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RESUMO

D. melanogaster e D. simulans sdo espécies irméas nativas da Africa tropical
que divergiram de um ancestral comum a cerca de dois Myr. Estas espécies tém
sido comparadas em varios tracgos, incluindo a morfologia, fisiologia, comportamento
sexual, aloenzimas e outras proteinas, inversdées cromossémicas, DNA nuclear e
mitocondrial, elementos transponiveis, infeccdo por Wolbachia entre outros.
Entretanto, estudos em populagdes da América do Sul, inclusive do Brasil, séo
escassos. O objetivo principal do trabalho foi comparar linhagens geograficas de D.
melanogaster e D. simulans do Brasil, Africa e Franca, quanto & suscetibilidade ao
inseticida DDT, ao padrdao de beta e alfa esterases, principalmente em relagao a
frequéncia do polimorfismo da esterase- 6 em individuos fenotipados como
resistentes e suscetiveis, e a atividade da glutationa S-transferase. Ambas as
espécies mostraram uma ampla variabilidade nos valores da CLsy obtidos. Os
maiores valores foram observados nas linhagens africanas de D. melanogaster e D.
simulans, TANA (447,89 ug/mL), e TANA-4 (920 pg/mL). A linhagem Canton-S de D.
melanogaster foi a que apresentou o menor valor de ClLsg = 2,99 ug/mL.
Comparando as populagcdes de mesma localidade de ambas as espécies verifica-se
que as linhagens de D. melanogaster mostraram valores de CLsy, maiores que os de
D. simulans, com excec¢ao da linhagem FLO onde D. simulans apresentou um valor
de CLso (94,60) ligeiramente superior ao de D. melanogaster (81,82). Foram
analisadas duas bandas a-esterasicas, denominadas de a-1 e a-2, sendo que a
banda a-2 foi observada em 100% de todos os individuos analisados de ambas as
espécies. Os dados mostram maior variabilidade genética para D. melanogaster em
relacédo a resisténcia ao DDT, alta resisténcia para as linhagens africanas de ambas
as espécies, indicando que estas populagdes continuam sendo selecionadas por
este ou outro inseticida, a inexisténcia de um cline para os alelos S e F nas
linhagens de ambas as espécies, sugere-se que o tratamento com o DDT pode ter
selecionado os individuos heterozigotos para algumas linhagens e isto pode ter
mascarado o cline destas linhagens, ou mesmo um efeito de gargalo também nao
pode ser descartado. Quanto a analise da GST observou-se um sinergismo negativo
entre a atividade da GST e o grau de resisténcia ao inseticida. A linhagem mais

suscetivel (Canton S de D. melanogaster) mostrou o nivel mais alto de atividade da



GST e as linhagens mais resistentes (africanas de ambas as espécies), os niveis

mais baixos.

Palavras-chave: resisténcia a inseticidas, D. melanogaster, D. simulans, padrao de

esterases, polimorfismo da EST-6, GST.



ABSTRACT

D. melanogaster and D. simulans are sister species native to tropical Africa
which diverged from a common ancestor about two Myr. These species have been
compared in several traits, including morphology, physiology, sexual behavior,
allozymes and other proteins, chromosomal inversions, nuclear and mitochondrial
DNA, transposable elements, Wolbachia infection among others. However, studies in
populations of South America, including Brazil, are scarce. The main objective of the
study was to compare geographic strains of D. melanogaster and D. simulans from
Brazil, Africa and France, for susceptibility to the insecticide DDT, the pattern of a
and B esterases, especially in relation to the frequency of the polymorphism of
esterase-6 in individuals phenotyped as resistant and susceptible, and the activity of
glutathione-S-transferase . Both species showed a wide variability in LCsy values
obtained. The highest values were observed in African strains of D. melanogaster
and D. simulans, TANA (447.89 mg / mL), and TANA-4 (920 / mL). The Canton-S
strain of D. melanogaster was the one with the lowest LCsp = 2.99 mg / mL.
Comparing populations from the same location of both species the strains of D.
melanogaster showed LCsy values larger than D. simulans, except FLO D. simulans
strain had a LCs (94.60) slightly higher than D. melanogaster (81.82). We analyzed
two bands a-esterases, which we call a-1 and a-2, and the band a-2 was observed in
100% of all individuals analyzed in both species. The data show greater genetic
variability for D. melanogaster for resistance to DDT, high resistance to African
strains of both species, indicating that these populations continue to be selected by
this or another insecticide, the lack of a cline for the F and S alleles in strains of both
species, suggest that ftreatment with DDT may have selected individuals
heterozygous for some strains, which may have masked the cline these strains, or a
bottleneck effect cannot be ruled out. Regarding the analysis of GST was observed a
negative synergism between the GST activity and the degree of resistance to the
insecticide. The most susceptible strain (Canton S of the D. melanogaster) showed
the highest level of GST activity and more resistant strains (both African species), the
lowest levels.



Keyword: insecticide resitance, D. melanogaster, D. simulans, standard esterase,
polymorphism of EST-6, GST.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Drosophila melanogaster e D. simulans: tdo similares e tao diferentes

D. melanogaster € uma espécie referéncia para varios tipos de investigagbes
genéticas, principalmente depois de seu seqlienciamento. E uma espécie
cosmopolita, pode ser coletada em varios lugares, inclusive no ambiente doméstico
onde foi introduzida e transportada pelo homem (DAVID; CAPY, 1988) e devido a
essa colonizagao e adaptagado esta espécie também é uma referéncia em estudos
ecolégicos. Sua espécie-irma D. simulans, que divergiu do seu ancestral comum
ha dois milhbes de anos, possui caracteristicas comuns, mas também diferencgas
significantes.

D. melanogaster e D. simulans s&o nativas da Africa tropical, estdo
amplamente distribuidas em regides de temperaturas tropicais (DAVID; TSACAS,
1981) e usam principalmente recursos da fermentagdo de frutos para sua
alimentagao. Além disto, ocupam areas geograficas similares, sao simpatricas,
porém diferentemente de D. melanogaster, D. simulans ndo ocupa a area doméstica
(ROUAULT; DAVID, 1982; DAVID; TSACAS, 1983).

Apesar de serem consideradas espeécies irmas, D. melanogaster e D.
simulans possuem muitas caracteristicas significantemente diferentes que merecem
ser investigadas (PARSONS, 1983; LEMEUNIER et al, 1986; SINGH;
CHOUDHARY; DAVID, 1987; CHOUDHARY; COULTHAT; SINGH, 1992).

Quando comparamos a variabilidade dessas duas espécies, na maioria dos
casos a de D. simulans € menor que a de D. melanogaster (HYYTIA et al., 1985;
SINGH; CHOUDHARD; DAVID, 1987; AULARD et al., 2004) exceto quando
comparamos a diversidade nucleotidica (AQUADRO; LADO; NOON,1988).

O numero de coépias de elementos transponiveis (TEs) € muito diferente nas
duas espécies, Vieira e Biemont (2004) sugerem que isto pode estar correlacionado
com a dindmica da populagao e a histéria das duas espécies. Em D. simulans, por
exemplo, ha um numero menor de copias de TEs por familia do que em D.
melanogaster (LEIBOVITCH et al., 1992; CAGGESE et al., 1995; NUZDHIN, 1995;
VIEIRA; BIEMONT, 1996). A alta taxa de TEs em D. melanogaster pode estar
associada com sua colonizagdo mundial antiga enquanto a colonizagdo de

D.simulans é recente. Condi¢cdes de estresse em um novo ambiente e cruzamentos
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entre as populagdes migratdrias podem explicar a mobilizagdo dos TEs enquanto as
moscas estdo em processo de colonizagéo (VIEIRA; BIEMONT, 2004).

Um importante aspecto da variabilidade genética das duas espécies € que por
se tratar de espécies cosmopolitas s&o encontradas em varias regides com
diferentes latitudes e altitudes, o que gera variagéo clinal entre as populacdes e
dentro das populacdes. Estudo feitos analisando o peso corporal, comprimentos de
asa e torax, abdémen e cerdas esternopleurais, numero de ovariolos e pigmentagao
toracica indicaram uma diferenciagdo geografica muito menor em D. simulans do
que D. melanogaster e os clines latitudinais sdo menos pronunciados (GIBERT et
al., 2004).

Analises morfométricas revelaram uma grande quantidade de diferengas
significativas que podem estar relacionados a especiacéo e a divergéncia de nichos
ecologicos dentro de cada espécie. Em numerosas variagdes geograficas observou-
se algum tipo de adaptagdo climatica (GILBERT et al., 2004). Curiosamente,
investigacbes moleculares tém levado a mesma conclusdao (BABA - AISSA;
SOLIGNAC, 1984; HALE; SINGH, 1986; SINGH; CHOUDHARY ; DAVID, 1987).

As razbes para essas diferengcas permanecem a serem elucidadas. Uma
possibilidade € que D. simulans tem uma taxa muito mais elevada de dispersao, e
uma maior taxa de fluxo génico entre as populagdes. De fato, ha provavelmente
algumas diferencas nas capacidades de v6o das duas espécies (PETAVY et al.,
1997), mas nao esta claro quais das espécies € mais bem capacitada para migrar
por longas distancias.

Estas variagdes genético-geograficas das duas espécies tém, na maioria dos
casos, um significado adaptativo, como revelado pela ocorréncia de clinas
latitudinais. Semelhantes tendéncias sdo encontradas em ambas as espécies, mas a
amplitude de variagdo é muito maior em D. melanogaster (ANDERSON;
OAKESHOTT, 1984 Apud SAAD et al., 1994 )

As espécies sao morfologicamente mais proximas, quando as populagdes
tropicais sdo comparadas, e a divergéncia aumenta com a latitude, de modo que as
populagdes de regides temperadas sdo mais diferentes. Uma vez que ambas as
espécies sdo nativas da Africa tropical (PERE et al., 1988) é provavel que a maior
parte da diferenciacdo morfologica seja um evento evolutivo relativamente recente,

que acompanhou a colonizacdo dos lugares mais frios e € posterior a especiagao
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em si (LACHAISE; SILVAIN, 2004). A variacdo clinal latitudinal existe em varios
outros drosofilideos e € geralmente interpretada como consequéncia de uma
adaptacao as condig¢des climaticas locais (COPPIN et al., 2007).

Ha muitas hipdteses que tentam explicar as similaridades e diferengas entre
as duas espécies (CHOUDHARY; SING, 1987; SINGH; CHOUDHARY; DAVID,
1987; SINGH; LONG, 1992). E estas hipoteses podem ser divididas em dois grupos:
um baseado no background genético e outro referente a manutencdo dessas
diferengas associadas com fatores populacionais, como tamanho efetivo da
populagao, taxa migratoria, pressao de seleg¢ao, nicho e colonizagao.

A populacao natural de D. melanogaster € bem mais estruturada que de sua
espécie-irma (CHOUDHARY; SINGH, 1987; SINGH; LONG, 1992;) e esta hipotese
sugere que a plasticidade genética de D. melanogaster € maior que a de D.
simulans.

Essas duas espécies tém sido comparadas por inumeros tragos, e o segredo
de suas similaridades e diferencas esta longe de ser elucidado, por isso a
necessidade de investigagbes. Além do mais, D. melanogaster e D. simulans sao
modelos muito promissores para responder varias questdes evolutivas.

A lista de diferencas entre as duas espécies provavelmente nao esta
completa. Entretanto, um aspecto importante € a comparacdo da variabilidade
genética entre elas, principalmente, pelo fato delas serem cosmopolitas e
frequentemente encontradas nas mesmas areas geograficas, em diferentes latitudes
e altitudes e sua variacdo pode ser acessada em dois niveis: dentro e entre

populacdes.

1.2 Esterases

As esterases englobam um conjunto de enzimas geneticamente distintas que
podem desempenhar fungdes diversificadas em um organismo e possui em comum,
a propriedade de catalisar a hidrdlise de ésteres. Aléem dos ésteres, as esterases
tem a capacidade de atuar sobre outros substratos, hidrolisando peptideos, amidas
e haletos. O fato das enzimas com atividade esterasica poderem hidrolisar ligagdes

nao—éster, origina problemas para a terminologia e a classificacdo das mesmas.
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Com base no efeito da presenga de inibidores (reagentes sulfidrilicos,
organofosfatos e sulfato de eserina), as esterases foram divididas em quatro
classes: carboxilesterases, arilesterases, colinesterases e acetilesterases
(HEYMANN, 1980, apud HEALY et al., 1991; OAKESHOTT et al., 1993).

