

Juiz de Fora 0,87 £ 0,27 177,44 (27,38 - 451,88) 286,19 | 13,99 7 0,05

Jacarezinho 0,79+ 0,23 75,12 (1,85 - 317,23) 121,16 | 10,66 5 0,06

* . Razdo de Resisténcia: CL 5, da popul agdo resistente/CL 5, da popul ag&io susceptivel

Os dados de toxicidade indicaram que os insetos provenientes de Sete Lagoas
foram significativamente mais susceptiveis a permetrina que as outras populacoes,
baseado em sua CLso. A resposta desta populacéo foi utilizada para estabelecer a razéo
de resisténcia, sendo a maior razéo apresentada pela populacdo de Juiz de Fora (2,36
vezes maior que a populacdo de Jacarezinho).

b) Respirometria
Diferencas significativas na taxa respiratéria, medidas aqui como producéo de
CO; (umol/horalinseto), foram observados entre as populagdes (Figura 2). A populacéo
de Jacarezinho apresentou uma taxa respiratoria significativamente mais alta que as
populacdes de Sete Lagoas e Juiz de Fora, que foram similares (F = 23,05, glero =5, p =
0,003). Este resultado suporta a idéia de que a populacdo de Jacarezinho apresenta uma
taxa metabolica maior que as outras duas popul agdes.
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Figura 1. Producdo de CO, (umolCOy/horalinseto) (x SE) de insetos adultos
provenientes de trés populacGes de caruncho-do-milho, S. zeamais. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo sdo significativamente diferentes pelo teste da diferenca
minimasignificativa (LSD, p < 0,05).

c) Enzimasde metabolismo energético

Foram determinadas atividades especificas das enzimas de metabolismo
energético atuando na mobilizagdo de carboidratos e lipideos (glicogénio fosforilase,
trealase e lipase) em trés populacbes de S. zeamais. Nao foram levados em consideracéo
fatores como jejum, pré-reproducdo, exposicdo a drogas e regulacdo hormonal. Além
disso, foram determinadas, também, atividades das enzimas amilase e glicosidase,
responsaveis pela hidrdlise de aglcares. Estas Ultimas enzimas podem estar diretamente
ligadas as enzimas envolvidas no metabolismo energético, atuando como fornecedoras
de aclcares para 0 metabolismo (no caso de amilase) ou hidrolisando os acUcares
durante 0 metabolismo (no caso de glicosidase). Entre as enzimas responsaveis pela
mobilizacdo de carboidratos (glicogénio fosforilase e trealase) e hidrdlise de aglcares
provenientes do metabolismo (glicosidase), apenas trealase apresentou diferenca
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significativa em sua atividade entre as trés populactes (F = 72,39, glero = 6, p < 0,0001)
(Figuras 2), tendo os insetos da populacdo de Juiz de Fora maior atividade frente as
demais. Glicogénio fosforilase (F = 0,25, glero = 6, p = 0,7894) e glicosidase (F = 1,43,
Olero = 6, p = 0,3101) ndo apresentaram diferenca significativa em sua atividade e sdo
mostradas na Tabela 2.

A tredlase de S zeamais segue a cinética de Michaglis-Menten na faixa de
concentracdo de substrato usada, pois todas as trés populagdes investigadas
apresentaram curvas de velocidade do tipo hiperbdlica (Figura 3).
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Figura 2: Atividade especifica (nmol/min/mg de proteina) de trealase nas trés
populagcbes de S zeamais. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo Sdo
significativamente diferentes pelo teste da diferenca minima significativa (LSD, p <
0,05).
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Tabela 2: Atividades de glicogénio fosforilase e glicosidase (Média + EPM) de

populacdes de S. zeamais. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem

significativamente entre si.

Enzimas

Popul acdes Glicogénio fosforilase |

Glicosidase

nmol/min/mg proteina

Sete Lagoas 13.95a
Juiz de Fora 10,86 a
Jacarezinho 1211a
]
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Figura 3: Gréfico de MichaglisMenten da atividade de trealase de S. zeamais das

popul agbes de Sete Lagoas, Juiz de Fora e Jacarezinho. A linha hiperbdlica foi obtida a

partir dos dados experimentais usando a equagdo de Michaelis-Menten. Insercéo:

gréfico de Lineweaver-Burk.

O modelo da equagdo de Michaelis-Menten foi derivado para considerar as

propriedades cinéticas das enzimas. A constante de MichaelisMenten (Ky) e a

velocidade maxima da reacdo (Vmax) sdo os parametros cinéticos determinados pela
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hipérbole. A primeira, isto é Ky, representa a concentracdo de substrato na qual a
velocidade atinge a metade da velocidade méxima e na sua forma mais ssmples é uma
medida da afinidade da enzima pelo substrato. O paréametro cinético Vmax é atingido
quando todos os sitios ativos estdo preenchidos com moléculas de substrato. Os
pardmetros cinéticos Ky e Vmax da enzima trealase para as trés populagdes estudadas
foram, portanto, determinados. Ky = 0,16 + 0,04 e Vmax. = 46,10 + 1,44, para Sete
Lagoas; Ky = 0,28 £ 0,08 e Vméx. = 66,14 + 3,06, para Juiz de Fora; K= 0,29 + 0,08 e
Vmax. = 51,08 + 2,33, para Jacarezinho.

Lipase e amilase apresentaram diferenca significativa em suas atividades entre as
trés populagdes (F = 22,80, glero = 6, p = 0,0016, paralipase; F = 20,19, glero =6, p =
0,0022, para amilase) (Figuras 4A e 4B, respectivamente) e seguem a cinética de
Michaelis-Menten nas faixas das aliquotas de substrato utilizadas (Figuras 5A e 5B,
respectivamente). A populacdo de Juiz de Fora apresentou maior atividade de lipase,

enquanto a populacdo de Jacarezinho apresentou maior atividade de amilase.
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DISCUSSAO

Nos insetos, o corpo gorduroso € o principal local de sintese e armazenamento
de carboidratos, lipideos e proteinas, que sdo prontamente utilizados como fonte de
energia para as mais variadas atividades (Chown & Nicolson, 2004). Os carboidratos
sd0 armazenados principalmente na forma de trealose e glicogénio, e os lipideos na
formade diacilglicerdis ou triacilglicerois (Lehninger et al., 2000).

