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RESUMO

O estudo da resisténcia de insetos de produtos armazenados a inseticidas €
importante devido as elevadas perdas qualitativas e quantitativas, e também porque ha
poucos ingredientes ativos indicados para o controle destes organismos e, uma vez
estabelecida a resisténcia, pouco podera ser feito para efetuar um controle efetivo das
populagdes. O objetivo desta pesquisa foi detectar populagdes de besouros de produtos
armazenados resistentes e suscetiveis a inseticidas, baseando-se em bioensaios e
marcadores moleculares. Apesar de terem sido coletadas diversas espécies, foram
utilizados, para os ensaios os coleopteros Sitophilus oryzae (L.) e S. zeamais Motschulsky
(Curculionidae) , Rhyzopertha dominica (F.) (Bostrychidae) e Oryzaephilus surinamensis
(L.) (Silvanidae), provenientes de armazéns e criagdes de laboratorio. A técnica utilizada
para o bioensaio foi a de impregnagdo de papel filtro, aplicando-se 1 ml de solugdo de
deltametrina (K-Obiol 25 CE®) em discos de papel filtro, em quatro concentragdes
diferentes, em cinco repetigdes; a testemunha continha apenas o solvente (acetona). Foram
liberados 10 adultos por repeti¢do, avaliando-se a mortalidade a 24 h. Os resultados
mostraram uma mortalidade crescente de acordo com o aumento da concentragdo do
inseticida e ao longo do tempo indicaram também que existiam populagdes resistentes e
suscetiveis a dose utilizada. A CLso para avaliar o nivel de resisténcia das populag¢des foi
determinada através da analise de probit. Os insetos vivos € mortos nos bioensaios foram
congelados para os testes com marcadores moleculares. A técnica de PCR-RAPD utilizada
para obtengdo de bandas foi realizada com as seguintes condigdes: 1 X tampdo (10 mM
Tris-HCI;, 3 mM MgCl; e 50 mM KCI, pH 8,3), 100 uM de cada dNTP; 0,5 uM de primer;
1,25 U de Taq polimerase; 25 ng DNA e BSA 0,05%, utilizando-se o programa de
amplificagdo: 3 min a 94°C, 3 min a 35°C e 2 min a 72°C, seguidos de 40 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 36°C e 2min a 72°C, com extensdo final de 5 min a 72°C. Foram utilizados
os primers OPA-05, OPA-07, OPA-10, OPA-16, OPA-18 e OPA-20. Os resultados ainda
ndo demonstraram quais os primers que poderiam ser utilizados para detectar a resisténcia,
mas os testes indicam que o método de extragdo, a quantidade de DNA por espécime ¢ a
qualidade do DNA sd@o adequadas para os ensaios. A associagdo dos bioensaios com o0s
marcadores moleculares representam uma ferramenta muito importante e precisa para a

deteccdo e manejo da resisténcia das principais pragas.
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L INTRODUCAO

Resisténcia € a habilidade de individuos de uma espécie de suportar doses de
substancias toxicas que seriam letais para a maioria dos individuos da populagdo normal
(Subramanyam & Hagstrum 1996). O termo resisténcia € aplicado por Smith (1970) para
caracterizar espécies de insetos anteriormente suscetiveis, cuja populagdo ndo pode mais ser
controlada por um dado inseticida, na dose normalmente recomendada, ou em nenhuma dose.
A resisténcia deve ser vista como um fendmeno de pré-adaptagdo, isto €, o inseticida ndo
induz as mudangas hereditarias, mas somente seleciona em cada geragdo os genes
responsaveis pela resisténcia, encontrados em uns poucos individuos (Brown 1958). Sob a
pressdo seletiva de inseticidas, aproximadamente 95% dos individuos - que s@o os suscetiveis -
sdo eliminados, enquanto que os resistentes sobrevivem, reproduzem-se e aumentam sua
propor¢do na populagdo. Assim, ha populagdes somente com genes resistentes ou suscetiveis,

ou uma combinag¢do de ambos.

Segundo Georghiou (1972), os insetos apresentam diversos mecanismos de resisténcia:
bioquimicos, fisiologicos e comportamentais. A detoxificagdo realizada por enzimas ¢ um dos
mais importantes; os inseticidas organofosforados, carbamatos e piretroides sdo detoxificados
pela agdo de oxidases de fungGes mistas, esterases e transferases; os organofosforados sofrem
também a agdo de hidrolases. Os mecanismos fisiologicos que reduzem a penetragdo incluem
a redugdo da penetragdo e transporte do inseticida para o alvo (sistema nervoso),
insensibilidade do sitio de agdo e aumento da excre¢do. O autor refere-se, ainda, a resisténcia
comportamental, devida a efeitos irritantes e repelentes dos inseticidas sobre individuos

fisiologicamente suscetiveis, que alteram seu comportamento para evitar areas tratadas.