Estas enzimas tem sido estudadas em bactérias (SHIMADA et al., 1993),
fungos (NISCHIKAWA,; LIZUKA, 1993), plantas (CHO et al., 1994; CARVALHO et al.,
2003; SOUZA et al., 2005) e animais (CHAKRABORTI et al., 1993; LIMA-CATELANI
et al,, 2004; GLYNN et al., 2005). Trabalhos utilizando insetos mostraram sua
participagdo em processos digestivos (KAPIN; AHMAD, 1980; JONES; BRANCOFT,
1986; ARGENTINE; JAMES, 1995 ), reprodutivos ( RICHMOND; SENIOR, 1991;
MIKHAILOV; TORRADO, 2000 ), regulacdo do horménio juvenil (KORT; GRANGER,
1991; ZERA; HOLTMEIER, 1992; NASCIMENTO; BICUDO, 2002; KETHIDI et al.,
2005) e degradacao de inseticidas (MUTERO et al., 1994; FEYEREISEN, 1995;
WANG et al., 2004; GUPTA et al., 2005).

Em Drosophila, dois grupos de esterases podem ser distinguidos com base
no substrato hidrolisado in vitro, o grupo das a e (- esterases, que hidrolisam
preferencialmente substratos como a-naftii e B-naftil acetato. O grupo das a-
esterases inclui carboxilesterases, colinesterases e acetilesterases. O grupo das 3
esterases incluia somente carboxilesterases, entretanto, Mateus et al. (2009)
detectou a presenca de acetilesterases caracteristicas da fase larval em espécies do
complexo mulleri.

Os genes das a esterases apresentam uma organizagcao em cluster. Em D.
melanogaster, genes de 11 a-esterases foram mapeados na posicao 84D3-5 no
cromossomo IR, formando um cluster (RUSSEL et al., 1996). Esterases especificas
de machos que hidrolisam o a-naftil acetato foram observadas somente em espécies
do grupo repleta (CERON, 1988; LAPENTA et al., 1995).

O grupo das B esterases tem sido estudado no género Drosophila e a maioria
das espécies estudadas até o momento apresenta pelo menos duas [3 esterases,
sendo uma presente em todas as etapas do desenvolvimento e outra restrita a fase
larval, como a EST-6 (todo o ciclo) e EST-P(larval) de D. melanogaster (WRIGHT,
1963; DUMANCIC et al., 1997).

Mas, esta claro que algumas esterases sdao de ampla especificidade ao
substrato e sdo capazes de hidrolisar ésteres enddgenos e exdgenos, de estruturas
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muito diferentes. Muitos pesticidas, drogas e outros produtos quimicos sintéticos sao
esteres. Os grupos organofosforados, carbamatos e piretroides sao inseticidas que
se encontram nesta categoria (WALKER; MACKNESS, 1983). Dai a relacdo entre

acao de inseticidas, resisténcia e esterases.

1.2.1 Est-6

A EST6 é uma carboxilesterase (E.C.3.1.1.1) cujo gene estrutural foi
mapeado na regido proximal do bragco esquerdo do cromossomo Il em D.
melanogaster (WRIGHT, 1963). O locus Est-6 € polimoérfico para duas principais
aloenzimas na maioria das populagdes de D. melanogaster (OAKESHOTT et
al.,1987). Oakeshott et al. (1981) descreveram clines latitudinais nas frequéncias
alélicas das aloenzimas para populagdes de trés continentes. A aloenzima EST-F é
mais rara e a EST-S é mais frequente com o aumento da distancia do equador. Um
padrao clinal semelhante existe para o loco Est-6 de D. simulans, espécie irma de D.
melanogaster (ANDERSON; OAKESHOTT, 1984). No entanto, ndo existe uma
relacdo consistente entre a variagdo geografica nas frequéncias aloenzimaticas e
mudangas temporais nas frequéncias enzimaticos em localidades Uunicas
(RICHMOND, 1982).

Cochrane e Richmond (1979) usando critérios de termoestabilidade in vitro,
encontraram quatro variantes de EST6-F e trés dentro de EST6-S em D.
melanogaster. Cooke et al., (1987) usou eletroforese de alta resolugdo em acetato
de celulose e detectou um total de dez aloenzimas de EST6 para esta
espécie.Estas aloenzimas foram classificadas em cinco principais classes, EST6-U,
EST6-VF, EST6-F’, EST6-F e EST6-S, separadas por diferengas relativamente
grandes na mobilidade eletroforética. As trés primeiras classes sdo incomuns e cada
uma contém uma unica aloenzima. Entretanto, as classes mais comuns, EST6-F e
EST6-S contém respectivamente, trés e quatro variantes com menor mobilidade
(LABATE et al, 1989).

Cooke e Oakeshott (1989) sequenciaram toda regidao codificante da Est-6 em
13 linhagens de D. melanogaster de uma populagdo australiana (escolhida por
incluir todas as variantes aloenzimaticas conhecidas na populagao). Eles sugeriram

que as isoenzimas F e S diferem em dois aminoacidos (Asn/Asp na posig¢ao 237 e
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Thr/Ala na posicdo 247) (maiores detalhes em HASSON; EANES, 1996;
BALAKIREV et al., 1999) e consideraram estas duas substituicdes de aminoacidos
como os alvos mais provaveis para a selegao subjacente as clines latitudinais
previamente detectadas para as isoenzimas de F e S. Hasson e Eanes (1996)
investigaram o polimorfismo de nucleotideos da Est-6 na regido codificadora de 16
linhagens de diferentes lugares do mundo, selecionados com base na
presenca/auséncia da inversdo cosmopolita In(3L)Payne, e detectaram
polimorfismos compartilhados entre os cromossomos St e In(3L)Payne, indicando
grande fluxo génico entre os arranjos. Balakirev et al. (1999) sequenciaram 15 alelos
da regiao codificadora da Est-6 de uma populacao californiana e encontraram dois
haplétipos altamente diferenciados, um contendo os alelos F, e o outro consistindo
de alelos S. Também foi detectado um pico distinto de aumento na variagdo na
regido ao redor do sitio de substituicdo, responsavel pelo polimorfismo de EST6 F/S
e sugeriram que a selegéo balanceada pode estar envolvida no polimorfismo.

Todos estes estudos envolvem amostras que sdo muito pequenas
(BALAKIREYV et al, 1999.), ndo-casuais, ou ambas (COOKE; OAKESHOTT, 1989;
HASSON; EANES, 1996) e, portanto, inadequados para muitos testes genéticos de
populacédo (BALAKIREV; BALAKIREV; AYALA, 2002).

Muitos estudos tém detectado a selecdo envolvida no polimorfismo destas
variantes da EST-6. Entretanto, a natureza da selecao detectada diverge nestes
diferentes estudos (OAKESHOTT et al, 1989; RICHMOND et al. 1990).

Um dos principais problemas destes estudos iniciais é a dificuldade de se
medir aspectos do valor adaptativo que seriam relevantes para a funcdo da EST6.
Os primeiros estudos envolveram a selegcdo dependente da frequéncia (HEALY;
DUMANCIC; OAKESHOT, 1991), ou os efeitos do estresse em altas temperaturas
(WHITE; MANE; RICHMOND, 1988) ou altas concentragdes de certos ésteres no
alimento. A EST-6 é encontrada em grandes quantidades no ducto ejaculatério de
machos adultos (RICHMOND et al, 1990; SHEEHAN; RICHMOND;
COCHRANE,1979; HEALY; DUMANCIC; OAKESHOTT, 1991). Esta enzima é
encontrada em baixos niveis em tecidos digestivos e outros (olhos, antenas,
aparelho bucal, es6fago, hemolinfa, musculo toracico, pernas e asas de ambos os

sexos e nos orgaos reprodutivos de fémeas virgens). Em larvas no 3° instar larval a



20

atividade da EST6 foi detectada na hemolinfa, corpo gorduroso e discos imaginais
(HEALY; DUMANCIC; OAKESHOTT, 1991).

A proteina EST6 dos machos € transferida para as fémeas nos primeiros
minutos da copula pelo fluido seminal e afeta 0 comportamento da fémea, no sentido
de estimulo a utilizacdo dos espermas e na oviposicao e reduz sua receptividade a
um novo acasalamento (GILBERT; RICHMOND, 1982; SCOTT, 1986). Entretanto,
nao foram encontradas diferengas consistentes na comparagdo dos genotipos Est-
6F e Est-6S quanto a estes componentes reprodutivos do valor adaptativo
(GILBERT, 1985; MIEKLE; RICHMOND, 1991).

Saad et al (1994) estudaram cinco componentes do valor adaptativo em 18
isolinhagens de D. melanogaster polimérficas para diferentes isoformas dos alelos
de Est6 e a principal diferenca obtida por estes autores mais para a quantidade das
enzimas do que para a sua estrutura, e as diferencas variaram entre os
componentes do valor adaptativo testados. E estas diferengas significantes foram
para as variantes com menor mobilidade dentro de ambas as classes de EST6, S e
F.

1.3 Glutationa S-transferases

As Glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) sdo enzimas codificadas
por uma familia génica e existem em organismos pro e eucariotos. Estas enzimas
estdo envolvidas em muitas atividades fisiolégicas tais como detoxificagdo de
compostos xenobidticos e enddgenos, transporte intracelular, biossintese de
horménios e protecdo contra stress oxidativo (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY,
2005). Estas enzimas diméricas catalizam a reagao de conjugacao do tri-peptideo
glutationa (GSH) com os compostos eletrofilicos, aumentando a solubilidade dos
produtos tornando mais facil sua excre¢cdo (ARMSTRONG, 1997).

Estas isoenzimas estéo divididas de acordo com a sua localizagao celular em
trés principais categorias: GSTs citosodlicas, microssomais e mitocondriais. Até o
momento somente os dois primeiros grupos tém sido encontrados nos insetos
(JAKOBSSON et. al, 1996; HAYES, 2005). As GSTs citosodlicas séo proteinas que
estdo compostas de 200 a 250 aminoacidos e sdo ativas como homodimeros ou
heterodimeros. Baseados na sequencia homodloga da regido N-terminal,
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especificidade de substrato, imuno-reatividade, e sensibilidade a diferentes
inibidores, as GSTs citosdlicas nos insetos tém sido divididas em seis classes (Delta,
Epsilon, Omega, Sigma,Theta e Zeta) (DING et al.,2003; RANSON et al, 2001).

As classes Delta e Epsilon sdo Unicas e existem somente nos insetos.
Estudos recentes tém observado a relacao entre as GSTs e resisténcia a inseticidas
em insetos (PEMPLE; TAYLOR, 1992).

Estudos recentes tém focado sobre a relacdo das GSTs e a resisténcia a
inseticidas em insetos e tem sido demonstrado que as GSTs citosdlicas
(principalmente Delta e Epsilon) estdo envolvidas na resisténcia a
DDT/organofosfatos (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005). Em Aedes aegypti
foi mostrado o envolvimento da GSTe2 e GSTe7 na resisténcia ao DDT e ao
piretroide Deltametrina (LUMJUAN et al, 2011) e em Tribolium castaneum a
existéncia de diferentes classes de GSTs podem também estar envolvidas na
detoxificagdo de diferentes inseticidas (SHI et al, 2012).

Tem sido verificado que alguns componentes ambientais induzem e
aumentam a expressao das GSTs, assim certas GSTs tém sido utilizadas como
biomarcadores da poluigdo ambiental (PEREZ-LOPES; NOVOA-VALINAS;
MELGAR-RIOL, 2002; AYOOLA; GARCIA-ALONSO; HARDEGE, 2010). Além disto,
pesquisas com GSTs humanas tém focado sobre como alguns polimorfismos da
GSTs estao associados com a suscetibilidade ao cancer (VRANA et al., 2009;
CHEN, et al., 2010).

1.4 Drosophila: Organismo modelo no estudo da resisténcia

D. melanogaster tem sido utilizada como organismo modelo para o
entendimento dos mecanismos de resisténcia e de sua evolucdo. A utilidade desta
especie ndo é somente devida a descoberta de que populagbes naturais tém
desenvolvido resisténcia a xenobidticos liberadas no ambiente pelo homem, mas
também devido as inumeras vantagens genéticas desta mosca, facil acasalamento,
rapido ciclo de vida, pequeno numero de cromossomos.

D. simulans, espécie criptica de D. melanogaster, também tem sido utilizada
para o estudo de resisténcia a inseticidas devido a abundancia de informacdes
bioquimicas e genéticas disponiveis para esta espécie (WILSON, 1988; FFRENCH-
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CONSTANT et al., 1993; WINDELSPECHT et al., 1995). Estudos tém demonstrado
que estas espécies exibem uma resposta diferencial a selegcao por inseticida
(WALLACE, 1986; WINDELSPECHT et al.,, 1995; GRANZOTTO, 2007), fazendo
delas um sistema atrativo para o estudo dos efeitos da selecdo sobre espécies
simpatricas.