Diferencas na morfologia do corpo gorduroso e na taxa respiratoria média foram
relatadas em um trabalho realizado por Guedes et al., (2006), em populacdes de S
zeamais com susceptibilidade distinta a inseticidas piretroides. Estes padrdes
citomorfologicos em células de corpo gorduroso das populacdes resistentes sugerem
uma maior disponibilidade de proteinas totais e carboidratos neutros em insetos destas
populagdes. O maior acimulo provavelmente contribui para que 0s insetos resistentes
tenham uma maior capacidade de mobilizacdo de reservas na tentativa de suprir a
demanda energética necessaria para ativar seus mecanismos de resisténcia a inseticidas
e de resistir a acdo toxica destes compostos, 0 que pode estar associado a mitigacdo de
custos adaptativos do fenémeno de resisténcia na auséncia de inseticidas. A manutencéo
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 relacdo aos susceptiveis (Chevillon et al., 1999;
Coustau et al., 2000; Boivin et al., 2001, 2003).

Os resultados dos ensaios respirométricos obtidos neste estudo, demonstram que
a populacdo de Jacarezinho possui taxa metabdlica maior que as demais popul acoes,
reafirmando os resultados obtidos por Guedes et al., (2006), que também encontrou ata
taxa respiratéria nesta populacdo resistente. Acreditase que este incremento no
metabolismo pode estar associado a mitigacdo do custo fisioldgico, possibilitando os
insetos desta populagéo produzirem seus aparatos de defesa sem comprometer os outros
processos fisiol 6gicos.

O custo da resisténcia a inseticidas em insetos é frequentemente associado com o
custo de manutencdo do mecanismo de defesa do organismo (Coustau et al., 2000). No
caso da populacdo de Jacarezinho, acredita-se que este custo esteja sendo mitigado, pois
de acordo com os trabalhos de Fragoso et al., (2005) e Guedes et al., (2006) a energia
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alocada esta sendo suficiente tanto para seu desenvolvimento e reproducéo como para
resisténcia ainseticidas.

Para testar esta hipGtese realizamos ensaios com enzimas do metabolismo
energético, ou sgja, enzimas responsaveis pela mobilizacdo de carboidratos e lipideos
presentes no corpo gorduroso dos insetos, como também enzimas responsaveis pela
degradacdo de aclcares. De acordo com o0s resultados obtidos, as enzimas trealase,
lipase e amilase apresentaram diferenca significativa em suas atividades entre as trés
populagdes. As duas primeiras enzimas apresentaram atividade mais alta na populacéo
resistente de Juiz de Fora, em contraste com o resultado de amilase, que apresentou
atividade mais alta na populacéo de Jacarezinho.

A trealose é um dissacarideo de mobilizaco imediata utilizado como fonte de
energia para a realizacdo de todos os processos fisiologicos dos insetos (Lehninger et
a., 2000). A baixa atividade de trealase na populacdo de Jacarezinho sugere a
possibilidade de mitigacéo do custo fisiolégico associado a resisténcia, pois mesmo 0s
insetos apresentando maiores células de corpo gorduroso (Guedes et al., 2006) e
conseguientemente maior acimulo de reservas, parecem utilizar sua energia armazenada
apenas quando precisam ativar seu mecanismo de defesa, ou sgja, durante exposicao a
inseticidas. Na auséncia do agente toxico, maneira com 0 qual 0s insetos tém sido
mantidos, a populacdo de Jacarezinho utiliza suas reservas para 0S Processos
fisiol6gicos basicos, apresentando entdo, taxa metabdlica menor que a outra populacdo
resistente (Juiz de Fora), que aloca energia para seu desenvolvimento e para sua defesa
desnecessariamente. O resultado da enzima lipase também confirma esse menor gasto
energético da populacdo de Jacarezinho e a ata atividade desta enzima para a popul agéo
de Juiz de Fora, explicando ainda a origem do carboidrato que € mobilizado pela enzima
treal ase nesta mesma popul agéo.

Os lipidios estéo armazenados na forma de triacilglicerdis (Willmer et al., 2005).
Muitos animais contém células que sdo especializadas para a sintese, armazenamento e
mobilizacdo desses triacilglicerdis, por exemplo, corpo gorduroso em insetos e tecido
adiposo em vertebrados (Willmer et al., 2005). Triacilglicerol é hidrolisado a acido
graxo e glicerol pelas lipases (Willmer et al., 2005). O glicerol assim produzido pode
ser convertido a gliceraldeido 3-fosfato e entdo metabolizado para glicose ou glicogénio
pela gliconeogénese (Willmer et al., 2005). Gliconeogénese € uma via universal em
todos os animais, vegetais, fungos e microrganismos, e as reacfes que dela fazem parte
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s80 as mesmas em todos os casos. (Lehninger et al., 2000). Os precursores importantes
da glicose nos animais sdo o lactato, o piruvato, o glicerol e a maioria dos aminoéacidos
(Lehninger et al., 2000). A diminuicdo dos carboidratos nas células e a reducdo da
glicemia constituem estimulos béasicos que desencadeiam 0 aumento da gliconeogénese
(Guyton & Hall, 1996). A diminuicdo dos carboidratos pode provocar diretamente a
reversdo de muitas reacfes da glicdlise e da via do fosfogliconato, permitindo assim, a
conversdo do glicerol em carboidratos (Guyton & Hall, 1996).

Depois que os lipidios so convertidos em carboidratos na forma de glicogénio,
este € hidrolisado pela enzima glicogénio fosforilase, que ndo apresentou diferenca
significativa em sua atividade entre as trés populacdes. O glicogénio entdo é
hidrolisado, liberando treal ose, que posteriormente é metabolizada pela treal ase.

Em insetos, como em outros organismos, 0 glicogénio (polissacarideo de
ligacdes glicosidicas [1(1-4) e ramificacdes [1(1-6) a cada 7 ou 20 residuos ao longo da
cadeia principal) € utilizado como reserva de glicose para utilizacdo em diferentes
pontos do ciclo de vida (Tolmasky et al., 2001). A degradacdo deste acUcar pela
glicogénio fosforilase € o passo limitante para a biossintese de trealose (Park & Keeley,
1996).

Finalmente, verificamos que a enzima treal ase presente nas trés populagdes de S.
zeamais segue a cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentracdo do substrato
utilizado. A atividade catalitica de trealase ndo aumenta ou diminui em resposta a
determinados sinais, ou sgja, ndo é regulada por enzimas alostéricas (Lehninger et al.,
2000). Os parametros cinéticos da enzima (Ky e Vmax) foram estimados pela derivacéo
da equacdo de Michaelis-Menten e de acordo com os resultados obtidos, o substrato
utilizado nos ensaios apresentou maior afinidade pela trealase da populacéo de Sete
L agoas devido ao menor valor de Ky.