O metabolismo ou detoxificagdo ¢ provavelmente o mecanismo de resisténcia de
insetos a inseticidas mais estudado. Esse mecanismo permite ao inseto modificar ou
detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente o bastante para prevenir a a¢do no sitio alvo
(Fukuto & Mallipudi 1983). A degradagdo do inseticida pode ocorrer por varios processos
metabolicos nos quais o produto € convertido em uma forma ndo toxica ou mesmo eliminado

rapidamente do corpo do inseto.



Em algumas espécies de coleopteros de produtos armazenados houve comprovagdo
da resisténcia bioquimica, como indicado por Subramanyam et al. (1989), que detectaram
resisténcia ao malation em todas as linhagens de campo de Tribolium castaneum (Herbst)
(Coleoptera: Tenebrionidae) testadas, estando as carboxilesterases envolvidas com a
detoxificacdo do produto. Collins et al (1992), trabalhando com quatro linhagens de
Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus) (Coleoptera: Silvanidae) constataram diferentes niveis
de resisténcia a fenitrotion, associada a alta atividade de monoxigenase e ao clorpirifos-metil a

alta atividade de esterase.

Guedes et al. (1997) demonstraram que a atividade especifica de acetilcolinesterase
diferiu significativamente entre populagdes resistentes e suscetiveis de R. dominica, indicando
que a atividade aumentada da acetilcolinesterase estaria associada com a resisténcia a
organofosforados. E, com relagdo a resisténcia bioquimica aos piretréides, estudos de Collins
(1990), com a espécie I. castaneum, indicam que o aumento do metabolismo enzimatico na

molécula do inseticida envolveu oxidagdo e/ou hidrolise por ésteres.

As barreiras de penetrag@o nos insetos s3o um mecanismo de resisténcia viavel, sendo
que a redugdo da penetragdo do inseticida pela cuticula é efetiva quando associada ao
mecanismo de defesa metabolico (Matsumura 1983). A base genética deste mecanismo esta
relacionada a genes secundarios, como o gene pen da mosca doméstica. Este € localizado no
cromossomo III e é um gene recessivo que normalmente confere pouca ou nenhuma
resisténcia na auséncia de outro mecanismo de resisténcia e provavelmente ndo causa por si s0

significantes falhas de controle (Plapp & Wang 1983; Roush & Daly 1990).

No Brasil, ha indica¢do de resisténcia de Sitophilus oryzae (Linnaeus) (Coleoptera:
Curculionidae), 7. castaneum e Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrychidae)
a organofosforados (Pacheco ef al. 1991) e a fosfina (Sartori ef al. 1991). Guedes (1993)
registrou a resisténcia de linhagens de Sitophilus zeamais Motschulsky a DDT e piretroides. A
estabilidade e severidade da resisténcia tem sido documentada para algumas linhagens das
principais espécies de insetos de armazenamento a inseticidas, em diversas regides do Pais.
Isso evidencia a necessidade urgente de fazer o manejo integrado de pragas no armazenamento
(Lorini 1998) para que esses inseticidas sejam preservados pelo maior tempo possivel, haja

vista a grande dificuldade de substituigdo desses produtos.



Dessa forma, o manejo da resisténcia das pragas aos inseticidas no ambiente de
armazenagem de grdos € uma pratica essencial, pois € muito dificil controlar uma praga depois
de ela tornar-se resistente a um produto quimico. O manejo adequado pode reduzir o nimero
de espécies resistentes ou, no minimo, retardar o aparecimento do problema da resisténcia
(Lorini 1997).

A importancia do estudo da resisténcia de insetos de produtos armazenados a
inseticidas pode ser resumida em dois aspectos: o primeiro refere-se as perdas quantitativas e
qualitativas da producdo impostas pelo ataque de insetos; o segundo esta relacionado com o
reduzido nimero de produtos utilizados no controle desses insetos, sendo que, uma vez
estabelecida a resisténcia, pouco podera ser feito para efetuar um controle efetivo das

populagoes.

As técnicas de bioensaios tém sido adotadas para detectar a resisténcia em insetos de
produtos armazenados, porém, os testes de dose-resposta exigem um grande nimero de
insetos, s3o demorados e pouco precisos para detectar baixas freqiéncias de resisténcia nas
populagdes (Subramanyam & Hagstrum 1996). Técnicas bioquimicas, como eletroforese para
a detecgdo da atividade de esterases em homogeneizados de insetos; métodos colorimétricos
com anti-soro policlonal para enzimas especificas; € marcadores moleculares para genes de

resisténcia especificos sdo discutidos por ffrench-Constant & Roush (1990).

O conhecimento da base genética da resisténcia a inseticidas ¢ fundamental para
estabelecer estratégias para o manejo da resisténcia. Maiores progressos no entendimento
da resisténcia poderiam ser obtidos se houvesse disponibilidade de marcadores moleculares
ligados a resisténcia. Entretanto, ainda ndo estdo disponiveis marcadores € mapas genéticos

para pragas de grios armazenados.