Resisténcia é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como “O
desenvolvimento, em uma linhagem de um organismo, da capacidade de tolerar
doses de tdxicos que sao letais para a maioria dos individuos em uma populagéo
normal (susceptivel) da mesma espécie” (ANONYMOUS, 1957 apud SCOTT, 1995).
Scott (1995) acrescenta que a resisténcia € a expressdo fenotipica em uma
populacdo, de um trago herdavel que ja foi expresso em alguns dos individuos em
uma populagéo antes da exposi¢ao ao toxico, sendo um evento pré-adaptativo.

A resisténcia a inseticidas € um dos maiores obstaculos que impedem o
controle de pestes de importancia agricola e médico-sanitaria. A resisténcia resulta
em aumento das taxas de aplicagdo dos inseticidas, diminuindo a produgéo,
causando danos ambientais, e a disseminagao de doengas animais e humanas
quando os vetores ndo podem ser controlados (PIMENTEL et al., 1992).

Dinamicamente, as populacdes de insetos suscetiveis expostas a toxinas por
um periodo de tempo sdo gradualmente substituidas pelas populagdes resistentes
(ROUSH; McKENZIE, 1987; McKENZIE, 1993; McKENZIE, 1996).

Os tipos mais comuns de resisténcia encontrados nos insetos sao a
desintoxicagcdo enzimatica aumentada e a insensibilidade ao sitio alvo (AGOSIN,
1985; OPPENOORTH, 1985). A resisténcia mediada pelas monooxigenases é
provavelmente o tipo mais freqliiente de metabolismo baseado na resisténcia a
inseticida (HODGSON; KULKARNI, 1983; OPPENOORTH, 1985; BRATTSTEN et

al.,, 1986; SCOTT; ROUSH; LIU, 1991), embora em alguns casos a resisténcia

mediada pelas esterases (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998) e pelas glutationa
S-transferase (YU, 1996) sejam também importantes. Dessa forma, acredita-se que
as familias multigénicas como o citocromo P450, glutationa S-transferase e
esterases fornegcam meios para os animais se defenderem dos xenobibticos e de
desafios do meio ambiente, tais como as plantas téxicas e produtos quimicos e
microbianos encontrados nos alimentos e nas drogas, pesticidas ou poluentes
organicos (FEYEREISEN, 1999; SCOTT; KASAI, 2004; Le GOFF et al., 2006).
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Ha consenso sobre o fato de que a resisténcia a inseticida contribui
positivamente para a populagcdo de inseto-praga através da adaptagdo dos
individuos ao uso de inseticidas: a duvida comega quando o uso de inseticida &
interrompido ou drasticamente modificado, circunstancia em que a resisténcia a
inseticida pode nao ser tao util (COUSTAU; CHEVILLON; FFRENCH-CONSTANT,
2000). Esse é um assunto que merece ser investigado cujos resultados poderao
ajudar a suprimir ou retardar a evolugao da resisténcia (COUSTAU; CHEVILLON;
FFRENCH-CONSTANT, 2000).

Muitos exemplos de custos fisiolégicos de importancia pratica tém sido
associados com a resisténcia a inseticidas (COUSTAU; CHEVILLON; FFRENCH-
CONSTANT, 2000; McCARROLL; HEMINGWAY, 2002). A diversidade de padrdes
de resisténcia pode impor diferentes custos sobre as populagbes resistentes
favorecendo a fixagdo de alguns fendtipos resistentes sob determinadas condi¢des
ambientais (COUSTAU; CHEVILLON; FFRENCH-CONSTANT, 2000)

A resisténcia ao DDT (DDT-R) esta se aproximando de uma fixagcao global, na
espécie D. melanogaster, mesmo apoés ter sido abolido o uso intenso do DDT em
atividades agricolas, embora ainda utilizado no controle de insetos vetores
(CATANIA et al., 2004). Os autores sugerem que isso pode ser devido a outro
inseticida que continuou a selegcado, por resisténcia cruzada ou porque esse loco
parece ter pouco ou nenhum efeito sobre o valor adaptativo das moscas que o
transportam (WILSON, 2005; McCART; BUCKLING; FFRENCH-CONSTANT, 2005).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo avaliar a variabilidade genética de linhagens
geograficas de Drosophila melanogaster e Drosophila simulans procedentes do
Brasil, Africa e Franca, quanto a:

e Suscetibilidade ao inseticida DDT por meio da CLsy;
e Afrequéncia das a e B-esterases em individuos resistentes e suscetiveis;
e A atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) em individuos

resistentes e suscetiveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens geograficas de D. melanogaster e D. simulans

As linhagens que foram utilizadas, procedentes de diferentes regides
geograficas do Brasil, Africa e Franga estdo discriminadas na Tabela 1. Os
experimentos foram realizados em camara de temperatura constante a 25 + 1°C
com meio de cultura padrdao de banana e fermento biolégico (Saccharomyces

cerevisiae).

3.2 Bioensaios com o inseticida DDT

Para os bioensaios com o DDT, moscas virgens dos estoques de todas as
linhagens de D. melanogaster e D. simulans foram separadas por sexo e
armazenadas em frascos de vidro contendo meio de cultura padrdao de banana-
fermento até a idade de quatro dias. Estas moscas foram colocadas em frascos
especificos para o teste (frascos de cintilagdo de 20 ml) previamente preparados
como segue: 200ul de solugao de inseticida (preparada com acetona a partir de uma
solugao estoque de 1000ug DDT/mL de acetona) e aplicada no frascos de cintilagao
nas concentragdes: 0; 5; 10; 30; 50; 100; 150; 200ug/mL. Para cada concentragao
testada foram realizadas quatro réplicas.

ApOs a aplicagao da solugao, os frascos foram continuamente movimentados
até que a acetona evaporasse totalmente. Depois de 4 horas, 25 moscas foram
colocadas em cada um dos frascos de cintilagdo e estes foram fechados com
algodao embebido em solugdo agucarada (sacarose 5%) para fornecer alimento,
agua e evitar a dessecagao das moscas. A mortalidade foi computada 24 horas apés
a exposic¢ao ao inseticida. A partir dos dados da mortalidade foi calculado a CLso de
cada linhagem por meio do programa POLO PC (1987).
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Tabela 1. Espécies, procedéncia geografica, simbolo e ano de coleta das linhagens de

D. melanogaster e D. simulans.

Espécie Procedéncia Linhagens Ano de coleta
D. melanogaster Lagarto/SE SE 2004
Mucuri/BA MuUC 2005
Ubatuba/SP UBA 2010
Sé&o José do Rio Preto/SP RP-08 2008
Florianépolis/SC FLO 2009
Bento Gongalves/RS BG 2006
Africa TANA 2011
Canton Canton-S -
D. simulans Mucuri/BA MUC 2005
Sé&o José do Rio Preto/SP RP-08 2008
Florianépolis/SC FLO 2009
Bento Gongalves/RS BG 2006
Africa TANA-4 2011
Franca GIF-2 2011
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3.3 Analises do padrao das esterases

Foram selecionadas moscas controle para a analise do padrao de esterases
das diferentes linhagens. As moscas foram congeladas para analise posterior, em
um prazo maximo de 30 dias. O numero total de moscas submetidas a eletroforese

foi de 560 moscas, 40 para cada linhagem, sendo 20 fémeas e 20 machos.

3.3.1 Preparagao das amostras

As moscas foram maceradas em tubos eppendorfs contendo 20 pL da
solugdo tampao da amostra a 10% (Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 + 10% glicerol) e
deixadas em repouso por aproximadamente dez minutos. Durante este
procedimento as amostras ficaram sob gelo. Deste homogeneizado foram retirados

10uL do sobrenadante para aplicagao nos pogos do gel.
Preparagao dos géis e identificagao das esterases

O padrao de esterases foi analisado em géis de poliacrilamida a 12% e géis
de empilhamento a 4%, seguindo a técnica de Laemmli (1970). Apds a aplicagao
das amostras, os géis foram submetidos a eletroforese por aproximadamente quatro
horas, sob voltagem constante de 200 v, utilizando-se tampao de corrida Tris-glicina

0,1M pH 8,3 no interior da cuba.

As esterases foram identificadas nos géis seguindo as técnicas descritas por
Johnson et al (1966) e Steiner e Johnson (1973). Apds a eletroforese os géis foram
pré-incubados por 45 minutos em 50 mL de tampéao fosfato 0,1M, pH 6,2, em
temperatura ambiente (~25°C). Feito isto, o tampé&o foi retirado e adicionado a
solucao de coloracao preparada com 100 mL da solugdo aquosa de tampéo fosfato
0,1M, pH 6,2; 0,09 gr B-naftil acetato; 0,09 gr de a-naftil acetato (como substrato);
0,12 gr de Fast Blue RR e 10 mL de N-propanol. Os géis permaneceram incubados

na solucao corante por aproximadamente 1hora, na auséncia de luz.

ApoOs este tratamento, foram visualizadas nos géis bandas pretas, vermelhas

e/ou magenta pelo fato de que as esterases hidrolisam os substratos
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diferentemente.Quando hidrolisam preferencialmente o a-naftil acetato as bandas
nos geéis coram-se de preto e sdo chamadas de a- esterases. Quando hidrolisam
preferencialmente o B-naftil acetato as bandas nos géis coram-se de vermelho e sao
chamadas B-esterases. Quando hidrolizam ambos, a e B-naftil acetato, as bandas

coram-se de magenta e sdo chamadas de a/3- esterases.

Decorrido o tempo estabelecido, os géis foram submetidos a solugao
descorante contendo 250 mL de alcool etilico, 100 mL de acido acético e 650 mL de
agua destilada. Os géis foram secos a temperatura ambiente, seguindo técnica de
Ceron, Santos e Bicudo (1992).

3.4 Testes com inibidores

Nestes testes foram utilizados os seguintes inibidores separadamente: diazon
a 40% e prostigmina 0,5 mg/ml.

As amostras foram maceradas previamente em 20 pl de tampao de amostra e
um volume de 10 ul do sobrenadante de cada amostra foi aplicado em trés géis.
Esses géis continham as amostras de trés linhagens em duplicata. Apos a
eletroforese (220 v, 4 horas) o gel foi cortado em dois. Uma parte do gel foi pré-
incubado com o inibidor diazon a 40% por 45 min, feito isso essa solugao foi retirada
e foi acrescentado uma solucao de coloragdo mais o inibidor diazon a 40%. A outra
parte do gel foi pré-incubada com uma solugédo tampéo de fostato (pH=6,2) e corado
seguindo-se o procedimento normal mais 1mL de acetona, sem qualquer inibidor

(controle).

Nos experimentos utilizando o inibidor prostigmina, o preparo dos géis foi
semelhante ao descrito anteriormente para o experimento com o diazon. Esses géis
continham as amostras de trés linhagens e a sua réplica. Apds a eletroforese, o gel
foi cortado pela metade, sendo que na primeira metade foi realizado a adicdo de 2
ampolas do inibidor prostigmina a 0,5 mg/ml durante a pré-incubacao, ficando até a
solugdo de coloracdo. A outra metade foi pré-incubado e corado seguindo-se o

procedimento normal, sem qualquer inibidor (controle).
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3.5 Analise bioquimica da Glutationa S-transferase (GST)

Para a analise bioquimica da glutationa S-transferase primeiramente foram
selecionadas moscas com fendtipos resistentes e suscetiveis de todas as linhagens.
Isto foi feito submetendo moscas de quatro dias de idade ao bioensaio com o DDT,
utilizando a CLsp previamente estabelecida no experimento descrito no item 3.2. As
moscas foram congeladas (- 80° C) para analise posterior, em um prazo maximo de
30 dias. O numero de amostras analisadas foi de 4200 moscas sendo 300 para cada

linhagem, sendo 150 fémeas e 150 machos.
3.5.1 Preparagao das amostras

A atividade da GST foi avaliada pelo método de Keen, Habig e Jakoby
(1976). De cada linhagem, para cada fendétipo, foram utilizadas 10 moscas para a
preparagcao de cada homogeneizado. Para cada linhagem foram efetuadas cinco
réplicas. As moscas (10) foram maceradas em tubos eppendorfs contendo 400 pL
da solugdo tampao fosfato 0,2 mM, pH 7,5 e centrifugadas a 9000 rpm, por
aproximadamente vinte minutos. Foram retirados 400uL do sobrenadante, que foram
colocados em novos eppendorfs e centrifugados a 50000 rcf, por aproximadamente
uma hora. Foram retirados 400uL do sobrenadante e transferidos para trés
eppendorfs separados em trés aliquotas. Uma das aliquotas foi utilizada para a
analise da GST, outra foi utilizada para a analise da proteina, e a terceira foi
armazenada. Todas as amostras assim preparadas foram acondicionadas a

temperatura de - 80°C para posterior analise.
3.5.2 Preparo de solugdes para analise
Solugao 1

Em um eppendorf foi adicionado 61,46 mg da GSH (glutationa reduzida) e
1mL de tampao fosfato 0,2 M, pH 6,5.