A enzima amilase € responsavel pela hidrdlise de ligacfes glicosidicas [1-1,4
dentro do amido e polissacarideos relacionados (Lehninger et al., 2000). Além disso,
esta enzima tem um papel central no metabolismo de carboidratos fazendo com que
organismos que possuem uma dieta rica em amido dependam da efetividade de suas
amilases para sobreviver (Titarenko & Chrispeels, 2000). Este € o caso de insetos que
s80 sérias pragas agricolas e consomem 6rgaos de plantas ricos em amido, assim como
sementes e raizes (Titarenko & Chrispeels, 2000). As popul agles resistentes estudadas
apresentam diferencas na mobilizacdo de amido. A ata atividade de amilase na
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populacdo de Jacarezinho sugere maior importancia desta enzima no metabolismo
digestivo como fornecedora de grande quantidade de carboidrato para acimulo no corpo
gorduroso desta mesma populacéo. O amido digerido parece ser utilizado apenas para
estocagem e ndo para fornecimento de aglcares para 0 metabolismo energético.
Entretanto, a baixa atividade de amilase na populacdo de Juiz de Fora sugere que o
acUcar utilizado para a formacao de treal ose parece ndo ser proveniente do amido e que
baixa quantidade deste polissacarideo parece ser digerido e posteriormente acumulado
nas células de corpo gorduroso.

Com arealizacao deste trabalho podemos sugerir que o metabolismo energético
dos insetos da populacdo de Jacarezinho ocorre eficientemente possibilitando a
mitigacdo do custo fisioldgico associado ao fenémeno de resisténcia nesta popul acéo.
Acreditase que 0s insetos provenientes desta populagdo alocam suas reservas
energéticas de maneira balanceada, ou sgja, apenas quando 0 organismo realmente
necessita. O mecanismo de defesa parece ser ativado apenas quando requerido. No
entanto, a populacdo de Juiz de Fora reage de maneira diferente, pois parece ocorrer
gasto adicional de energia, gerando um alto e desnecessario metabolismo energético.
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Enzimas Digestivas em Populagdes de Caruncho-do-Milho
Resistentes e Susceptivel aPiretréides



Resumo

Populaces de S. zeamais de susceptibilidade distinta mostram gue os individuos
provenientes da populacdo resistente de Jacarezinho apresentam maiores areas de
trofécitos, de maneira a favorecer maior acimulo de substancias de reserva (proteinas
totais e carboidratos neutros totais) no interior destes. Esta maior reserva pode ser
resultado de um maior acimulo de carboidratos e proteinas, sendo este acumulo
resultado de uma maior eficiéncia digestiva. Para testar esta hipétese realizamos ensaios
enzimaticos com as enzimas digestivas e também enzimas responsaveis pelo acesso do
inseto ao alimento. Verificamos se existem diferencas nas atividades de proteases,
celulases, poligalacturonase e pectina liase nas popul agbes resistentes de Jacarezinho e
Juiz de Fora, e na populacdo susceptivel de Sete Lagoas. De acordo com os resultados
obtidos entre as enzimas digestivas, apenas atividade de protease total ndo diferiu
significativamente entre as trés populagdes. As populagdes de Juiz de Fora e
Jacarezinho mostraram as mais atas atividades de serino protease (amidésica), cisteino
protease e celulase. Em contrapartida, a maior atividade de serino protease (esterésica)
foi exibida pela populagdo de Juiz de Fora. Entre as enzimas de acesso do inseto ao
alimento, pectina liase ndo apresentou diferenca significativa em sua atividade entre as
trés populacbes, sendo que as populagbes de Sete Lagoas e Juiz de Fora apresentaram
atividades mais atas para poligaacturonase. A andlise de varidveis canbnicas foi
realizada mostrando diferenca significativa entre as populagdes. As enzimas serino-
protease (amidasica e esterasica), cisteino-protease e celulase foram as enzimas que
mais contribuiram para a divergéncia entre as populacdes. Os parametros cinéticos
foram também calculados para as quatro enzimas responsaveis pela divergéncia entre as
populagdes. Podemos sugerir entdo, que a alta atividade de proteases e celulase na
populacdo de Jacarezinho possibilita a mitigacdo do custo fisiologico associado a

resisténcia nos insetos desta popul acéo.

Palavras-Chave: resisténcia a inseticidas, caruncho-do-milho, custo fisiolégico,
proteases, celulase.
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Abstract

S zeamais populations of distinct susceptibility show that the insects from the
resistant population from Jacarezinhohas grester trophocytes area, favoring higher
accumulation of reserves (total proteins and total neutral carbohydrates). This greater
reserve can result from the greater accumulation of carbohydrates and proteins, and this
accumulation may result from a higher digestive efficiency. To test this hypothesis,
enzymatic assays with the digestive enzymes were carried out, as well as assays with
enzimes involved in providing food access to the insects. There were significant
differences in the activities of proteinases, cellulase, polygalacturonase and pectin lyase
in the resistant populations from Jacarezinho and Juiz de Fora, and in the susceptible
population from Sete Lagoas. Only the total proteinase activity did not differ
significantly among the three populations. The populations from Juiz de Fora and
Jacarezinho showed higher activities of serine-proteinase (amidolytic), cysteine-
proteinase and cellulase. However, the highest activity of serine-proteinase (esterolytic)
was exhibited by the population from Juiz de Fora. Among the enzymes of access to
food, pectin lyase did not show significant difference in activity among the three
populations. The populations from Sete Lagoas and Juiz de Fora showed higher
activities of polygaacturonase. The canonical variate analysis indicated significative
difference among the populations. Serine-proteinase (amydolitic and esterolytic),
cysteine-proteinase and cellulase were the enzymes that most contributed to the
divergence among the populations. The kinetic parameters were calculated for the four

enzymes mainly responsible for divergence between the populations.

Key words: insecticide resistance, maize weevil, physiological cost, proteinases,
cellulases.
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INTRODUCAO

As modificagdes causadas pelo fenbmeno de resisténcia a inseticidas, geralmente
induzem efeitos deletérios no inseto (Coustau et al., 2000), usualmente chamado de
custo fisiolégico. Como resultado, 0 aumento da taxa metabdlica se torna necessario
para os individuos resistentes manterem o mecanismo de defesa. Se ndo ocorrer um
incremento no metabolismo, a realocacdo de energia pode prejudicar outros processos
fisiologicos envolvidos com o desenvolvimento do inseto, como manutencdo e
reproducdo (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999; Chown & Gaston, 1999).
Entretanto, existem alguns estudos que mostram auséncia deste custo em individuos
resistentes a inseticidas (Beeman & Nanis, 1986; Haubruge & Arnaud, 2001; Raymond
et al., 2001).

Fragoso et al. (2005), redlizando estudos de crescimento populacional com
populacbes resistentes e susceptivel de Stophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), observou que o desempenho reprodutivo da populagdo resistente de
Jacarezinho é semelhante a0 apresentado pela populacdo padrdo de susceptibilidade,
demonstrando que a resisténcia a inseticidas nesta populacdo resistente pode ndo
incorrer em custo fisioldgico adicional capaz de modificar sua performance reprodutiva.