Diversas técnicas para a obtengdo de marcadores moleculares (DNA) foram
desenvolvidas e ja estdo sendo utilizadas em entomologia. Um avango importante para a
disseminagio do uso de marcadores moleculares foi o estabelecimento da técnica PCR
(Polymerase Chain Reaction - Reagdo em Cadeia da Polimerase). Através dela € possivel
ampliar exponencialmente um fragmento especifico de DNA a partir de uma quantidade

muito pequena de moléculas.



Um dos protocolos de amplificagdo de DNA derivado de PCR é o RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNA — Amplificagdo ao Acaso de DNA Polimorfico), o qual
permite a ampliagdo de fragmentos de DNA delimitados por primers (10 pares de bases)
com sequéncias arbitrarias, os quais hibridizam-se em seqiiéncias complementares
distribuidas ao acaso no DNA. Desta forma, sio detectadas variagdes produzidas por
mutagdes nos sitios de hibridizagdo ou por inser¢des e delegdes entre estes sitios. A técnica
RAPD tem sido muito utilizada para diferenciar espécies e populagGes, identificar espécies,
reconstituir filogenia, monitorar varia¢Ges genéticas dentro e entre bidtipos e para estudos
epidemiologicos de insetos vetores de doengas (Ballinger-Crabtree et al. 1992;
Kambhampati et al. 1992; Apostol et al. 1993; Mendel et al. 1994).

A escolha do uso da técnica de RAPD, dentre outras capazes de fornecer
marcadores, deve-se a algumas vantagens, como a n3o necessidade de ter informagdo
prévia sobre seqiiéncias de DNA, grande disponibilidade de primers, rapidez e custo mais
baixo que outras técnicas de PCR. Algumas desvantagens também podem ser enumeradas —
marcadores dominantes, falta de reprodutibilidade se as condi¢Ges da reagdo ndo forem
otimizadas ou se problemas de contaminagdo nio forem resolvidos. Entretanto, com a
atengdo devida a estas restrigdes, RAPD pode fornecer bastante informag@o, especialmente
em espécies que ainda ndo foram sujeitas a analises genéticas detalhadas, devido ao grande

nimero de marcadores que podem ser obtidos.

Para encontrar marcadores moleculares adequados para a resisténcia a inseticidas,
podem ser comparados perfis de RAPD de grupos de insetos suscetiveis e resistentes,
preferencialmente obtidos da mesma populagéo. Isto diminui o nimero de fragmentos que
sdo devidos as diferengas entre populagdes, e que portanto ndo estariam relacionados a
resposta aos inseticidas. Portanto, bandas que sdo grupo-especificas sdo candidatas para
analise de ligagdo génica usando cruzamentos entre insetos suscetiveis e resistentes. Nestes
cruzamentos, entre individuos suscetiveis e resistentes, somente os fragmentos presentes

em um dois pais e ausente no outro sao informativos para analise de ligagao.

O manejo da resisténcia tem como objetivos: prevenir, retardar ou reverter a
evolugdo da resisténcia de pragas aos inseticidas. A detecgdo e estimativa da resisténcia e

de padrGes genéticos da resisténcia, bem como o desenvolvimento de técnicas rapidas,



simples e confidveis, sdo essenciais para desenvolver um programa bem sucedido de
manejo da resisténcia. A estratégia mais comum tem sido o uso de diversos inseticidas
usados seqiiencialmente, em misturas ou rotagdo (Roush 1989; Tabashnik 1989), além de
produtos sinérgicos que bloqueiam certos processos metabolicos. O desenvolvimento da
resisténcia pode ser retardado reduzindo o nimero de aplicagdes de inseticidas, adequando
as dosagens de acordo com a freqiiéncia da resisténcia e uso de produtos menos
persistentes. A suscetibilidade pode ser preservada, provendo refugio para estes individuos,
através de coberturas parciais, propiciando a imigragdo dos suscetiveis para a dilui¢do dos

genes resistentes.

Modelos matematicos podem ser usados para elaborar programas de manejo da
resisténcia, predizer sua evolugdo e programar as aplicagdes de inseticidas. Contudo, o
programa de manejo mais efetivo, segundo Subramanyam & Hagstrum (1996) envolve o
uso de produtos inseticidas naturais associados a outras medidas para o manejo de pragas
de armazenamento, e usando os inseticidas como uma medida alternativa, apenas quando a

populag@o atingir o nivel econdmico de danos.

IL. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral detectar a resisténcia de insetos de produtos
armazenados a inseticidas, com a finalidade de se definir estratégias para o manejo da

resisténcia em estudos posteriores. Os objetivos especificos foram:

1. Detectar, através de bioensaios, populagdes de coleopteros resistentes e suscetiveis a

inseticidas convencionalmente usados em produtos armazenados;

2. Identificar e confirmar as populagdes resistentes e suscetiveis através de marcadores

moleculares;

3. Determinar a razdo da resisténcia nas populagdes dos insetos estudados.



III. MATERIAL E METODOS

Coleta e Criac¢io dos Insetos

Foram coletadas amostras de insetos de produtos armazenados em armazéns,
incluindo as seguintes espécies. S. zeamais, S. oryzae, R. dominica, T. castaneum e O.

surinamensis, que sao as principais pragas de grios e farinhas (Tabela I).