30

Solugao 2

Em um eppendorf foi adicionado 40,51 mg de CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) e 1mL de etanol absoluto, ambas as solugbes foram sonicadas por

um minuto.

As solugdes 1 e 2 assim preparadas foram colocadas sob gelo.

Solugao 3

Solugao tampéo fosfato 0,2 M, pH 6,5 que foi colocada em banho- maria a
30°C.

3.5.3 Calibragem do espectrofotometro e leitura das amostras

Antes de iniciarmos as analises das amostras o espectrofotometro foi zerado.
Para isto foi utilizado 1000 uL de solugao tampao de fosfato (pH = 6,5). Em seguida
foi feita a hidrélise com 980uL de solugdo tampéao adicionando 10uL de GSH mais

10uL de CDNB e a absorbancia foi lida a 340 nm, por 1 minuto.

Depois deste procedimento iniciou-se o preparo das cubetas para a analise
das amostras. Em uma cubeta foi adicionado 10uL da solugdo de 200mM de 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 10uL da solugédo de 200mM de GSH e 20uL da amostra
a ser analisada (uma aliquota, anteriormente obtida descrito no item 3.4.1 ), sendo a
absorbancia medida a 340 nm por 1 minuto. Este procedimento foi feito com todas

as réplicas das linhagens resistentes e suscetiveis e seu controle.

3.5.4 Analise da proteina

Para esta analise foi utilizada a segunda aliquota das amostras obtida
conforme item 3.4.1.

Inicialmente preparou-se a curva com concentragdes conhecidas de proteina,
utilizando-se uma solug¢ao de Albumina de Soro Bovino (BSA) diluida no tampao que
foi utilizado para a homogeneizagdo das aliquotas, colocando nos eppendorfs
contendo o reativo de Bradford (Sigma-Aldrich) nas diferentes concentragdes (10,

20, 30, 40 e 50uL). Feito isto, foram preparadas as amostras (segunda aliquota)
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conforme segue. Em novos eppendorfs foram colocados 20uL das amostras mais
980uL da solugcdo de Bradford pura. Este procedimento também foi feito em
duplicata. Depois de homogeneizadas manualmente as solugdes, (invertendo os
eppendorfs por cinco vezes), as amostras foram colocadas no escuro por 40
minutos, juntamente com as amostras da curva.

Ap6s zerar o espectrofotbmetro como a solucdo de Bradford puro, as
amostras podem ser submetidas a leitura. Em primeiro lugar analisam-se as
solugdes de Bradford em diferentes concentragcdes para obter a curva de calibragao.

Sao utilizadas as duas réplicas. Feito isto, inicia-se a leitura das amostras.
3.5.5 Analises estatisticas da atividade da proteina GST

A analise foi realizada através da utilizagdo do programa Statistica 7.1
(Statsoft). Foram feitas comparag¢des das linhagens resistentes e suscetiveis de
ambas as espécies, procedentes do Brasil, Africa e Franca. Foi realizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk’s, seguido do teste de homogeneidade das varidncias
(Levene) e quando os dados eram paramétricos, foi aplicado ANOVA One-Way,
seguido do teste de Tukey HSD, caso os dados eram nao parameétricos, foi aplicado
Kruskal-Wallis. As diferencas estatisticamente significantes foram aceitas somente

para p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao das CL50 entre linhagens e entre espécies

Os bioensaios com o DDT realizados nas sete linhagens geograficas e uma
linhagem de laboratério (Canton-S) da espécie Drosophila melanogaster e nas seis
linhagens geograficas de Drosophila simulans mostraram uma ampla variabilidade
nos valores da CLsp obtidos. Os maiores valores foram observados nas linhagens
africanas de D. melanogaster e D. simulans, TANA (447,89), e TANA-4 (920). A
linhagem Canton-S de D. melanogaster foi a que apresentou o menor valor de CLsg
= 2,99 (Tabela 2).

Nas linhagens brasileiras de D. melanogaster os maiores valores da CLs
foram obtidos para UBA (263,70), seguidos por BG, RP e FLO, e os menores foram
para SE e MUC (Tabela 2).

Para as linhagens brasileiras de D. simulans o maior valor obtido de CLsg foi
para a linhagem FLO, igual a 94,60 ug/mL, as outras linhagens, RP, BG e MUC
mostraram valores mais baixos. Como ja destacados anteriormente, a linhagem
TANA-4 da Africa foi a que apresentou maior valor da CLsy de todas as linhagens
analisadas das duas espécies. Na linhagem GIF-2 da Franga, o valor da CLs, foi de
84,64 ug/mL.

Comparando as populacbes de mesma localidade de ambas as espécies
verifica-se que as linhagens de D. melanogaster mostraram valores de CLso maiores
que os de D. simulans, com excegao da linhagem FLO onde D. simulans apresentou
um valor de CLsg (94,60) ligeiramente superior ao de D. melanogaster (81,82). Na
comparacgao das linhagens africanas, D. simulans mostrou o dobro do valor da CLsg

de D. melanogaster, como ja destacado acima.
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Tabela 2. Valor da CLsy (ug/mL)para o inseticida DDT nas linhagens de D.
melanogaster e em D.simulans de diferentes procedéncias geogréficas. C =
numero de moscas controle, sem o tratamento com o DDT. N = numero de
moscas submetidas ao tratamento com o inseticida nas diferentes concentragdes,

Espécies Linhagens Procedéncia geografica C/N CLs
D. melanogaster TANA Africa 75/700 447,89
UBA Ubatuba/SP 75/700 263,70
BG Bento Gongalves/RS 75/700 107,55
RP Sao José do Rio Preto/SP  75/500 95,11
FLO Florianopolis/SC 75/500 81,82
SE Lagarto/SE 75/500 65,75
MUC Mucuri/BA 75/500 53,87
Canton-S _ 75/300 2,99
D. simulans TANA-4 Africa 75/700 920
FLO Florianopolis/SC 75/500 94,60
GIF-2 Franga 75/500 84,64
RP Sao José do Rio Preto/SP  75/500 26,06
BG Bento Gongalves/RS 75/500 14,14
MUC Mucuri/BA 75/500 10,58
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4.2 Polimorfismos Esterasicos

4.2.1 B- esterases

Na analise do padrao de esterases das linhagens das espécies D.
melanogaster e D. simulans foram observadas mais frequentemente e mais
visivelmente pela metodologia empregada, duas bandas [-esterasicas
caracteristicas, que foram aqui diagnosticadas como a esterase-6 em suas formas
alélicas S e F (Figuras 1 a 17).

Duas bandas a-esterasicas mais frequentemente identificadas também foram
consideradas nesta analise, a a-1 e a a-2. Sendo que a a-2 foi observada em 100%
dos individuos (Figuras 1 a 17).

As bandas B-esterasicas, consideradas como a EST-6, as quais tém afinidade
pelo substrato B-naftil acetato e coram-se em tom magenta, foram classificadas em
trés fendtipos: fast (F/F), slow (S/S) e fast/slow (F/S) entre os individuos resistentes
e susceptiveis de ambas as espécies.

Em uma analise geral da frequéncia dos fendtipos S/S, F/F e S/F, foi
verificada uma alta variagcéo entre as linhagens de D. melanogaster e D. simulans e
destacamos abaixo os principais resultados, contidos nas tabelas 4 e 5.

Nas linhagens brasileiras resistentes de D. melanogaster, o fenétipo mais
comum nas fémeas foi o F/F (41%) seguido pelo S/F (32%), destaca-se que a
linhagem de BG apresentou 100% de frequéncia do fendtipo F/F. Nas linhagens
FLO, RP e Canton-S néao foi observado o fenétipo S/S e 100% das fémeas de UBA
foram S/S (tabela 4).

As fémeas resistentes da linhagem africana, TANA, mostraram frequéncias
semelhantes para os fenétipos S/S (60%) e S/F (40%)

Diferentemente das fémeas, o fenotipo mais comum dos machos das
linhagens brasileiras foi o S/F (58%). Os machos BG apresentaram 100% do
fendtipo S/F, nas linhagens RP e MUC houve auséncia do fendétipo S/S e em FLO e
Canton-S auséncia do fenétipo F/F.

Os machos resistentes da linhagem africana, TANA, mostraram uma

frequéncia aumentada para o fenétipo S/S (70%) e auséncia do fendtipo F/F.
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Nas fémeas suscetiveis das linhagens brasileiras de D. melanogaster, o
fendtipo mais comum foi o S/S (46%). As fémeas da linhagem Canton-S foram 100%
F/F. Em TANA, foi observada uma frequéncia maior do fenétipo S/S (66,7%) e
auséncia de F/F.

Nos machos susceptiveis das linhagens brasileiras de D. melanogaster o
fendtipo mais comum foi S/F (61%). Para Canton-S e TANA, o fendtipo mais
frequente foi S/F, respectivamente, 100 e 66,7 %.

Com relagdo a todos os individuos resistentes das linhagens brasileiras de D.
melanogaster foi observado que o fendtipo S/F apresentou a maior porcentagem
(46%) seguida pelo fendtipo F/F (30%). A maior frequéncia de S/F também foi
observada em Canton-S (52,6%). Ja para a linhagem TANA, os fenotipos S/F e S/S
foram os mais frequentes, respectivamente 55 e 40%.

Com relagédo a todos os individuos suscetiveis das linhagens brasileiras de
D. melanogaster os fenétipos S/F (46,9%) e S/S (40,5%) foram os mais comuns.
Para Canton-S os fendtipos F/F e S/F apresentaram 50% de frequéncia cada. E na
linhagem africana, TANA, o fendtipo S/S foi 0 mais comum, com 60% de frequéncia.

Na avaliagao de todas as linhagens de D. melanogaster quanto aos fenétipos,
verifica-se uma maior porcentagem do fendétipo S/F para as resistentes (45,8%) e
suscetiveis (45,7%), embora para as suscetiveis o fendétipo S/S também tenha
mostrado uma porcentagem equivalente (37,7%) ao heterozigoto.

Nas linhagens brasileiras resistentes de D. simulans (tabela 5), o fendtipo
mais comum nas fémeas foi o F/F (50%) semelhante ao observado para D.
melanogaster. Para a linhagem africana, TANA-4, e a francesa, GIF-2, o fendtipo
S/S foi 0 mais comum, respectivamente, 60 e 66,7%.

O fendtipo mais comum dos machos resistentes das linhagens brasileiras de
D. simulans foi o S/F (60,5%), semelhante ao observado para os machos de D.
melanogaster. Para os machos de TANA-4, e para os de GIF-2 o fenétipo mais
frequente foi o S/F, respectivamente, 80 e 60%.

Nas fémeas suscetiveis das linhagens brasileiras de D. simulans, o fendtipo
mais comum foi o F/F (70%), para a linhagem TANA-4 e GIF-2 o fendétipo S/S foi o
mais comum, 66,7 e 100% respectivamente.

Nos machos suscetiveis de D. simulans, o fenétipo F/F foi o0 mais comum

(62.2%) semelhante ao observado nas fémeas suscetiveis. Em TANA-4, os
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fendtipos S/S e S/F foram igualmente frequentes (44,4%). E para GIF-2, F/F, foi o
mais comum (60%).

Com relacdo a todos os individuos resistentes das linhagens brasileiras de D.
simulans foi observado que o fendtipo S/F apresentou a maior porcentagem (55,9%),
semelhante ao observado em D. melanogaster.Para TANA-4 os fendtipos S/F e S/S
foram semelhantes em frequéncia, 55 e 40% respectivamente. Em GIF-2 o fendtipo
mais comum foi o S/S (60%).

Com relagdo a todos os individuos suscetiveis das linhagens brasileiras de D.
simulans foi observado que o fenétipo F/F apresentou a maior porcentagem (66,2%).
Para TANA-4 os fendtipos S/S e S/F foram semelhantes em frequéncia, 55 e 40%
respectivamente. Em GIF-2 o fendtipo mais comum foi o S/S (60%), semelhante ao
observado nas linhagens resistentes desta linhagem.