Foi observado também por Guedes et al., (2006), que as popul acdes resistentes
(Jacarezinho e Juiz de Fora) apresentam maiores areas de trofécitos, de maneira a
favorecer maior acimulo de substéncias de reservas (proteinas totais e carboidratos
neutros totais) no interior destes.

Os resultados acima sugerem que 0 armazenamento das reservas provenientes da
digestdo de proteinas e carboidratos, e sua mobilizacdo no corpo gorduroso de insetos
da populagdo resistente, particularmente Jacarezinho, ocorram de maneira eficiente,
tornando esta populagdo uma excelente competidora devido a maior obtencdo de
energia e capacidade de manutencéo da resisténcia. A maior eficiéncia na mobilizacgo
de reservas pode ser resultado de um maior acimulo de carboidratos e proteinas, sendo
que este acimulo deverd resultar em uma maior eficiéncia digestiva. Para testar esta
hipétese realizamos ensaios enziméticos com enzimas responsaveis pelo acesso do
inseto ao alimento e também enzimas do sistema digestivo e verificamos se existem
diferencas em suas atividades, nas trés diferentes populagdes. Suspeita-se que a
atividade destas enzimas possa estar relacionada com a mitigagcdo de custo adaptativo na
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populacdo resistente de Jacarezinho. Foram realizados ensaios com as enzimas
poligalacturonase, pectinaliase, celulase e proteases.

Poligalacturonase e pectina liase sdo duas enzimas pertencentes ao grupo das
pectinases e sa0 responsaveis pela degradacdo da pectina, componente principal da
lamela média da parede celular de plantas (Shen et al., 1996). Estas enzimas estdo
presentes na glandula salivar dos insetos, sendo utilizadas para quebrar o materia
vegetal que foi ingerido (Shen et al., 1996). Estas enzimas sdo responsaveis pelo acesso
do inseto ao alimento.

No aparelho digestivo dos insetos encontram-se enzimas como celulase e
proteases que atuam em macromoléculas. A hidrélise da celulose € redlizada
enzimaticamente através da acdo sinérgica de trés tipos de enzimas pertencentes ao
grupo das celulases: endoglucanases, exoglucanases e celobiases (Henrissat et al., 1985;
Beguin & Aubert, 1994). A celulose é amaior fonte de alimento para muitas espécies de
insetos, especialmente para xil6fagos e/ou fitéfagos, e a presenca da enzima celulolitica
pode ser vantgjosa para aumentar a disponibilidade de energia e nutrientes (Wel et al.,
2005). Muitos trabalhos mostram que estas enzimas sdo produzidas pelos insetos
(Watanabe et al., 1998; Lee et al., 2004), pelos organismos simbiontes que vivem no
intestino destes (Ohtoko et al., 2000) ou ambos (Watanabe et al., 1998; Ohtoko et al.,
2000; Breznake & Brune, 1994).

As proteases sd0 enzimas proteoliticas, ou sgja, hidrolisam ligacdes peptidicas
das proteinas e sdo encontradas em todas as células e tecidos, dém de gudarem na
digestdo de alimentos protéicos (Lehninger et al., 2000). So divididas em quatro
subclasses, de acordo com 0 seu mecanismo catalitico: serino-proteases, cisteino-
proteases, aspartil proteases e metalo proteases (Xavier, 2002). As serino-proteases sdo
as enzimas mais estudadas, sendo encontradas em virus, bactérias e em eucariotos
(Xavier, 2002). No grupo dos insetos, serino-proteases estédo presentes na maioria das
espécies, principalmente em |epidopteros (Reeck et al., 1999). Seus representantes mais
conhecidos sdo a tripsina e a quimotripsina que participam de uma grande diversidade
de processos fisiolégicos, incluindo, aém da digestdo, a ativacdo de proteinas
especificas, como nas cascatas de coagulacdo, na resposta imune de insetos e plantas
(Wilson et al., 1997; Gorman et al., 2000a e 2000b), desenvolvimento e producéo de
peptideos biologicamente ativos (Gill et al., 1996). Cisteino-protease € outra subclasse
também bastante estudada e encontrada em sua grande maioria nos coledpteros (Zhu-
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Salzman et al., 2003) e os estudos a respeito destas enzimas se baseiam principamente
no controle de pragas de gréos ou sementes através do uso de inibidores de cisteino-
proteases.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se existem diferengas na
atividade enzimética das possiveis enzimas responsaveis pelo acesso do inseto ao
alimento e também das enzimas responsaveis pelo sistema digestivo. Os insetos sdo
provenientes de duas populages resistentes (Jacarezinho e Juiz de Fora) e uma
popul acdo susceptivel (Sete Lagoas) de S. zeamais.

MATERIAL E METODOS

a) Populacdesde S. zeamais

Trés populagcdes de S. zeamais foram utilizadas neste estudo. A populacéo
padréo de susceptibilidade utilizada é proveniente do Centro Nacional de Pesguisa de
Milho e Sorgo (EMBRAPA Milho e Sorgo - CNPMYS), localizado na cidade de Sete
Lagoas’yMG. As outras duas populacdes sdo atamente resistentes a piretréides. Uma
delas foi coletada em moinho de gréos na cidade de Juiz de ForalMG, Brasil, no inicio
de 1999 e a segunda foi coletada origindmente em unidades armazenadoras de
sementes de milho em Jacarezinho/PR no final da década de 80. Todas as popul acdes
foram criadas em gréos de milho isentos de inseticidas e mantidas em condigbes
controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade (70 + 5%) e fotoperiodo (LD 12:12h).

b) Preparacdo dasenzimas

Para a determinacdo da atividade de proteases, trés amostras aeatdrias de 40
insetos adultos (para atividades proteasica, amidasica e esterasica) ou 100 insetos
adultos (para cistéino-proteases) nado-sexados de cada populacdo foram coletadas,
imersas em solucéo de KCI 1,5% e homogeneizadas em 5,0 mL de Tampéo Tris-HCI
0,1M, pH8,0. O extrato foi filtrado em gase de algodéo e centrifugado em 10.000 gmax
por 15 min. O precipitado foi descartado e aliquotas do sobrenadante foram retiradas
para determinacdo de proteina e atividade das enzimas. Para os ensaios de celulases,
poligalacturonase e pectina liase foram coletadas trés amostras de 500 insetos adultos
nao-sexados os quais foram homogeneizados em 6,0 mL de Tampao TrissHCl 0,1M,

pH8,0 e 7,0 mL do mesmo tampao para as duas Ultimas enzimas.
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c) Determinacéo da concentracdo de proteina
A concentracdo de proteina nos extratos enziméticos foi determinada pelo
método de Warburg - Christian (1941).

d) Determinacéo da Atividade Enzimética

Para as enzimas proteoliticas foram determinadas as atividades de protease total,
serino-protases e cisteino-proteases. Para a atividade de protease total utilizou-se como
substrato azocaseina 2% (p/v) em tampdo TrissHCI 0,1M, pH 8,0, 37° C segundo o
método descrito por Tomarelli et al., (1949). A mistura de reacéo consistiu de 250 pL
de substrato e 300 pL de extrato enzimatico, que foi incubada a 37° C por 30 min. Logo
apos, a reacdo foi paralisada com 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% (v/v) (TCA) e
deixada em repouso por 15 min no gelo. Antes da leitura em 440 nm adiciona-se 1,4 mL
de NaOH 1,0M.