Amostras infestadas de griaos foram coletadas com auxilio de canecas e/ou
armadilhas tipo calador, colocadas em sacos plasticos devidamente etiquetados, e levadas
ao laboratorio da Universidade Federal do Parana (UFPR) para estabelecer a criagdo

estoque.

Cada espécie, de cada local, foi criada sobre o grao/produto de origem, em um
pote plastico de 2 1, com a tampa de tela fina. Os graos foram previamente congelados para
eliminar qualquer infestagdo. A criagdo foi mantida em cdmara climatizada com temperatura
em torno de 25 °C e umidade relativa de 75%, e algumas em temperatura ambiente. As

amostras foram repicadas periodicamente para a manutengao das populages.

Bioensaios

Foi utilizada a técnica de tratamento de papel de filtro impregnado com inseticida
(FAO Meétodo n° 15). Foram usados cartdes de papel de filtro de 9 cm de didmetro, tratados
com 1 ml de solugdo de deltametrina em diferentes concentragdes, usando acetona como

solvente e somente acetona como controle (FAO 1974).

Foram testadas inicialmente quatro concentragdes do inseticida deltametrina (K-
Obiol 25 CE®), com 5 repeticdes, iniciando-se com a dosagem recomendada pelo
fabricante, que foi entdo dividida ao meio e assim sucessivamente (25 g/1000 ml), o limite
das concentragdes foi de 0,125% a 2%. Cada papel com as respectivas concentragdes do
inseticida foi seco ao ar e colocado em uma placa de Petri. Apos 1 h, foram colocados em
cada placa 10 adultos da espécie em questdo, sem sexagem e sem idade definida, fechando-
se as placas com fita adesiva para evitar fuga. Os insetos permaneceram expostos aos
tratamentos durante 24 horas, quando a mortalidade foi avaliada. O numero de insetos

mortos foi contado e expresso em porcentagem, os insetos que em 1 minuto n3o



conseguiram desvirar-se quando colocados de costas, foram considerados mortos. A CLs

foi determinada através da analise de Probit através do programa GLIM, Royal Statistical

Society versdo 3.77 (Crawley 1993). A razio de resisténcia foi obtida pela razio entre a CLsg

da populagdo mais resistente e a CLso da populagdo suscetivel.

Tabela 1. Populagdes de insetos utilizados nos bioensaios, testes com marcadores moleculares

(DNA) e método de preservagdo das amostras para estudos de resisténcia a inseticidas.

Populag@o Utilizagdo Utilizacédo Método de preservagdo
Bioensaio EnsaioDNA |/ pcR_RAPD
Sitophilus zeamais Vigosa — MG sim amostra 6 a Invivo
amostra6b
Sitophilus zeamais Campo -Eré - SC sim - -
Sitophilus zeamais Videira — SC sim amostra 7 a Invivo
amostra7b
Sitophilus zeamais Guarapuava — PR sim amostra S a In ino
( milho iimido) amostra 5 b
Sitophilus zeamais Guarapuava — PR sim amostra 4 a Invivo
( milho seco) amostra 4 b
Rhyzopertha dominica suscetivel (BR4) sim amostra 2 In vivo/ alcool 70%
Passo Fundo — RS
Rhyzopertha dominica resistente(BR12) sim amostra 1 In vivo/ dlcool 70%
Passo Fundo — RS
Sitophilus oryzae A sim - -
Sitophilus oryzae B sim - _
Oryzaephilus surinamensis sim amostra 3 Alcool 70%
Passo Fundo — RS
Sitophilus sp. T1 (vivos) 27/09/00 sim amostra 8 a Congelados -18°C
amostra 8§ b
Sitophilus sp. T4 (mortos) 27/09/00 sim amostra 9 a Congelados -18°C
amostra 9 b
Sitophilus sp. T1 (vivos) 3/10/00 sim amostra 10 a Congelados -18°C
amostra 10 b
Sitophilus sp. T4 (mortos) 3/10/00 sim amostra 11 a Congelados -18°C
amostra 11 b




Marcadores moleculares

Com esse experimento objetivou-se determinar se fragmentos de RAPD poderiam
contribuir como marcadores genéticos para a analise da resisténcia a inseticidas em pragas

de graos armazenados.

As amostras submetidas a técnica de PCR-RAPD foram preservadas em alcool a 70 %,
congeladas a — 18 °C e in vivo para verificag@o da interferéncia do método de preservagdo na

qualidade de bandas.