Na avaliagdo de todas as linhagens de D. simulans quanto aos fendtipos,
verifica-se uma maior porcentagem do fenétipo S/F para as resistentes (51%) e para
as suscetiveis uma maior porcentagem para F/F(48,1%), embora para as suscetiveis
o fendtipo S/F também tenha mostrado uma frequéncia equivalente (30,6%).

Na tabela 7 encontram-se o numero total e a porcentagem quanto aos
fenodtipos S/S F/F e S/F da B esterase-6, de todos os individuos analisados das
especies D. melanogaster e D. simulans.

Para D. melanogaster foram analisados 296 individuos, sendo 144 fémeas e
152 machos. Para as fémeas a frequéncia dos fendtipos foi equivalente, mas para
os machos o fenétipo S/F apresentou maior frequéncia (61,2%) do que ambos os
homozigotos.

Para D. simulans foram analisados 206 individuos, sendo 91 fémeas e 115
machos. As fémeas mostraram maior frequéncia do fendtipo S/S (48,3%) e os

machos o fenétipo S/F foi o mais frequente (50,4%).



Tabela 3. Numero total de individuos controle analisado e porcentagem (%) quanto aos fenétipos S/S, F/F, S/F da EST-6 em linhagens

Tabela brasileiras, africanas e francesa de D. melanogaster e D. simulans. F= fémeas, M= machos

fémeas, wr=Tmacnos:

D.melanogaster D.simulans
Linhagens
F
F/F SIS F/S 0 FIF SIS FIS 0 FIF SIS FIS 0 F/F SIS FIS 0
Brasileiras
FLO 3 5 2 10 9 15 6 10 6 1 3 - 12 5 4 -
BG 9 1 - 20 16 16 4 4 - - - - - - - -
RP 10 - 3 7 24 4 12 - - - - - - - - -
MuUC - - - - - - - - - - 2 8 7 4 6 3
UBA 3 - 1 16 3 13 8 16 - - - - - - - -
Total (%) 25 6 6 53 52 48 30 30 6 1 5 8 19 9 10 3
27,1y (6,7) (6,7) (58,9) (32,5) (300 (18,7) (18,7) (30) (5) (25) (40) (46,3) (21,9) (244) (7,31)
Africana
TANA 3 1 1 25 8 9 16 7
TANA-4 - - - 20 13 - 1 25
Francesa
GIF-2 - 2 - 8 6 2 8 14
Total Geral (%) 28 7 7 78 60 57 46 37 12 4 10 36 38 11 19 42
(233) (58 (58  (69) (30) (28,50  (23)  (18,5) (19,3) (6,4) (16) (58) (345) (100 (17,3) (38,2)

aster. F=



38

Linhagens
Resistentes Suscetiveis Total (%)
F M F M Resistentes Susceptiveis
FIF SIS SF FIF S/S SF FIF SIS SF FIF SIS SF FIF SIS SF FIF SIS SF
Brasileiras
FLO 6 3 7 2 4 3 1 2 7 6(30) 3(15) 11(55) 3(15) 6(30) 10(50)
BG 10 10 6 2 8 10(50) 10(50) 6(37,5) 2(12,5) 8(50)
RP 5 7 3 6 3 1 5 3 12(71) 5(29) 1(5,5) 11(61) 6(33)
MUC 1 2 2 8 4 6 1 9 3(15) 2(10) 15(75) 4(20) 1(5) 15(75)
SE 1 4 1 3 6 4 4 1 9 2(10) 7(35) 11(55) - 5(28) 13(72)
UBA 9 2 7 1 10 10 2(10,5) 16(84) 1(5) - 20(100)
Total (%) 23 15 18 12 13 35 12 24 16 2 21 36 35 28 53 14 45 52
(41) (27) (32) (20) (22) (58) (23) (46) (31) 3) (36) (61) (30) (24) (46) (12,6) (40,5) (46,9)
Canton-S 6 3 6 10 10 6(31,6) 3(15,8) 10(52,6) 10(50) 10(50)
(60) (40) (33,3) (66,7) (100) (100) B
Africana
TANA 1 4 7 3 4 2 1 5 3 1(5) 11(55) 8(40) 1(6,7) 9(60) 5(33,3)
(10) (40) (50) (70) (30) (66,7)  (33,3) (11,1)  (65,5) (33,3)
Total Geral 30 19 27 12 23 44 22 28 18 3 26 49 42 42 I 25 54 67
(%) (39) (25) (36) (15) (29) (56) (32,3) (41,2) (26,5 (3,8) (33,3) (62,8) (27,1) (27,1) (45,8) 17,1) (36,9) (45,9)
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Tabela 5. Numero de individuos machos e fémeas analisados quanto ao fendtipo da EST-6 em linhagens resistentes e suscetiveis de D. simulans. F= fémeas,

M= machos
Linhagens
Resistentes Suscetiveis Total (%)
F M F M Resistentes Susceptiveis
FIF SIS SF FIF SIS SF FIF SIS SF FIF SIS SIF FIF SIS SIF FIF SIS SIF
Brasileiras
FLO 1 2 7 - 4 6 10 - - 10 - - 1(5) 6(30) 13(65) 20(100) - -
BG 5 - 5 5 - 5 6 - 2 9 1 - 10(50) - 10(50) 15(83,3) 1(5,6) 2(11,1)
RP - - - - 3 5 - - - 2 1 5 - 3(37,5) 5(62,5) 2(25) 1(12,5) 5(62,5)
MUC 2 5 3 1 2 7 3 1 5 2 - 8 3(15) 7(35) 10(50) 5(26,3) 1(5,3) 13(68,4)
Total (%) 8 7 15 6 9 23 19 1 7 23 2 12 14 16 38 45 3 20
(26,7)  (23,3) (50) (15,8) (23,7) (60,5) (70) (4) (26) (62,2) (5,4) (32,4) (20,6) (23,5) (55,9) (66,2) (4,4) (29,4)
Africana
TANA-4 1 6 3 - 2 8 - 6 3 1 4 4 1(5) 8(40) 11(55) 1(5) 10(55) 7(40)
(10) (60) (30) (20) (80) (66,7)  (33,3) (11,1)  (44,4) (44,4)
Francesa
GIF-2 - 4 2 - 4 6 - 9 - 6 - 4 - 8(50) 8(50) 6(30) 9(45) 4(25)
(66,7)  (33,3) (40) (60) (100) (60) (40)
Total (%) 9 17 20 6 15 37 19 16 9 30 6 20 15 32 57 52 22 31
(19,5) (37) (43,5) (10,3) (26) (63,7) (43,2) (36,4) (20,4) (563,6) (10,7) (35,7) (14,4) (30,8) (54,8) (49,5) (20,9) (29,5)
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Tabela 6. Frequéncia total dos alelos F e S da esterase-6 de todas as
linhagens brasileiras e africanas de D. melanogaster e D. simulans e da
francesa de D. simulans.

Linhagens D.melanogaster Linhagens D.simulans
F S F S
Brasileiras Brasileiras
SE 0,369 0,632 MuC 0,499 0,499
MuC 0,550 0,450 RP 0,437 0,562
RP 0,528 0,471 FLO 0,680 0,312
UBA 0,064 0,949 BG 0,526 0,474
FLO 0,5 0,5
BG 0,694 0,555
Canton-S 0,666 0,333
Africana Africana
TANA 0,242 0,756 TANA-4 0,290 0,711
Francesa

GIF-2 0,342 0,830
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Tabela 7. Numero total de individuos analisados e porcentagem (%) quanto aos fenétipos S/S, F/F, S/F da
esterase-6 em linhagens brasileiras, africanas e francesa de D. melanogaster e D. simulans.F= fémeas, M=

machos
D.melanogaster D.simulans
Linhagens
F M F M
FIF SIS S/F F/IF S/S S/F FIF S/S S/F FIF S/S S/IF
Brasileiras
FLO 8 4 7 1 5 14 11 2 7 10 4 6
BG 16 - - - 2 18 - 11 7 14 1 5
RP 5 6 5 8 5 6 - - - 2 4 10
MUC 5 2 13 2 1 17 5 6 8 3 2 15
SE 1 8 9 1 4 15
UBA - 19 - 2 17 1
Total (%) 35 39 34 14 34 7 16 19 22 29 11 36
(32,4) (36,1) (31,5) (11,8) (28,5) (59,7) (28,1) (33,3) (38,6) (38,1) (14,5) (47,4)
Canton-S 16 - 4 - 3 16 - - - - - -
Africana
TANA 1 8 7 1 12 6 - - - - - -
TANA-4 - - - - - - 1 12 6 1 6 12
Francesa
GIF-2 - - - - - - - 13 2 6 4 10
Total Geral 52 47 45 15 49 93 17 44 30 36 21 58
(%) (36,11) (32,64) (31,25) (9,6) (31,2) (59,2) (18,7) (48,3) (33) (31,3) (18,3) (50,4)
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4.2.2 o- Esterases

Uma banda denominada de a-2 no presente estudo esteve
presente em 100% dos individuos de todas as linhagens resistentes e
suscetiveis de D. melanogaster e D. simulans analisadas. Foi observada
também uma diferenca na expressdo desta banda que foi maior para
machos do que para as fémeas (Figura 1-17).

Outra banda a identificada nos géis foi denominada de a-1, e
apresentou frequéncia variavel entre as diferentes linhagens analisadas
de ambas as espécies (Tabelas 8 e 9).

Nao foi observada diferenga significante na frequéncia de a-1 entre
machos e fémeas resistentes das linhagens brasileiras de D.
melanogaster. Na comparagao entre os sexos das linhagens susceptiveis
0s machos mostraram uma frequéncia maior (73,3%) do que as fémeas
(61,5%). Também nao foi observada diferenga na frequéncia desta banda
na comparagao entre os sexos para Canton-S suscetivel, TANA resistente
e suscetivel. A banda a-1 esteve presente em 44,4% dos machos
resistentes de Canton-S e ausente nas fémeas resistentes desta linhagem
(Tabela 8).

Na comparacao quanto a frequéncia de a-1 entre machos e fémeas
de todas as linhagens resistentes e suscetiveis foi observado valores
equivalentes (Tabela 8).

Ao avaliarmos todos os individuos resistentes e suscetiveis quanto
a frequéncia de a-1 para as linhagens brasileiras e africanas também nao
foi verificada diferenga significante entre estes fendtipos. Para Canton-S,
entretanto, houve uma frequéncia de 100% desta banda para os
individuos suscetiveis contra 21,1% dos resistentes. Destaca-se aqui que
este diferenca pode ser atribuida a auséncia desta banda nas fémeas
resistentes e baixo numero de machos resistentes analisados no presente

trabalho.



43

Na comparagao da porcentagem total dos individuos resistentes e
suscetiveis de todas as linhagens verificou-se uma maior frequéncia para
0s suscetiveis (75%) do que os resistentes (61,9%), entretanto esta
diferenga pode estar sendo indiretamente influenciada pelos altos valores
obtidos para Canton-S. A amostra de Canton-S deve ser ampliada para
podermos avaliar melhor este resultado.

Na comparagao, entre os sexos, da frequéncia da a esterase-1 das
linhagens brasileiras de D. simulans, foi verificada uma maior frequéncia
para os machos resistentes (66,7%) e machos suscetiveis (31,6%) do que
para as fémeas, respectivamente 33,3 e 10,3%. Ja para a linhagem
africana TANA-4 a frequéncia foi maior para as fémeas resistentes e
suscetiveis do que para os machos. Isto também foi observado para GIF-
2 suscetivel, enquanto para GIF-2 resistente esta banda nao foi
observada (Tabela 9).

Na comparagdo quanto a frequéncia de a-1 entre machos e
fémeas de todas as linhagens resistentes de D. simulans foi observada
uma frequéncia maior para machos (54,2%) do que para as fémeas
(43,5%). Mas, para as linhagens suscetiveis, a frequéncia entre fémeas e
machos foi equivalente (35,4 x 33,3%) (Tabela 9).

Ao avaliarmos todos os individuos resistentes e suscetiveis quanto
a frequéncia de a-1 para as linhagens brasileiras e africanas de D.
simulans, diferentemente do que observamos para D. melanogaster,
houve uma frequéncia aumentada desta banda para os fendtipos

resistentes (49,5%) em relagao aos suscetiveis (34,3%) (Tabela 9).

4.2.3 Testes com Inibidor

Nos testes com os inibidores diazon e prostigmina foi verificado em
todas as linhagens analisadas de ambas as espécies que a esterase a-2
€ uma acetil-colinesterase e a EST-6, pelo inibidor diazon, foi classificada

como uma carboxilesterase
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Tabela 8. Numero total de individuos analisados e porcentagem (%) quanto a
banda da a- esterase 1 em D. melanogaster. F= fémeas, M= machos.