A atividade de serino-proteases foi determinada com dois diferentes substratos:
L-BApNA (N-U-Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride), determinando
atividade amidasica e L-TAME (N-O-p-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride),
determinando atividade esterésica. A atividade amidasica foi determinada de acordo
com o método descrito por Erlanger et al. (1961), com o L-BApNA 60mM diluido em
tampédo TrissHCI 0,1M, pH 8,2 com CaCl, 20mM. A mistura de reagdo consistiu de
5mL de substrato e 0,6 mL de extrato enzimético, incubada a 25° C por 2,5 min. Logo
apos, a leitura foi realizada em um comprimento de onda de 410 nm. O coeficiente de
extingdo molar de 8800M *cm™ para o produto formado foi utilizado para os calculos de
atividade. A atividade esterésica foi medida de acordo com o método descrito por
Hummel (1959), com o L-TAME 0,1mM diluido em tampéo TrissHCI 0,1M, pH 8,2
com CaCl, 20 mM. A mistura de reagéo consistiu de 0,5 ml de tampéo Tris-HCI 0,1M,
pH 8,2, 0,5 mL de substrato e 250 L de extrato enzimético, incubada a 25° C por 2,5
min. Logo apds, a leitura foi realizada em um comprimento de onde 247 nm e para 0s
célculos utilizou-se o coeficiente de extingdo molar de 540 M 'em™.

O ensaio de cisteino-protease foi realizado utilizando-se 0 mesmo método descrito
por Erlanger et al. (1961), mas com a adi¢do de um inibidor de serino-protease (0,1 mL

de benzamidina 10 mM na mistura de reacdo). O principio de acdo e o coeficiente de
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extincdo molar utilizado nos célculos foram 0s mesmos do ensaio de atividade sobre o
L-BApNA para serino-proteases.

O ensaio para celulase foi realizado de acordo com 0 método descrito por Lee et
al. (2004) e pelo método do acUcar redutor (acido dinitrosalicilico — DNS) descrito por
Miller (1959). O substrato foi preparado dissolvendo-se carboximetilcelulose 1% (p/v)
em tampao acetato de sodio 50 mM pH 6,0. A mistura de reacéo consistiu de 1,0 mL de
substrato e 1,0 ml de extrato enzimatico, com incubagéo a 37° por 30 min.. A reacdo foi
paralisada com &cido dinitrosalicilico (DNS), que reduziu a glicose liberada. A curva
padréo da glicose foi feita com concentragbes de 1,0 a 9,0 mM e aleitura realizada em
comprimento de onda de 540 nm.

A atividade da poligalacturonase foi realizada de acordo com o método descrito
por Doostdar et al. (1997) e pelo método do aclcar redutor (DNS) descrito por Miller
(1959). O substrato foi preparado dissolvendo-se acido poligal acturdnico 1,3% (p/v) em
tampdo acetato de sddio 100 mM e cloreto de sddio 2,5M, com pH fina de 4,8. A
mistura de reacdo consistiu de 1,0 mL de substrato e 1,0 mL do extrato enzimético, com
incubac&o a 40° C por 20 min. A curva padrdo do acido galacturénico foi realizada com
concentragcoes que variavam de 0,3 a 2,7 mM e aleitura foi feita em comprimento de
onda de 540 nm.

O ensaio de pectina liase foi realizado de acordo com o método de Albershein
(1966). O substrato foi preparado através de pectina 2,5% (p/v) em tampédo fosfato
0,05M, com pH final de 6,8. A mistura de reacéo consistiu de 1,0 mL de substrato e 1,5
mL do extrato enzimético com incubacédo a 40° C por 30 min. Em seguida, o ensaio foi
paralisado com a adicdo de 4,5 mL de HCl 0,01M e a leitura realizada em um
comprimento de onda de 235 nm. Para os célculos utilizamos coeficiente de extingdo
molar de 5500 M™cm™ e 1 unidade de atividade de pectinaliase (U) foi definida como a
guantidade de enzima que produziu 1nmol de produto/mL/min.

Todos os reagentes citados acima foram adquiridos da Sigma-Aldrich Quimica
Brasil (S&o Paulo, SP, Brasil).

€) Determinacgéo dos par@metr os cinéticos

Os parametros cinéticos foram determinados para 0s ensai 0s de serino-proteases,
cisteino-proteases e celulases. As reacOes foram realizadas com concentracbes de
substrato que variavam de 0,109 a 1,09 mM para L-BApNA e 0,008 a 0,08 mM para L-
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TAME, nos ensaios de serino-proteases; 0,1 a 1,0 mM para L-BApNA no ensaio de
cisteino-proteases e 0,015 a 0,12 g/L para celulases. O grafico de Michelis-Menten e
Lineweaver-Burk foram feitos através do programa SigmaPlot (SPSS, 2000), gerando

entdo, 0s parametros cinéticos Vmax e Ky,.

f) Andlise Edtatistica

Os resultados das atividades de cada enzima para as trés populagbes foram
submetidos a andlise de varidveis canbnicas (CVA) usando o procedimento PROC
CANDISC do SAS (SAS Ingtitute, 2001). A significancia da separacéo entre enzimas,
indicada pela ordenacéo através da CVA, foi determinada pela comparacéo dos pares
candnicos entre pares de enzimas usando o teste F aproximado (p < 0,05). Além disso,
o0s dados de atividades enzimaticas foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA),
seguidos por teste de média (LSD).