Foi usado o protocolo de extragdo de DNA total descrito por Cheung et al. (1993),
com leves modificagdes: Coloca-se o inseto em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
contendo 200 pl do tampao de extragdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0 ; 2 M NaCl e 70 mM
EDTA) e tritura com o homogeneizador elétrico (Glas-Col Mod. 099C) com pistilo de
polipropileno (lavados e autoclavados). Adiciona-se 50 pl de sarcosyl 5% (detergente),
homogeneizar novamente e incubar em banho-maria (65 °C) durante 30 min. Centrifuga-se
a 10000 rpm por 15 min e transfere o sobrenadante para um novo tubo de microcehtriﬁxg&
Precipita-se o DNA adicionando 110 pl de acetato de amodnia (10 M) e 250 pl de
isopropanol gelado, deixando-se a noite na geladeira. Centrifugar a 10000 rpm por 15
minutos, descarta-se o sobrenadante e lavar o “pellet” duas vezes com etanol a 70% gelado
(300 ul de cada vez). Remover o etanol e deixar o “pellet” secar a temperatura ambiente,
escorrendo sobre lengo de papel. Adicionar 50 pl de TE Buffer (Tris-EDTA, pH 8,0),
contendo Rnase (10 pg/ml), guardar a 4°C enquanto estiver usando a amostra ou a — 20 °C,

por longo prazo.

A quantificagdo do DNA foi determinada através do fluorimetro com a amostra,
10 X TNE (1 M Tris pH 8,0; 0,5 M EDTA pH 8,0; 5 M NaCl pH 8,0, H;O Milli Q) e o
corante Hoeschst 33258.

A qualidade do DNA foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose
0,8%, utilizando-se 500 ng de DNA para cada amostra. A corrida foi em 0,5 X TBE (Tris-
borato-EDTA) a 5 V/cm, corando-se o gel em solugdo de brometo de etidio 0,05%. O

marcador utilizado foi o n° 6 da Pharmacia Biotech com 23.130 pares de bases (pb).



Cada amostra apresentava um volume final de 20 ul contendo DNA + Bromofenol blue +

H;0 Milli Q. O gel foi fotografado com sistema Kodak EDAS 120.

As reagdes de amplificagio (PCR-RAPD) foram realizadas seguindo uma
metodologia previamente testada para outros insetos no IAPAR de Londrina. Usou-se um
volume total de 25 pl em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml, contendo 100 uM de cada de
dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 0,5 uM de cada primer, 25 ng de DNA, 1,25 U de Taq
polimerase, 0,05% de BSA e tampdo (10 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl; e 50 mM KCI, pH
8,3). As amplificagdes foram conduzidas em ciclador térmico (M.J. Research), com periodo
inicial de desnatura¢do 3 min a 94 °C, 3 min a 35 °C e 2 min a 72 °C, seguidos de 40 ciclos
de 1 min a 94 °C, 1 min a 36 °C e 2 min a 72 °C, com extensio final de 5 min a 72 °C.
Foram utilizados os primers OPA-05, OPA-07, OPA-10, OPA-16, OPA-18 e OPA-20. Os
produtos das amplifica¢Ges foram visualizados através da eletroforese usando 15 ul da
reacdo em 1,2% gel de agarose, a 5 V/cm, contendo 0,5 mg/ml de brometo de etidio, € em

seguida fotografados foram com o sistema de analise de imagens Kodak EDAS 120.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. Bioensaios com deltametrina _

Os resultados dos bioensaios em papel filtro tratado com deltametrina mostraram que
para S. zeamais (Tabela II), as populacdes de Vigosa — MG (Figura 1) e de Campo-Eré - SC
(Figura 2), com CLsy 0,5467 e 0,5222 respectivamente, foram mais resistentes que as
populagdes de Videira — SC (Figura 3) e Guarapuava - PR (Figura 4), com CLso de 0,2264 ¢
0,1698, respectivamente. O fator de resisténcia das trés primeiras populagdes com relagdo a de
Guarapuava, considerada a mais suscetivel, foi 3,22; 3,07 e 1,34 respectivamente, 0 que ndo
representa um nivel consideravel de resisténcia, FR 5 a 7 vezes ndo afeta a eficacia do

inseticida a campo.

Bioensaios com as populagdes de S. oryzae (Tabela IIT) mostraram que a populagdo A
(Figura 5) apresentou CLs; de 1,209 (concentragdo de 1,7% de deltametrina),
significativamente diferente da populagio B (Figura 6), cuja CLs foi 0,1315 (1% de
deltametrina).



Esses resultados indicam que a populagdo B é mais suscetivel ao inseticida, pois, foi utilizada

apenas a metade da concentragdo da populagdo A, sendo que o fator de resisténcia foi de 9,2.