Total
Linhagens
Resistentes Susceptiveis Resistentes Susceptiveis
F M F M Bandas a Bandas a
Brasileiras
FLO 10 (90) 10 (60) 9(77,8) 10 (50) 20 (75) 19 (63,2)
BG 10 (0) 10 (0) 6 (0) 10 (100) 20 (0) 16 (62,5)
RP 7 (85,7) 10 (70) 9(77,8) 10 (100) 17 (76,5) 19 (89,5)
MUC 10 (70) 10 (70) 10 (80) 10 (100) 20 (70) 20 (90)
SE 10 (100) 10 (100) 8 (0) 10 (20) 20 (100) 18 (11,1)
UBA 9 (44,4) 10 (60) 10 (100) 10 (70) 19 (52,6) 20 (85)
Total (%) 56 60 52 60 116 112
(64,3) (60) (61,5) (73,3) (62,1) (67,8)
Canton-S 10 (0) 9 (44,4) 10 (100) 10 (100) 19 (21,1) 20 (100)
Africana
TANA 10 (100) 10 (100) 10 (90) 10 (90) 20 (100) 20 (90)
Total Geral 76 79 72 80 155 152
(%) (60,5) (63,3) (70,8) (78,7) (61,9) (75)
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Tabela 9. Numero total de individuos analisados e porcentagem (%) quanto a
banda da a- esterase 1 em D. simulans. F= fémeas, M= machos.

Total Total
Linhagens
Resistentes Susceptiveis Resistentes Susceptiveis
F M F M Bandas a Bandas a
Brasileiras
FLO 10 (20) 10 (100) 10 (0) 10 (100) 20 (60) 20 (50)
BG 10 (0) 10(0) 10 (0) 10 (0) 20 (0) 20 (0)
RP - 9 (100) - 8 (0) 9 (100) 8 (0)
MUC 10 (80) 10 (70) 9(33,3) 10 (20) 20 (75) 19 (26,3)
Total (%) 30 39 29 38 69 67
(33,3) (66,7) (10,3) (31,6) (52,2) (22,4)
Africana
TANA-4 10 (100) 10 (60) 9 (44,4) 9(0) 20 (80) 18 (22,2)
Francesa
GIF-2 6 (0) 10 (0) 10 (100) 10 (70) 16 (0) 20 (85)
Total Geral 46 59 48 57 105 105

(%) (43,5) (54,2) (35,4) (33,3) (49,5) (34,3)
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+
Figura 1. Padrédo da alfa e beta esterases da linhagem Floripa susceptivel (FLO-
S) de D. melanogaster. Machos = 1-6; Fémeas = 7-12; F/F(fast/fast)=
7,8,9,10,11; S/S(slow/slow)= 1; S/F(slow/fast)= 2,3,4,5,6; Z(zero)=12; * = variante
ndo analisada.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 _
Est 2-a
Est 6- p
+

Figura 2. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem Bento Gongalves resistente
(BG-R) de D. melanogaster. Machos=1-6; Fémeas=7-12; S/S(slow/slow)
=2,3,6,7,8,9,12; S/F(slow/fast)=1,4,5; Zero=10,11.
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Figura 3. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem Rio Preto resistente (RP-

R) de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; S/F(slow/fast)= 2,5,8,9,10;
F/F(fast/fast)= 4,6; S/S(slow/slow)= 1,3,7,11,12.

LA . DEETY

Est 1-a F

Figura 4. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem Rio Preto susceptivel (RP-
S) de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; F/F(fast/fast)= 4,6;
S/S(slow/slow)= 1,3,7,11,12; S/F(slow/fast)= 2,5,8,9,10.
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Est 2-a

Est 6-

Est 1-a

Figura 5. Padréo de alfa e beta esterases da linhagem Mucuri resistente (MUC-R)
de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; S/F(slow/
fast)=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12.

Est 2-a

Est 6- p

Figura 6. Padréo da alfa e beta esterases da linhagem Sergipe susceptivel (SE-
S) de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; S/F(slow/fast)= 1,2,3,4,5,6;
F/F(fast/fast)= 7,8,9,10,11,12.
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Figura 7. Padrédo da alfa e beta esterases da linhagem Ubatuba susceptivel (UBA-
S) de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; S/S (slow/slow)=
1,3,4,5,7,8,9,10,11,12; S/F (slow/fast)= 2,6.
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Est 6- p

Est 1-a

+

Figura 8. Padrédo de alfa e beta esterase da linhagem Canton-S resistente (Canton-
S) de D. melanogaster. 1-6= machos; 7-12= fémeas; F/F(fast/fast)=7,8,9,10,11,12;
S/F(fast/slow)=1,2,3,4,5,6.
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Figura 9. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem TANA resistente (TANA-R)
de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; F/F(fast/fast)= 12; S/S
(slow/slow)= 1,2,3,6,7,8; S/F(slow/fast)=4,5,9,10,11
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Figura 10. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem TANA susceptivel
(TANA-S) de D. melanogaster. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; F/F(fast/fast) = 5;
S/S (slow/slow)= 2,4,9,10,11,12; S/F (slow/fast)= 1,3,6,8; Zero=7
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Figura 11. Padrao da alfa e beta esterases da linhagem Floripa resistente (FLO-R)
de D. simulans. Machos= 1-6; Fémeas= 7-12; F/F (fast/fast)= 11; S/S (slow/slow)=
2,3,7; S/F (slow/fast)= 1,4,5,6,8,9,10,12
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Figura 12. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem Bento Gongalves
resistente (BG-R) de D. simulans. Machos = 1-6; Fémeas = 7-12; F/F (fast/fast)=
6,9,10,11; S/F (slow/fast)= 1,2,3,4,5,7,8,12.
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Figura 13. Padrao da alfa e beta esterases da linhagem Rio Preto susceptivel (RP-S)
de D. simulans. Machos = 1-6; Fémeas = 7-11; F/F (fast/fast)= 1,2,5; S/F (slow/fast) =
3.4.6.
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Figura 14. Padrao da alfa e beta esterases da linhagem Mucuri susceptivel (MUC-
R) de D. simulans. Machos = 1-6; Fémeas = 7-12; F/F (fast/fast)= 7,11; S/S
(slow/slow) = 9; S/F (slow/fast) = 1,2,3,4,5,6,8; Zero = 10,12.
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Figura 15. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem TANA-4 resistente
(TANA4-R) de D. simulans. 1-6= machos; 7-12= fémeas; F/F (fast/fast)= 7,8;
S/F(slowl/fast) = 1,2,3,4,5,6,9,10,11,12.

Figura 16. Padrdo da alfa e beta esterases da linhagem TANA-4 susceptivel
(TANA4-R) de D. simulans. Machos = 1-6; Fémeas = 7-12s; S/S (slow/slow) = 6;
S/F(slowl/fast) = 1,2,3,4, 9,5,7,8,9,10,11,12.
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Figura 17. Padrdo de alfa e beta esterase da linhagem GIF-2 resistente de
D. simulans. 1-6= machos; 7-12= fémeas; S/S (slow/slow)= 3,6,7,8,11,12; S/F
(fast/slow)=1,2,4,5,9,10,
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4.3 Avaliacao dos niveis da atividade da GST

A atividade enzimatica de GST das fémeas resistentes de todas as
linhagens brasileiras de D. melanogaster em relacdo as fémeas
susceptiveis foi maior, com excecédo da linhagem MUC que mostrou o
mesmo valor em fémeas resistentes e susceptiveis. As fémeas resistentes
de Canton-S também mostraram maior atividade da GST (0,513+0.06) em
relacdo as susceptiveis (0.407+0.11). Na comparagao dos machos
resistentes e susceptiveis de D.melanogaster (linhagens brasileiras) foi
observado uma maior atividade de GST nos resistentes em duas
linhagens (UBA e MUC) e em trés linhagens nos susceptiveis (SE, BG e
RP). Nas fémeas e machos controle a atividade enzimatica da GST foi
numericamente maior para as fémeas do que para os machos com
excecao de MUC e Canton-S (Tabela 9 e Figura 18).

A linhagem TANA, africana, mostrou valores mais baixos de GST
do que as linhagens brasileiras e valores maiores da atividade de GST
nas fémeas susceptiveis do que nas resistentes.

Nas linhagens brasileiras de D. simulans observou-se maior grau
de atividade da GST das fémeas susceptiveis em relacdo as fémeas
resistentes. Os machos resistentes apresentaram uma atividade da GST
levemente maior do que os susceptiveis para as linhagens FLO e RP.
Nas fémeas e machos controle a atividade da GST foi maior para machos
nas linhagens FLO e BG e maior para as fémeas na linhagem RP. Na
linhagem TANA-4, africana, as fémeas resistentes mostraram valores
significantemente maiores da atividade de GST do que as susceptiveis
(p<0,05) e o inverso foi observado para a linhagem GIF-2, procedente da
Franca (Tabela 9 e figura 20).

Em uma analise geral da atividade da GST nas fémeas e machos de
todas as linhagens de D. melanogaster e D. simulans, observou-se uma
alta variabilidade intralinhagem e entre as espécies, havendo uma

tendéncia para maior atividade da GST em D. melanogaster do que em D.
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simulans. Esta atividade foi maior nas fémeas de D. melanogaster e nos
machos de D. simulans.

Destaca-se a maior atividade de GST observada na linhagem Canton-
S, nas amostras resistentes, suscetiveis e controle.

As linhagens africanas de D. melanogaster (TANA) e de D. simulans
(TANA-4) mostraram valores da atividade de GST equivalentes aos
menores valores obtidos nas linhagens brasileiras destas espécies. A
linhagem francesa, GIF-2, de D. simulans apresentou valores
equivalentes aos das linhagens brasileiras com os maiores valores de
atividade da GST, embora ainda em niveis relativamente baixos (Tabela
9, figuras 19-G e 20-E-F).

Foi realizada uma comparacao da atividade da GST utilizando a média
total das linhagens brasileiras, africanas e francesa, quanto os fenétipos
resistentes, suscetiveis e o controle de D. melanogaster e D. simulans
(Tabela 10). Nesta analise onde retiramos o efeito da variabilidade
intralinhagem das brasileiras, foi verificado, a vista dos niumeros, que em
relagdo as linhagens brasileiras D. melanogaster resistentes mostram
atividade maior da GST que D. simulans; o inverso foi verificado para o
fenodtipo suscetivel. No controle também observamos maiores valores
para D. melanogaster do que para D. simulans. As linhagens africanas
das duas espécies mostraram os menores valores de atividade da GST e
a linhagem africana de D. simulans mostrou valores maiores do que as
linhagens brasileiras desta espécie. Algumas destas comparagdes foram

significativas e estao destacadas na figura 21 A-B.
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Tabela 9. Médias e desvios padrdes das comparagbes do grau de atividade enzimatica da GST das
linhagens de D. melanogaster e D. simulans. Dados expressos em U mg™” de proteina. F= fémeas, M=

machos
Espécie Linhagem Resistentes Susceptiveis Controle
F M F M F M
D. melanogaster SE 0,103 + 0,06 0,021 £ 0,03 0,082+0,09 0,077+0,04 0,354+0,16 0,02 £ 0,01
FLO 0,162 + 0,12 0,011+ 0,01 0,036 + 0,02 0 0,069 + 0,06 0,053 + 0,05
BG 0,115+ 0,06 0,032 £ 0,01 0,052+0,07 0,049+0,02 0,025 +0,01 0,021 £ 0,01
RP 0,034 £ 0,03 0,013 £ 0,01 0,027 £ 0,03 0,022 + 0,02 0,068 + 0,04 0,008 + 0,01
UBA 0,048 + 0,03 0,055 + 0,03 0,014 £0,03 0,024 + 0,01 0,182 £ 0,03 0,039 + 0,03
MUC 0,011 £ 0,02 0,007 £ 0,01 0,011 £ 0,02 0,001 £0 0,024 + 0,03 0,119+ 0,08
CANTON 0,513 £ 0,06 0,476 + 0,03 0,407 £ 0,11 0,474 £ 0,04 0,446 £ 0,11 0,493 + 0,02
Africana
TANA 0,0003 +0,0004 0,004 +0,005 0,006 +0,006 0,012+0,01 0,011 0,005 0,017 £ 0,002
D. simulans FLO 0,001 + 0,002 0,027 £ 0,01 0,002 + 0,01 0,008 + 0,01 0 0,019 + 0,004
BG 0,076 + 0,02 0,038 + 0,005 0,094 + 0,03 0,105 £ 0,03 0,012 £ 0,01 0,039 + 0,01
RP 0,051+ 0,03 0,112+ 0,01 0,101+0,02  0,099+0,09 0,031 +0,04 0,02 + 0,03
MUC 0,004 + 0,005 0,018 £ 0,01 0,011+£0,02  0,005+0,01 0,004 + 0,005 0,005 + 0,005
Africana
TANA-4 0,033 £ 0,01 0,018 £ 0,005 0 0,004 £ 0,01 0 0,01 £ 0,009
Francesa
GIF-2 0,067 + 0,04 0,105 + 0,03 0,097+0,02 0,133+0,02 0,046 £ 0,05 0,1+0,07
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Figura 18 A-F. Média total e desvio padrao da atividade da GST das linhagens brasileiras de D. melanogaster. Floripa (A);. Bento Gongalves
(B);. Rio Preto (C);. Mucuri (D); Sergipe (E); Ubatuba (F). Em C diferenca significativa com RP controle (a). Em D diferenga significativa com