RESULTADOS

a) Enzimasdigestivas
Foram determinadas atividades especificas de enzimas do sistema digestivo
(proteases e celulases) nas trés populacbes de S. zeamais, e também atividades das
enzimas responsaveis pelo acesso do inseto ao alimento, como a poligalacturonase e
pectinaliase (Tabela l).
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Tabela 1. Atividades de enzimas digestivas e de acesso ao alimento (Média + EPM) de populacfes de S. zeamais. Médias seguidas pela

mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si.
Enzimas
Enzimas Digestivas Enzimas de Acesso
Proteases Pectinases
Serino- Cisteino-
Populagcbes | Protease Total | Serino-protease protease protease Celulase Poligalacturonase PectinaLiase
(amidasica) (esterasica)
(Dabs./mg proteina) nmol/s/mg proteina) (nmol/min/mg proteina) (U/mg protefna)* 107
Sete Lagoas 0,24+001a 0,045 + 0,0016 b 0,35+ 0,05b 0,03+ 0,002 b 14,70+ 0,30 b 9,83+0,65a 0,0137+511a
Juiz de Fora 0,25+001a 0,074+ 0,0045 a 308+047a 0,05+ 0,001 a 16,19+ 0,65a 9,44+0,69a 0,0134+0,174a
Jacarezinho 0,29+ 0,02a 0,064 + 0,0043 a 1,07+£0,18b 0,05+ 0,003a 17,59+ 0,52a 415+ 0,22b 0945+272a

43



De acordo com andlise de variancia e subsegiiente teste de média apenas a
atividade de protease total ndo diferiu significativamente entre as popul aces estudadas
(F =279, dlero = 6, p = 0,1394). As populacdes de Juiz de Fora e Jacarezinho ndo
apresentaram diferenca significativa entre elas, mostrando as mais altas atividades de
serino-protease (amidasica) (F = 15,56, glero = 6, p = 0,0042), cisteino-protease (F =
25,96, glero = 6, p = 0,0011) e celulase (F = 23,85, glaroc = 6, p = 0,0014). Em
contrapartida, a maior atividade de serino-protease (esterasica) foi exibida apenas pela
populacdo de Juiz de Fora (F = 22,65, glero = 6, p = 0,0016).

Entre as enzimas de acesso do inseto ao alimento, pectina liase ndo apresentou
diferenca significativa de sua atividade entre as trés populagdes (F = 5,01, glero =6, p =
0,0526), sendo que as populagbes de Sete Lagoas e Juiz de Fora apresentaram
atividades mais altas de poligal acturonase (F = 31,18, glero = 6, p = 0,0007).

A andlise de varidveis candnicas (CVA) para as enzimas digestivas e de acesso
do inseto ao alimento indicou diferenca significativa entre as populagdes, considerando
a atividade das mesmas. Foram calculados dois eixos canbnicos, sendo apenas o
primeiro significativo (p < 0,05) e responsavel por 99,99% da variancia total observada
(Tabela 2).

Tabela 2: Eixos candnicos e suas cargas (entre estrutura candnica) de populagdes de
caruncho-do-milho (S. zeamais) baseado na atividade de enzimas digestivas e de acesso

do inseto ao alimento destas popul agoes.

Variaveis (enzimas) Eixos canbnicos
1 2
Protease (total) 0.50 0.86
Serino-protease (amidésica) 0.99 0.11
Serino-protease (esterasica) 0.83 0.55
Cisteino-protease 0.98 0.15
Celulase 0.99 0.03
Poligalacturonase -0.37 0.92
Pectinaliase -0.35 0.93
P < 0,0001 < 0,0001
Correlacéo candnica quadrada 1,00 1,00




Baseado em suas cargas candnicas, serino-proteases (amidasica e esterasica),
cisteino-proteases e celulases (eixo 1) foram as enzimas que mais constribuiram para a
divergéncia entre as popul agdes.

O diagrama de ordenacdo derivado da andlise de variaveis canbnicas foi
realizado com os dois eixos e mostrou diferenca significativa entre as populacoes
estudadas, separando a populacdo susceptivel (Sete Lagoas) das outras duas popul agdes

resistentes (Jacarezinho e Juiz de Fora) (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama de ordenacdo (CVA) mostrando a discriminagdo das trés
populacdes de S. zeamais, baseado na atividade das enzimas digestivas e de acesso do
inseto ao alimento. Os simbolos sdo as populacfes e representam as médias das classes

de varidveis canbnicas.

b) Parémetros cinéticos
As curvas de velocidade do tipo hiperbdlica foram obtidas para as quatro
enzimas que contribuiram para a divergéncia das populacdes, mostrando que serino-

protease (amidasica e esterésica), cisteino-protease e celulase de S. zeamais seguem a
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cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentracéo de substrato usada (Figura 2, 3A
e 3B, 4). Os parametros cinéticos Km e Vmax destas mesmas enzimas foram, portanto,
determinados utilizando a equacdo do modelo cinético proposto por Michaelis-Menten
(Tabela 3).

(.8
o Sete Lagoas
v Tz de Fora =l
0 JTacarezmho v 2
o v
(.0 4
a
1.4 -

0.2 -

Velocidade (nmol’s/mg de proteina )

0.0 -

0.0 0.2 0.4 0.6 0.5 1.0 1,2
[3] (mM)
Figura 2: Gréfico de Michaelis-Menten da atividade de serino-protease (amidasica) de
S zeamais das populagOes de Sete Lagoas, Juiz de Fora e Jacarezinho. A curva

hiperbdlica foi obtida a partir dos dados experimentais usando a equacdo de Michaelis-
Menten e para obtencéo de Ky e Vmax. Insercdo: grafico de Lineweaver-Burk.
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Figura 3: Gréafico de Michaelis-Menten da atividade de serino-protease (esterasica) (A)

e cisteino-protease (B) de S. zeamais das populacdes de Sete Lagoas, Juiz de Fora e

Jacarezinho. A curva hiperbdlica foi obtida a partir dos dados experimentais usando a

equacdo de Michaelis-Menten e para obtencdo de Ky e Vmax. Insercdo: grafico de

Lineweaver-Burk.
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Figura 4. Gréafico de Michaelis-Menten da atividade de celulase de S zeamais das
popul agbes de Sete Lagoas, Juiz de Fora e Jacarezinho. A curva hiperbdlicafoi obtida a

partir dos dados experimentais usando a equacéo de Michaelis-Menten e para obtencéo

de Ky e Vmax. Insercdo: gréfico de Lineweaver-Burk.
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Tabela 3: Par@metros cinéticos de serino-protease (amidésica e esterasica), cisteino-protease e celulase de S. zeamais provenientes de uma

populacdo susceptivel (Sete Lagoas) e duas popul agdes resistentes (Juiz de Fora e Jacarezinho).