Bioensaios com as popula¢des de R. dominica (Tabela IV) provenientes da Embrapa-
Trigo, Passo Fundo-RS, indicaram que a populagdo de R dominica BR12 (Figura 7), com
CLso de 0,4883, apresenta diferenga significativa com a populagdo de R. dominica BR4
(Figura 8) com CLsy de 0,2212. Esta ultima apresentou maior suscetibilidade ao inseticida
mesmo a uma concentragdo menor do que utilizada na populagio BR12, confirmando o
historico de resisténcia dessas ragas, as quais foram caracterizadas e previamente testadas na
Embrapa-Trigo (Beckel 2000). O fator de resisténcia da raga BR12 foi 2,2 vezes maior que o
da raga BR4. Este resultado diferiu consideravelmente do valor (FR=873,2) encontrado por
Beckel (2000). Esta diferenga pode ser resultante de pressio seletiva a que esta populagio
estava submetida durante a realizagdo dos experimentos da autora. Enquanto que neste
experimento as populagdes ja pertenciam a geragdes bem mais avangadas e estavam sendo

criadas sem pressdo seletiva.

O bioensaio realizado com O. surinamensis (Tabela V) mostrou uma CLsy de 0,1966
(Figura 9), com as menores concentragdes utilizadas nos bioensaios, ficando no mesmo nivel
de suscetibilidade das populag¢des suscetiveis das espécies de Sitophilus. Nao foi possivel obter

outra populagdo da espécie para determinar o fator de resisténcia dessa amostra.

O fator de resisténcia (FR) menor que 5 a 7 vezes ndo afeta muito a eficacia do
inseticida a campo, n3o sendo possivel, muitas vezes, afirmar se € problema de resisténcia ou
falha na aplicagdo do produto (A. Rodrigues Pinto Jr., comunicagio pessoal). Nesta pesquisa,
somente a populag@o de S. oryzae A apresentou um valor acima desse nivel (FR = 9,2), as
outras populagles testadas ficaram abaixo do valor de referéncia, porém, os bioensaios

forneceram indicios claros de resisténcia em algumas delas.
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Tabela IL Valores da CLso (ug/cm® de deltametrina) para adultos de Sitophilus zeamais,

expostos a papel filtro tratado com deltametrina para a determinagio do fator de resisténcia,
a 25 °C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Populagio CLso (95% L.C)" a EP, B EP, FR

S. zeamais | 0,5467 (0,4261-0,7584) | 0,7606 | 02551 | 2,900 | 05178 | 3,22
Vicosa— MG

S.zeamais | 0,5222 (0,4025-0,7329) | 0,7714 | 0,2543 | 2,734 | 0,5043 | 3,07
Campo-Eré — SC

S. zeamais | 0,2264 (0,1558-0,2971) | 1,685 | 02998 | 2611 | 0,5000 | 1,34
Videira - SC

S. zeamais | 0,1698 (0,0798-0,2479) | 1472 | 0,2862 | 1,911 | 04750

Guarapuava -PR

*Concentragdo letal de 50 % (CL50) e intervalo de confianga (I.C)

a = coeficiente linear; b= coeficiente angular; EP = Erro Padréo

FR = Fator de resisténcia (qualquer CLs, dividida pela CLso da populagdo mais suscetivel)

0,5
1 0
(0]
g ‘0,5 N
1 -1 ]
t
-1,5 -
-2

y = 0,7606x - 2,90

-0,9031 -0,6021 -0,301
log.dose

0

Figura 1. Mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais, Vigosa — MG, a diferentes

concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repeti¢des, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.
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Figura 2. Mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais, Campo-Eré - SC, a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repetigdes, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

y =1,685x - 2,611

- =0 o =
o
(&)}
]

-0,9031 -0,6021 -0,301 0
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Figura 3. Mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais, Videira - SC, a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repetiges, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.
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Figura 4. Mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais, Guarapuava - PR, a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repetigdes, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Tabela IIL Valores da CLsy (ug/cm’ de deltametrina) para adultos de Sitophilus oryzae,
expostos a papel filtro tratado com deltametrina para a determinagdo do fator de resisténcia,
a 25 °C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Populagio CLso (95% L.C)» a EP, b EP, FR

S oryzae A 1,209 (1,129-1,269) 1322 | 03556 | 16,07 | 02671 | 92

S. oryzae B 0,1315 (0,0675-0,1856) | 2,186 | 0,3480 | 2,481 | 0,5398

*Concentraggo letal de 50 % (CL50) e intervalo de confianga (I.C)
a = coeficiente linear; b= coeficiente angular; EP = Erro Padrao

FR = Fator de resisténcia ( CLso da populagdo A pela CLs da populagéo B)
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Figura S. Mortalidade de adultos de Sitophilus oryzae da populagio A, a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repeti¢des, em papel filtro impregnado com o
inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

2,5
24 y=2,186x- 2,481

-0,9031 -0,6021 -0,301 0

log.dose

Figura 6. Mortalidade de adultos de Sitophilus oryzae da populagio B, a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repetigdes, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.
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Tabela IV. Valores da CLs, (ug/cm® de deltametrina) para adultos de Rhyzopertha

dominica, expostos a papel filtro tratado com deltametrina para a determinagido do fator de

resisténcia, a 25 °C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Populag:éio CLso (95% L C)# a EP, b EPb FR