MUC controle (a), Em E diferenga significativa com SE controle. Em F diferenca significativa com UBA resistente e susceptivel p< 0,05.
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Figura 19 G-H. Média total e desvio padrédo da atividade da GST das linhagens Africanas e Brasileiras de D. melanogaster.
TANA (G) ; Canton-S (H).
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Figura 20 A-F. Média total e desvio padrdo da atividade da GST das linhagens brasileiras, africana e francesa de D. simulans . Floripa (A);
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Figura 21A-B. Media total e desvio padrdo da atividade da GST das linhagens brasileiras, africanas e francesa. Em A diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao TANA resistente. Em B diferenca estatisticamente significante com FLO susceptivel (a);
diferenga estatisticamente significante com MUC susceptivel (b); diferenga estatisticamente significante com MUC resistente (c);

diferenga estatisticamente significante com TANA resistente(d), p< 0,05.
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Tabela 10. Média e desvio padrao das comparagdes da atividade enzimatica da GST

entre as linhagens das espécies de D. melanogaster e D. simulans.

Espécies e
linhagens Resistentes Susceptiveis Controle
Brasileira
D. melanogaster 0,051 + 0,06 0,033 £ 0,04 0,082 + 0,11
Africana
TANA 0,002 + 0,004 0,008 + 0,006 0,013 £ 0,005
Brasileira
D. simulans 0,041 +0,03 0,053 + 0,05 0,016 + 0,02
Africana
TANA-4 0,025 + 0,01 0,002 + 0,004 0,004 + 0,007
Francesa
GIF-2 0,086 + 0,03 0,115+ 0,02 0,073 + 0,06




63

0,25 -
o2, A
02 - 01 -
0,15 | b 0,08 -
0,06 -
01 -
a a
0,04 -
0,05 -
0,02
0 T 0 4
D.mel D.mel D.mel TANA TANA TANA D.sim D.sim D.sim TANA-4  TANA-4  TANA-
susceptivel resistente  controle  susceptivel resistente  controle susceptivel resistente  controle  susceptivel resistente  controle
0,16 a 025 -
0,14 1 a
0,2 - )
012 4
01 4 0,15 - 1
0,08
01 -
0,06
0,04 | 0,05 4
002 |
‘ 0
0 - . - . ' . D.mel D.mel D.mel D.sim D.sim
Dsim D.sim D.gim GIF-2 GIF-2 GIF-2 susceptivel resistente controle  susceptivel resistente
susceptivel resistente  controle  suscetivel  resistente  controle
0,04 a’b
0,035
0,03
0,025 - a
0,02 - b
0,015 -
0,01 -
0,005 - | |
0 1 T T
o A
‘$® & o\?a ‘i&B é_% C}Q‘
a5 & <& x5 < &
R S & R & &
o & < & & <
v?\) ‘\vk \s v"\) IS \?‘b‘
S G ¥ ¥ \3 3
(3 A <¥
A /\?§ P\s

FIGURA 22A-E. Média total e desvio padrdo da atividade da GST das linhagens brasileiras e africana de D. melanogaster.
(A); das linhagens brasileiras e africana de D. simulans (B); das linhagens brasileiras e francesa de D. simulans (C); . das
linhagens brasileiras de D.melanogaster e de D. simulans (E). Em A diferenca significativa com D. mel resistente e controle
(a) e diferenca significativa com TANA resistente (b). Em B diferenga significante com TANA-4 susceptivel (a). Em C
diferenca significante com D. sim susceptivel (a). Em D diferenca significante em relacdo a D.mel susceptivel (a), diferenca
significante em relagdo ao D. sim controle (b). Em E diferencga significante em relagdo a TANA resistente (a), diferenca

significante em relagédo a TANA-4 susceptivel, p< 0,05.
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5. DISCUSSAO

Drosophila melanogaster e D. simulans sao duas espécies
intimamente relacionadas, com uma area de distribuicdo similar. Elas séo
particularmente intrigantes, pois embora estejam entre as espécies mais
comuns de Drosophila, o local exato de sua origem e de seu ancestral
ainda nao foi satisfatoriamente explicado.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar linhagens
geograficas destas espécies quanto a variabilidade genética da
resisténcia ao inseticida DDT, do padrao de esterases, (em particular da 3
esterase-6) e da atividade da glutationa S-transferase, em linhagens com
fendtipos resistentes e suscetiveis.

Foi verificado nos bioensaios que as linhagens de D. melanogaster
e D.simulans tiveram diferencas significantes da frequéncia de alelos para
a resisténcia ao inseticida DDT, sendo muito maior para D. melanogaster
do que para D. simulans.

A linhagem brasileira UBA de D. melanogaster foi a que apresentou
a maior ClLsg (263,70 ug/mL) e para D.simulans a maior CLsg foi obtida
com FLO (94,60ug/mL). Evidenciando uma resisténcia trés vezes maior
para D. melanogaster do que para D. simulans. A linhagem MUC de D.
mel que apresentou a menor Clsg (53,87ug/mL) também foi a que
apresentou a menor em D. simulans, s6 que com valor cinco vezes menor
(CLso = 10,58ug/mL). A linhagem Canton-S de D. melanogaster € uma
linhagem de laboratorio caracterizada como sendo suscetivel e o valor
obtido de CLsy = 2,99ug/mL esta dentro do esperado. Os altos valores de
CLso obtidos para as linhagens africanas de D. melanogaster e D.
simulans, TANA e TANA-4, respectivamente 447,89 ug/mL e 920 ug/mL é
indicativo de que estas linhagens estdo sendo selecionadas na sua regiao
de origem, pelo DDT, que ainda continua sendo utilizado em regides

geograficas menos desenvolvidas ou outro inseticida que apresenta
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resisténcia cruzada com o DDT, como por exemplo, o imidaclopride (Le
GOFF et al., 2003).

A resisténcia a inseticidas foi encontrada em populagdes naturais
de D. melanogaster logo no inicio do uso difundido e sistematico de
inseticidas sintéticos na década de 50. A resisténcia ao DDT tem
persistido em populagbes naturais de D. melanogaster por longo tempo,
mesmo apos a retirada desse inseticida em muitos locais e mesmo em
linhagens de laboratério, a resisténcia tem persistido na auséncia da
pressdo de selecdo do inseticida (WILSON et al., 2005). Existe pouca
evidéncia de que a resisténcia é “perdida” em estoques de laboratério (ao
menos que haja uma introdu¢do acidental de um alelo suscetivel na
cultura). Desde que a resisténcia resulta de uma ou mais mutagdes
génicas, esta estabilidade no fenoétipo resistente ndo € surpreendente e
de fato é esperada.

Muitos estudos tém examinado a resisténcia em D. simulans, uma
espécie simpatrica e criptica de D. melanogaster, tendo se separado
evolutivamente ha somente 2-3 milhdes de anos (LACHAISE et al., 2004).
A distribuicdo geografica dessas espécies se sobrepde, e ambas ocorrem
em locais onde o uso de inseticidas tem sido continuo.

Windelspencht et al. (1995) verificaram que uma linhagem de D.
simulans da Flérida foi 100 vezes mais resistente ao malation do que D.
melanogaster da mesma localidade. Em outro trabalho, foi observado que
a resisténcia ao malation é espalhada em D. simulans, mas varia
consideravelmente em D. melanogaster, e o padrdao de tolerancia a
avermectina é significante em ambas as espécies, mas apresenta
significante variagcdo nesses niveis, entre as diferentes regides
geograficas. Os autores atribuem essas diferencas a estrutura
populacional e a histéria de exposigcédo a inseticidas (WINDELSPENCHT
et al., 1995)

No trabalho de Granzoto e Madi-Ravazzi (2007) em que foi analisada

a suscetibilidade para o inseticida imidaclopride, o qual tem resisténcia
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cruzada com o DDT (LE GOFF et al., 2003), de linhagens geograficas de
D. melanogaster e D. simulans, também foi verificado valores da CLsg
maiores para as linhagens de D. melanogaster comparadas com as de D.
simulans. Para linhagens de D. mel, RP foi a que apresentou o maior valor
(49,27 png/mL) seguido por SM (26,99 ug/mL) e LE (14,53 ng/mL), sendo
que o menor valor foi obtido para SE (0,11 ug/mL). Para D. simulans, os
maiores valores foram obtidos para BO (8,12 pg/mL) e BG (6,06 ug/mL).

Valores maiores da CLsg para as linhagens de D. melanogaster pode
estar associada ao custo adaptativo da resisténcia que é diferente em
ambas as espécies.

A resisténcia ao DDT (DDT-R) estda se aproximando de uma
fixagdo global em D. melanogaster, mesmo apos ter sido abolido o uso
intenso do DDT em atividades agricolas, embora ainda seja utilizado no
controle de insetos vetores (CATANIA et al., 2004). Isso pode ser devido
a outro inseticida que continuou a selecao, por resisténcia cruzada ou
porque esse loco parece ter pouco ou nenhum efeito sobre o valor
adaptativo das moscas que o transportam (WILSON, 2005; McCART;
BUCKLING; FFRENCH-CONSTANT, 2005).

McCart et al. (2005) demonstraram que o loco DDT-R, ou um
modificador ligado préximo ao gene, quando herdado via fémea, aumenta
a fecundidade do adulto e a viabilidade de ovos e larvas, bem como a
velocidade do desenvolvimento de larvas e pupas em linhagens de D.
melanogaster. O que pode explicar em parte a ndo existencia de custo
adaptativo para as populagoes de D. melanogaster mas nao de D.
simulans cuyos valores das CLsp sdo mais baixos. Pode ser que para D.
simulans o gendtipo resistente seja custoso, o que explicaria valores de
CLso.

D. melanogaster e D. simulans sao polimorficas para as duas
principais aloenzimas da EST6 (CABRERA et al, 1982) e as frequéncias
relativas destas variantes, EST6-F e ESTG6-S, evidenciam um cline
latitudinal (OAKESHOTT et al., 1981; BUBLIY et al.,, 1999). A EST6-F



67

torna-se rara e a EST6-S mais frequente com o aumento da distancia do
equador. Um padrdao semelhante €& encontrado para D. simulans
(ANDERSON; OAKESHOTT; 1984). O fato que este cline ocorre nos
quatro continentes sugere que estdo sob um forte processo seletivo
(COPPIN et al., 2007).

Cooke et al. (1987) detectaram 10 classes eletroforéticas da Est-6
em 157 linhagens isoalélicas de D. melanogaster. Entretanto, somente
quatro variantes: Est6-VF, Est6-F’, Est6-F e Est6-S, tém sido mais
evidentes usando o procedimento padréo de eletroforese para esterases.

No presente estudo foram detectadas mais visivelmente nos géis
analisados, duas bandas [ -esterasicas (vermelhas), as quais foram
reconhecidas como as variantes alélicas da Est-6, S (slow) e F(fast). E
também analisamos a frequéncia de duas bandas a esterasicas (pretas),
as quais denominamos a-1 e a-2, sendo que a banda a-2 foi observada
em 100% dos individuos analisados de ambas as espécies. Em alguns
géis, mas com frequéncia bem menor, outras bandas, B e a, apareceram
em algumas linhagens, mas como a qualidade dos géis n&o estava
adequada para a analise, estas bandas nao foram consideradas.

A frequéncia dos trés fenétipos da EST6 foi diferente entre fémeas
e machos resistentes das linhagens brasileiras de D. melanogaster e D.
simulans. Para D. melanogaster a maior diferenga foi para os fenoétipos
F/F e S/F. As fémeas resistentes tiveram maior frequéncia do fenétipo F/F
e S/F e nos machos os heterozigotos foram mais frequentes. Para D.
simulans, as fémeas e machos resistentes, das linhagens brasileiras,
tiveram maior frequéncia para o fenétipo S/F.