Enzimas
Popul agdes Serino-protease (amidasica) Serino-protease (esterasica) Cisteino-protease Celulase
Kwm Vmax Kwm Vmax Kwu V' max Kwu Vmax
(mM) (nmol/s/mg proteina) (mM) (nmol/s/mg proteina) (mM) (nmol/s/mg proteina) (mM) (nmol/min/mg proteina)
Sete Lagoas | 0,28 + 0,05 0,54 + 0,03 0,009 + 0,002 42,65+ 2,48 0,20+ 0,04 0,58 + 0,04 0,02+ 0,01 30,98 + 3,76
Juiz de Fora | 0,27 + 0,07 0,88 + 0,07 0,006 + 0,002 54,78 + 291 0,15+ 0,02 0,75+ 0,02 0,04 £ 0,01 46,45 + 5,51
Jacarezinho | 0,26 + 0,05 0,87 £ 0,05 0,007 + 0,002 52,52 + 3,18 0,07+0,01 0,68 + 0,02 0,03+ 0,01 69,17 + 9,37
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DISCUSSAO

Diversos estudos sobre evolucdo da resisténcia associam esse fendmeno a um
custo fisiolégico ao individuo (Raymond et al., 2001; Berticat et al., 2002; Li et al.,
2002; Sinkins & Hastings, 2004). Fragoso et al., (2005), realizando estudos de
crescimento populacional em S zeamais, mostraram que a populacdo de Jacarezinho
possuia performance de desenvolvimento igual a populacdo susceptivel e superior a
outra populacéo resistente de Juiz de Fora. Outros estudos realizados por Guedes et al.
(2006) constataram que a quantidade de reservas armazenadas nas células de corpo
gorduroso de individuos provenientes da populacdo resistente de Jacarezinho era
significativamente superior as das demais populagdes utilizadas em seus estudos. Logo,
a aocacéo de energia para a producdo dos aparatos destoxificativos nesta mesma
populacdo ocorrera sem que haja comprometimento de seu potencial reprodutivo.
Outros estudos demonstram que resisténcia a inseticidas ndo necessariamente incorre
em custos fisiol égicos e revelam gendtipos resistentes com potencial de adaptacdo igual
ou superior aos dos susceptiveis (Kence & Jdeidi, 1997; Baker et al., 1998).

Os trabalhos de Fragoso et al., (2005) e Guedes et al., (2006) sugerem que 0
custo fisiologico da populacdo de Jacarezinho estgja sendo mitigado, pois a energia
adlocada esta sendo suficiente tanto para seus processos fisiologicos quanto para
resisténcia ainseticidas.

Com o objetivo de verificar quais 0s possivels mecanismos que estariam
possibilitando 0 acimulo desta energia, realizamos ensaios com enzimas digestivas
(proteases e celulase) e também, enzimas responsaveis pelo acesso do inseto ao
alimento (poligalacturonase e pectina liase). O grupo das proteases é dividido em
subclasses diferentes e quando determinamos a atividade de protease total, ou sgja, a
atividade de todas as proteases presentes em S zeamais, 0s resultados demonstraram
gque ndo existe diferenca significativa entre as trés populagbes. Mas, quando
determinamos atividade de classes especificas de proteases (serino-proteases e cisteino-
proteases) verificamos diferenca significativa entre populacbes. Apesar de alguns
estudos mostrarem que serino-proteases estéo presentes em baixo nivel na maioria das
espécies de Stophilus spp. (Baker, 1982), e que cistéino-proteases sdo a classe
mecanistica predominante nestes mesmos insetos (Liang et al., 1991; Houseman &

Thie, 1993), o presente estudo mostra que serino-proteases sd0 as enzimas
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predominantes nas populacfes de S. zeamais estudadas devido a alta atividade esterésica
destas.

A dta atividade amidasica e também de cisteino-protease nos insetos de
Jacarezinho sugere que durante a digestdo ocorre liberacdo de grande quantidade de
aminoacidos, que so utilizados em grande parte, para a sintese protéica. Posteriormente
estas proteinas formadas sdo armazenadas nas células trofociticas do corpo gorduroso
dos insetos e utilizadas para o crescimento e desenvolvimento do organismo (Guedes et
al., 2006). Estas reservas sdo mobilizadas de maneira mais eficiente, pois os insetos da
populacdo de Jacarezinho apresentam melhor performance de desenvolvimento frente a
outra populac@o resistente. Em contrapartida, para a populacdo de Juiz de Fora,
podemos sugerir que a alta atividade amidéasica, esterasica e de cisteino protease incorre
apenas em gasto adiciona de energia para 0s insetos, pois a maioria dos aminoacidos
liberados durante a digestdo de proteinas pode estar sendo alocado apenas para a
manutencdo do organismo e para 0 seu mecanismo de defesa. Consequientemente seu
crescimento e desenvolvimento estdo sendo prejudicados em decorréncia do custo
fisiol6gico existente nesta popul agéo.

Ainda dentro do grupo das enzimas hidroliticas, assim como as proteases, temos
a celulase, enzima responsavel pela hidrélise das ligacBes [1-1,4, entre as unidades de
glicose que formam a celulose (Lehninger et al., 2000). A digestdo de celulose ocorre
normalmente em insetos Xxil6fagos, ou sgja, que se alimentam de madeira, ou onivoros
com dieta nutricionalmente pobre, especialmente agueles cujo intestino € colonizado
por microrganismos (Chown & Nicolson, 2004). Os insetos mais conhecidos que
digerem celulose sdo 0s cupins e os gafanhotos. A idéa estabel ecida por muito tempo é
que as enzimas que digerem celulose sdo derivadas dos protozoarios ou bactérias que
residem no intestino dos insetos, ou fungo ingerido na dieta (Martin, 1991). Entretanto,
a contribuicdo das enzimas enddgenas tem sido fortemente debatida (Slaytor, 1992). Os
insetos sdo quase universalmente associados com microrganismos, sendo entéo, dificil
refutar a hipotese estabel ecida de enzimas derivadas (Chown & Nicolson, 2004). Apesar
de muitos simbiontes estarem localizados no intestino posterior, celulase endégena esta
presente nas glandulas salivar e intestino médio de insetos (Chown & Nicolson, 2004).

Os resultados obtidos com a atividade de celulase s&o semel hantes aos resultados
de proteases e as populagdes de Juiz de Fora e Jacarezinho apresentaram atividades
semelhantes e significativamente mais altas. O processo de digestdo da celulose,
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liberacBo de glicose para sintese de carboidratos e posteriormente acumulo deste
carboidrato no corpo gorduroso, ocorre na mesma proporcdo que as proteinas. O
carboidrato armazenado € mobilizado de maneira mais eficiente, pois os insetos da
populacdo de Jacarezinho apresentam melhor performance de desenvolvimento frente a
outra populac@o resistente. Em contrapartida, para a populacdo de Juiz de Fora,
podemos sugerir que a ata atividade de celulase incorre em liberacdo de grande
quantidade de glicose que sera utilizada apenas para a manutencdo do organismo e para
0 seu mecanismo de defesa. O crescimento e desenvolvimento estaréo prejudicados em
decorréncia do custo fisioldgico existente nesta popul agdo.