R dominica |0,4883 (0,3235-0,6596) | 0,7161 | 0,1784 | 230 | 04791 | 22

(BR12)

R dominica | 0,2212 (0,1404-0,3005) | 1,489 | 0,2864 | 2272 | 04818

(BR4)

*Concentragao letal de 50 % (CL50) e intervalo de confianga (1.C)
a = coeficiente linear; b= coeficiente angular; EP = Erro Padrdo
FR = Fator de resisténcia ( CLso da BR12 dividida pela CL 50 da raga BR4)

20

151  y=07161x-2,30
1,0 1
0,5 -
0,0 -
0,5 1
-1,0

- =000 O =

-0,6021 -0,301 0 0,301
log.dose

Figura 7. Mortalidade de adultos de Rhyzopertha dominica (BR12), a diferentes
concentragdes de deltametrina (ug/cm?), em 5 repeti¢des, em papel filtro impregnado com o

inseticida, a 25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.
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Figura 8. Mortalidade de adultos de Rhyzopertha dominica (BR4), a diferentes concentragdes

de deltametrina (ug/cm®), em 5 repetigdes, em papel filtro impregnado com o inseticida, a

25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Tabela V. Valores da CLsy (ug/cm® de deltametrina) para adultos de Oryzaephilus

surinamensis, expostos a papel filtro tratado com deltametrina para a determinagdo do fator

de resisténcia, a 25 °C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.

Populagio

CLso (95% LC)«

A

EP,

EPy

O. surinamensis

0,1966 (0,1314-0,2581)

1,906

0,3179

2,699

0,5156

*Concentragdo letal de 50 % (CL50) e intervalo de confianga (1.C)

a = coeficiente linear; b= coeficiente angular; EP = Erro Padrdo
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Figura 9. Mortalidade de adultos Oryzaephilus surinamensis, a diferentes concentragoes de
deltametrina (ug/cm?), em 5 repeti¢des, em papel filtro impregnado com o inseticida, a

25°C e UR 70%, Curitiba, PR, 2000.
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2. Ensaios de DNA

Extra¢do do DNA

Foi extraido DNA das populagdes indicadas na Tabela I, utilizando o protocolo
modificado descrito por Cheung et al. (1993) em diferentes métodos de preserva¢do. Todos os
métodos utilizados (in vivo, alcool 70% temperatura ambiente e congelados -18°C)
mostraram-se eficientes para a preservagdo e extragdo sem interferir na quantidade, qualidade

do DNA e reagoes de amplificagdo realizadas para os testes com marcadores moleculares.
Quantificagdo do DNA

Os resultados obtidos demonstraram que a extragio de DNA teve quantidades
satisfatorias para as analises posteriores de sua qualidade, pois 0 minimo para as reagdes de
amplificagdo ¢ de 5 ng de DNA/ul. Na tabela VI tem-se as quantidades de DNA obtidas de

cada amostra, usando dois espécimes/amostra.
Qualidade do DNA

A Figura 10 indica que todas as amostras tiveram 6tima qualidade de DNA, pois as
bandas foram bem nitidas, significando que ndo houve degradagdo e que as amostras s3o
viaveis para a reagdo de amplificagdo. Nota-se que todas as amostras apresentaram DNA de

alta qualidade, com peso molecular acima de 23,1 Kb.

Figura 10. Gel de agarose 0,8% com amostras de insetos de produtos armazenados com
bandas de DNA para avaliagio da qualidade. O marcador M utilizado foi o n° 6 da
Pharmacia Biotech com a banda mostrada na figura com 23.130 pares de bases. Os

nameros indicam as amostras utilizadas no experimento. (Tabela I).
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Tabela V1. Quantificagio de DNA por fluorimetria, utilizando 10 X TNE e o corante Hoechst

33258 de amostras de insetos de produtos armazenados .

AMOSTRA DNAJ ngﬁt?.ig)
1 Amostra a —Rhyzopertha Dominica resistente BR12 93 1860
2 Amostra b —Rhyzopertha Dominica resistente BR12 161 3220
3 Amostra a — Rhyzopertha Dominica suscetivel BR4 84 1680
4 Amostra b — Rhyzopertha Dominica suscetivel BR4 234 4680
5 Amostra a — Oryzaephilus surinamensis 48 960
6 Amostra b — Oryzaephilus surinamensis 87 1740
7 Amostra a—S. zeamais Guarapuava milho seco 186 3720
8 Amostrab - §. zeamais Guarapuava milho seco 300 6000
9 Amostra a — . zeamais Guarapuava milho imido 88 1760
10 Amostra b - S. zeamais Guarapuava milho umido 122 2440
11 Amostra a — Sitophilus zeamais Vigosa — MG 206 4120
12 Amostra b — Sitophilus zeamais Vigosa — MG 131 2620
13 Amostra a — Sitophilus sp. Quirera de milho Videira ! 85 1700
14 Amostra b — Sitophilus sp. Quirera de mitho Videira | 132 2640
15 Amostra a — Sitophilus sp. T1 (vivos) 27/09/00 3. 145 2900
16 Amostra b — Sitophilus sp. T1 (vivos) 27/09/00 37 740
17 Amostra a — Sitophilus sp. T4 (mortos) 27/09/00 93 1860
18 Amostra b — Sitophilus sp. T4 (mortos) 27/09/00 91 1820
19 Amostra a — Sitophilus sp. T1 (vivos) 03/10/00 128 2560
20 Amostra b — Sitophilus sp. T1 (vivos) 03/10/00 145 2900
21 Amostra a — Sitophilus sp. T4 (mortos) 03/10/00 96 1920
22 Amostra b — Sitophilus sp. T4 (mortos) 03/10/00 91 1820
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3. PCR-RAPD