Para as linhagens brasileiras suscetiveis de ambas as espécies
também houve diferenca na frequéncia dos fendtipos de EST6 na
comparagao entre os sexos, que diferiram das linhagens resistentes. Para
as fémeas suscetiveis de D. melanogaster os fenétipos S/S e F/F foram
os mais frequentes e para os machos foram S/F e S/S. Para D. simulans,
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as fémeas e machos mostraram frequéncias altas para o fendtipo F/F,
seguida por uma frequéncia moderada do fenétipo S/F.

O baixo numero de individuos analisados nas linhagens Canton-S,
TANA, TANA-4 e GIF-2, bem como a qualidade dos géis, fez com que
incluissemos os resultados na avaliacdo do total geral das frequéncias
dos fenotipos da EST6, e assim n&do destacamos estas linhagens
individualmente na discussao.

Na comparagao do total geral da frequéncia dos fendtipos da EST6
observa-se uma maior frequéncia de S/F para os individuos resistentes de
ambas as espécies e para os suscetiveis de D. melanogaster, embora
nesta espécie o fendtipo S/S também tinha apresentado uma diferenca de
frequéncia significante, que precisa ser testada estatisticamente. Os
individuos suscetiveis de D. simulans, apresentaram o fenétipo F/F, como
o mais frequente.

Linhagens brasileiras de ambas as espécies ndo haviam sido
estudadas anteriormente em relagao a frequéncia destes fendtipos da
EST6. Considerando o fato da distribuicdo clinal dos alelos S e F em
varias populagdes do mundo (WHITE et al., 1988), era esperado que as
linhagens brasileiras e africanas mostrassem uma frequéncia maior do
alelo S do que do alelo F e para a linhagem francesa, a frequéncia seria
do alelo F.

Pelos dados do total de individuos analisados nas linhagens
brasileiras de D. melanogaster (227), a frequéncia obtida para o alelo S,
foi de 0,55 contra 0,46 do alelo F. Esta frequéncia para o total de
individuos de D. simulans (133) foi de 0,54 para o alelo F e 0,43 para o
alelo S. Embora a frequéncia do alelo S tenha sido ligeiramente maior que
a de F em D. melanogaster, para ambas as espécies a frequéncia dos
alelos esta equitativa, assim nao esta de acordo com o esperado pelos
dados da literatura, segundo os quais o alelo S deveria ser o mais
frequente para as populagdes brasileiras proximas ao equador (norte e

nordeste) e o alelo F mais frequente nas populagdes da regido centro-
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oeste, sudeste e sul (WHITE, et al.,, 1988). Esta diferenca pode estar
relacionada a manutengédo das linhagens em laboratério que podem ter
sofrido algum gargalo genético, ou a submissdo das moscas ao bioensaio
com o inseticida DDT o qual pode ter favorecido alguns gendtipos,
desviando da proporgéo esperada, ou seja, de maior frequéncia para o
alelo S em relagédo ao F para populagdes distantes do equador, ou ainda
outro fator da histéria de vida das linhagens que escaparam a nossa
analise.

A frequéncia dos alelos S e F nas linhagens resistentes de ambas
as espeécies também foram equivalentes, entretanto nas linhagens
suscetiveis de D. melanogaster o alelo S apresentou uma frequéncia
maior que F, sendo que o inverso foi obtido para D. simulans.

Quando comparamos o total de individuos analisados (R + S) das
linhagens africanas de ambas as espécies, o alelo S foi mais frequente
que o alelo F, para a linhagem TANA de D. melanogaster (0,75) e para a
linhagem TANA-4 de D. simulans (0,70), embora o numero de individuos
analisados destas espécies tenha sido pequeno, 35 e 38,
respectivamente. Destaca-se que estas foram as linhagens que
apresentaram os maiores valores da ClLsy, e também foram mais
recentemente coletadas que as linhagens brasileiras, assim, podem ter
sofrido menos a influéncia da manutengdo em laboratério ou do
tratamento com o inseticida, e mantido as frequéncias de suas
populagdes naturais.

A linhagem GIF-2 de D. simulans, procedente da Franga, também
teve um numero pequeno de individuos analisados e neste caso o alelo S
apresentou maior frequéncia (0,65) que o alelo F (0,34), o que também
nao esta de acordo com dados da literatura, pois nesta latitude a maior
frequéncia deveria ser de F. A explicagdo dada aqui € a mesma que ja
apresentamos para as outras linhagens: o tamanho amostral e o efeito do

bioensaio com o DDT podem ter enviesado as frequéncias.
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Pelas analises efetuadas na frequéncia dos fenotipos da EST6 em
linhagens resistentes e suscetiveis de D. melanogaster e D. simulans ha
indicagdo de maior frequéncia dos heterozigotos nestas linhagens, que
devera ser testada com andlises estatisticas mais refinadas e também
parece nao haver diferenca na frequéncia dos alelos S e F entre os
fendtipos resistentes e suscetiveis de ambas as espécies.

A banda a esterase-2 analisada no presente trabalho apresentou
uma alta frequéncia na maioria das linhagens brasileiras, africana e em
Canton-S de D. melanogaster. Em alguns individuos testados ela nao foi
observada, como nos BG resistentes, fémeas BG suscetiveis, fémeas SE
suscetiveis, fémeas Canton-S resistentes. A baixa frequéncia desta banda
Ou mesmo a auséncia em algumas linhagens precisa ser reavaliada, pois
parece que este resultado pode ser atribuido a uma amostragem nao
adequada para a analise. Destaca-se a alta frequéncia (90-100%) na
linhagem africana TANA, que apresentou o maior valor de CLsy. Em
algumas linhagens foi apresentada uma diferenga na frequéncia entre os
sexos da banda a-2, mas este dado também precisa ser reavaliado
ampliando-se o numero de individuos analisados.

Esta banda foi menos frequente em D. simulans do que em D.
melanogaster. Também nao foi observada uma diferenga significativa na
comparagao entre os sexos e nos individuos resistentes a frequéncia foi
maior que os suscetiveis. Destaca-se também a auséncia desta banda
em todos os individuos analisados da linhagem BG, em machos
suscetiveis RP e nos individuos resistentes de GIF-2. Do mesmo modo
que em D. melanogaster esta analise sera melhor interpretada com a
ampliacdo de amostras mais adequadas para esta analise.

Em relagdo a analise da GST, em ambas as espécies, destacam-
se valores relativamente baixos de atividade para a maioria dos individuos
fenotipados como resistentes e suscetiveis e mesmo para os individuos
nao submetidos ao bioensaio com o DDT (controle). E a vista dos

numeros nao foi possivel verificar diferengas na atividade da GST entre
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estas espécies, somente alguns casos pontuais nos resultados foram
destacados.

As fémeas controle SE de D. melanogaster foram as que
apresentaram o maior valor de atividade da GST entre as linhagens
brasileiras, seguida pelas fémeas resistentes de SE, FLO e BG. Os
maiores valores de atividade da GST foram obtidos para a linhagem
Canton-S, a qual apresentou valores correspondentes em ambos os
sexos dos individuos resistentes, suscetiveis e controle, indicando nao
haver uma atividade diferencial desta enzima entre estes grupos
amostrados.

Como a andlise da atividade da GST realizada no presente
trabalho envolve um conjunto de GSTs, incluindo varios grupos, e como
foi destacado anteriormente, ha um grupo especifico de GST que tem sido
identificado nos processos de detoxificagdo de xenobidticos (SHI, et al,
2012 ), a metodologia pode nao ter sido sensivel o suficiente para
destacar este grupo especifico. Ou de modo geral podemos inferir que
houve um sinergismo negativo entre a atividade da GST e a
suscetibilidade ao DDT. Linhagem suscetivel, como Canton-S, com o
menor valor de CL50 obtido (=2,99ug/mL) apresentou os maiores valores
de atividade da GST, e as linhagens africanas, TANA e TANA-4, com os
maiores valores de CL50 (respectivamente, 447,89 ug/mL e 920 ug/mL),
apresentaram valores de atividade da GST extremamente baixos.

Os dados mostram maior variabilidade genética para D.
melanogaster em relagdo a resisténcia ao DDT, alta resisténcia para as
linhagens africanas de ambas as espécies, indicando que estas
populagcdes continuam sendo selecionadas por este ou outro inseticida, a
inexisténcia de um cline para os alelos S e F nas linhagens de ambas as
especies, sugere-se que o tratamento com o DDT pode ter selecionado os
individuos heterozigotos para algumas linhagens e isto pode ter
mascarado o cline destas linhagens, ou mesmo um efeito de gargalo

também nao pode ser descartado. Quanto a analise da GST observou-se
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um sinergismo negativo entre a atividade da GST e o grau de resisténcia
ao inseticida. A linhagem mais suscetivel (Canton S de D. melanogaster)
mostrou o nivel mais alto de atividade da GST e as linhagens mais

resistentes (africanas de ambas as espécies), 0s niveis mais baixos.
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6. CONCLUSOES ESPECIFICAS

e As linhagens brasileiras de D. melanogaster e D. simulans
apresentam variabilidade genética quanto a suscetibilidade ao
inseticida DDT, avaliada pela CLsy;

e Os maiores valores de CLsg obtidos foram para as linhagens de D.
melanogaster,

e A linhagem Canton-S, suscetivel de laboratério, foi a que
apresentou o menor valor CLsp = 2,99;

¢ As linhagens africanas de D. melanogaster (TANA) e D. simulans
(TANA-4) foram as que apresentaram os maiores valores de ClLsg
respectivamente, 447,89ug/mL e 920 ug/mL;

e Para linhagem GIF-2 de D. simulans, da Franga, o valor da CLs foi
de 84,64 pg/mL, semelhante ao obtido para linhagens brasileiras desta
especie.

e Na comparagao do total geral da frequéncia dos fendtipos da EST-
6 observa-se uma maior frequéncia de S/F para os individuos
resistentes de ambas as espécies e para os suscetiveis de D.
melanogaster;

e Os individuos suscetiveis de D. simulans, apresentaram o fendtipo
F/F, como o mais frequente;

e Pela analise do total de individuos analisados nas linhagens
brasileiras de D.melanogaster (227), a frequéncia obtida para o alelo S,
foi de 0,55 contra 0,46 do alelo F. Esta frequéncia para o total de
individuos de D. simulans (133) foi de 0,54 para o alelo F e 0,43 para o
alelo S;

e Embora a frequéncia do alelo S foi ligeiramente maior que a de F
em D. melanogaster, para ambas as espécies a frequéncia dos alelos

esta equitativa;
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e A frequéncia dos alelos S e F nas linhagens resistentes de ambas
as espécies também foram equivalentes, entretanto nas linhagens
suscetiveis de D. melanogaster o alelo S apresentou uma frequéncia
maior que F, o inverso foi obtido para D. simulans;

e Em relagdo a analise da GST em ambas as espécies, destacam-se
valores relativamente baixos de atividade para a maioria dos individuos
fenotipados como resistentes e suscetiveis e mesmo para os individuos
nao submetidos ao bioensaio com o DDT (controle);

e Os maiores valores de atividade da GST obtidos foi para a
linhagem Canton-S, a qual apresentou valores correspondentes em
ambos os sexos dos individuos resistentes, suscetiveis e controle,
indicando ndo haver uma atividade diferencial desta enzima entre estes

grupos amostrados.
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7. CONCLUSAO GERAL

As linhagens brasileiras de D. melanogaster apresentaram os
maiores valores de CLsy hos bioensaios da resisténcia ao DDT quando
comparadas com as de D. simulans. As linhagens africanas de D.
melanogaster e D. simulans foram as mais resistentes apresentando
valores até trés vezes maiores que as das linhagens brasileiras. A
linhagem francesa de D.simulans apresentou resisténcia semelhante as
linhagens brasileiras de maior resisténcia. Nao foi observada uma
variagao clinal das frequéncias dos alelos S e F da EST-6 para as
linhagens de D. melanogaster e D. simulans, que foi explicado como uma
possivel selecao dos diferentes fendtipos ao bioensaio com o DDT ou
como um efeito de um gargalo sofrido pelas popula¢gdes em laboratorio. A
atividade da GST foi baixa para a maioria das linhagens, com exceg¢ao de
Canton-S, uma linhagem suscetivel de laboratério, a qual apresentou os
maiores valores de GST, e as linhagens africanas resistentes TANA e
TANA-4, respectivamente de D. melanogaster e D. simulans
apresentaram os menores valores. Para explicar estes resultados foi
sugerido uma relacao sinergistica da atividade da GST e nivel de
suscetibilidade ao DDT, entretanto, estes dados precisam ser averiguados

em maiores detalhes.
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