Os insetos utilizados neste estudo s&o uma das principais pragas da cultura do
milho no Brasil. Sua dieta € rica principalmente em amido e a quantidade de celulose
ingerida € muito pequena, proveniente apenas da parede celular do tegumento do gréo.
Acredita-se que a alta atividade de celulase encontrada em S. zeamais sgja heranca de
outras espéci es broqueadoras de madeira fil ogeneticamente rel acionados.

Finalmente, dentro do grupo das enzimas de acesso do inseto ao alimento,
encontramos poligalacturonase e pectina liase, sendo que esta Ultima ndo apresentou
diferenca significativa em sua atividade entre as trés populacdes (p < 0,05). Entretanto,
poligalacturonase apresentou atividades semelhantes e mais altas para a populacéo de
Sete Lagoas e Juiz de Fora. Em um estudo realizado com Stophilus oryzae, o caruncho-
do-arroz, Shen et al. (1996) demonstraram que as pectinases deste inseto sdo
empregadas como enzimas digestivas. Além disto, a degradacéo da pectina pode ajudar
outras enzimas digestivas a terem acesso ao aimento (Shen et al., 1996). Shen et al.
(1996) concluiram que poligalacturonases, juntamente com pectinesterases, degradam
pectina em oligassacarideos que podem ser absorvidos pelo intestino do inseto. Desta
maneira, pectina, um dos maiores componentes da parede celular das plantas, pode ser
usada como fonte de energia para os insetos. Portanto, os resultados obtidos com
poligalacturonase sugerem que os insetos da populagéo de Jacarezinho utilizam pouca
quantidade de pectina como fonte de energia, sendo a maioria desta energia proveniente
da digestdo de proteinas e carboidratos.

Os pardmetros cinéticos foram estimados apenas para as enzimas mais
importantes na divergéncia entre as populacfes. As constantes obtidas com a atividade
amidasica e esterasica nas trés populacdes concordam com os trabalhos realizados por
Magalhdes Rocha et al. (1980) e Oliveira et al. (1993), que encontraram valores de Ky
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de 15[0M para TAME e 0,58mM para BApNA, respectivamente, evidenciando entdo a
maior afinidade da serino-protease pel o substrato éster.

Serino-proteases (amidasica) e cisteino-proteases dos insetos de Jacarezinho
apresentaram maior afinidade pelo BApNA, devido ao seu menor valor de Ky e serino-
proteases (esterdsica), também de Jacarezinho, apresentaram maior afinidade pelo
TAME. Entretanto, celulases dos insetos de Sete Lagoas apresentaram maior afinidade
pela celulose. Estes resultados sugerem diferenca na digestdo de proteinas e
carboidratos entre as populagdes resistentes e susceptivel, sendo as proteinas digeridas
preferenciamente pela popul agdes resistente de Jacarezinho.

A dta atividade de proteases e também de celulase na populacdo de Jacarezinho
sugerem grande eficiéncia na digestdo de proteinas e carboidratos com conseqiente
acumulo nas células de corpo gorduroso. Durante o ciclo de vida destes insetos, as
reservas energéticas parecem ser alocadas para a manutencdo do mecanismo de defesa
sem que haja comprometimento dos processos fisiolégicos basicos (crescimento,
desenvolvimento e reproducdo), possibilitando asssim a mitigacdo do custo fisioldgico
associado a resisténcia nesta populacdo. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorre com a
populacéo de Juiz de Fora, pois grande parte do produto da digest&o parece estar sendo
utilizado apenas para a manutencdo do organismo, prejudicando entdo o0 seu

desenvolvimento.
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CONSIDERACOESFINAIS

O presente trabalho € uma continuagdo aos estudos de resisténcia a inseticidas
em populacdes brasileiras de S. zeamais iniciados na década de 90. Estudos anteriores
demonstraram, através de ensaios de crescimento populacional e caracteristicas
morfologicas de células do corpo gorduroso, a existéncia de custo fisiolégico na
populacdo de Juiz de Fora e auséncia do mesmo na popul agcdo de Jacarezinho. Com isso,
foi determinada a atividade de enzimas responsaveis pelo metabolismo energético e
digestivo do caruncho-do-milho, com o objetivo de verificar quais seriam 0s possivels
mecanismos que possi bilitariam a mitigagcéo deste custo na popul agéo de Jacarezinho.

Quanto ao metabolismo energético, podemos sugerir que a mobilizacgo imediata
das reservas energéticas nos insetos da populacdo de Jacarezinho, como trealose, parece
ocorrer de maneira eficiente. O mecanismo de defesa parece ser ativado apenas quando
ocorre necessidade, sem gasto adicional de energia e ndo prejudicando 0s processos
fisiol6gicos béasicos; diferente do que parece acontecer na populacdo de Juiz de Fora.
Nos insetos desta populacdo, a energia parece ser alocada excessivamente, prejudicando
outras rotas metabdlicas essenciais ao desenvolvimento do organismo.

Quanto ao metabolismo digestivo, podemos sugerir que a hidrolise de proteinas
e carboidratos ocorre também de maneira mais eficiente na populacéo de Jacarezinho,
pois o produto da digestdo € em grande parte direcionado para as células trofociticas do
corpo gorduroso para posterior acumulo e mobilizagdo. Durante o ciclo de vida destes
insetos, as reservas energéticas parecem ser alocadas para a manutencao do mecanismo
de defesa sem que haa comprometimento dos processos fisiologicos bésicos
(crescimento, desenvolvimento e reproducdo), possibilitando assim a mitigagéo do custo
fisiol6gico associado a resisténcia nesta populacdo. Entretanto, 0 mesmo parece néo
ocorrer com a populacdo de Juiz de Fora, pois grande parte do produto da digestéo pode
estar sendo utilizado apenas para a manutencéo do organismo, prejudicando entéo o seu
desenvolvimento.

Neste trabalho foram testados dois parémetros (metabolismo energético e
digestivo) que poderiam estar possibilitando a mitigagdo do custo fisiolégico na
populacdo de Jacarezinho, sendo que 0 segundo parametro apresentou resultados mais
consistentes e parece ser 0 mecanismo responsavel pela minimizacdo deste custo
associado ao fendmeno de resisténcia. Outros trabalhos ainda devem ser feitos para
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evidenciar ainda mais estes resultados, como a purificagcdo das enzimas mais relevantes
presentes nas rotas metabdlicas estudadas, assim como exposicdo dos insetos
provenientes das trés popul agbes estudadas ao inseticida, para posterior comparacdo do
metabolismo energético e digestivo na presenca e auséncia do agente téxico.
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