A Figura 11 apresenta fragmentos de DNA amplificados para R. dominica e O.
surinamensis. Os primers OPA-05 e OPA-07 amplificaram, respectivamente, uma banda
com 1.150 pb e 700 pb, ambas para a populagdo suscetivel de R. dominica (amostras 2 e
4), e nenhum fragmento para a populagéo resistente (amostras 1 e 3). Os primers OPA-18 e
OPA-20 amplificaram uma série de fragmentos entre 300 e 2.000 pb para as populagdes
resistentes e suscetiveis de R. dominica (amostras 9 a 12), sendo que ambos os primers
indicam a possilbilidade de existéncia de variabilidade genética entre estas populagdes. Os
primers OPA-10 e OPA-16 (amostras 5 a 8) ndo amplificaram nenhum fragmento de DNA.

Para O. surinamensis, apenas os primers OPA-18 e OPA-20 amplificaram
fragmentos de DNA, sendo que os demais ndo amplificaram ou, como no caso de OPA-05,
os fragmentos émpliﬁcados foram pouco visiveis (amostras 13 a 16).

Os resultados de RAPD para S. zeamais estdo apresentados na Figura 12. Observa-
se que os primers OPA-07, OPA-10 ¢ OPA-16 (amostras 4 a 12) amplificaram diversos
fragmentos polimoérficos para as populagdes de S. zeamais procedentes de Guarapuava,
Vigosa e Videira. Os diferentes padrdes de bandas apresentados por cada um desses
primers, para cada populagdo de S. zeamais, embora tenha se utilizado apenas um espécime
de cada local, indica a possibilidade de uma ocorréncia de variabilidade genética entre essas
populagdes. O primer OPA-05 (amostras 1 a 3) ndo amplificou satisfatoriamente os
fragmentos de DNA das amostras das trés populagdes, nao permitindo qualquer inferéncia.
Os primers OPA-18 e OPA-20 (amostras 13 a 18), apresentaram padrdes semelhantes para
as trés populagdes ndo caracterizando variabilidade entre as populagdes.

Apesar de ser possivel concluir que o método PCR-RAPD utilizado ¢ adequado para
~ este tipo de analise, ficou evidente que um nimero maior de primers e populagdes precisam
ser testados para se chegar a resultados mais definitivos quanto a marcagdo da
resisténcia/suscetibilidade.

20



(pb)

800 »

1300 >
1000 >
800 —» |

600 -

350 >

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 11. Padrio de fragmentos amplificados por PCR-RAPD. (M) marcador 100 pb;
(1) Rhizopertha dominica (R), (2) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-05;
(3) Rhizopertha dominica (R), (4) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-07;
(5) Rhizopertha dominica (R), (6) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-10;
(7) Rhizopertha dominica (R), (8) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-16;
(9) Rhizopertha dominica (R), (10) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-18;
(11) Rhizopertha dominica (R), (12) R. dominica (S)- amplificados com o primer OPA-
20; (13-18) Oryzaephilus surinamensis. DNA amplificado respectivamente com os
primers OPA-05, OPA-07, OPA-10, OPA-16, OPA-18 e OPA-20.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 121314 1516 17 18 M

Figura 12. Padrio de fragmentos amplificados por PCR-RAPD. (M) marcador 100 pb; (1)
Sitophilus Guar.; (2) Sitophilus Vig.; (3) Sitophilus Vid., amplificados com o primer OPA-
05; (4) Sitophilus Guar.; (5) Sitophilus Vig.; (6) Sitophilus Vid., amplificados com o primer
OPA-07; (7) Sitophilus Guar.; (8) Sitophilus Vig.; (9) Sitophilus Vid., amplificados com o
primer OPA-10; (10) Sitophilus Guar.; (11) Sitophilus Vig.; (12) Sitophilus Vid.,
amplificados com o primer OPA-16; (13) Sitophilus Guar.; (14) Sitophilus Vig.; (15)
Sitophilus Vid., amplificados com o primer OPA-18; (16) Sitophilus Guar.; (17) Sitophilus
Vig.; (18) Sitophilus Vid., amplificados com o primer OPA-20.
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V. CONCLUSAO

Os coleopteros de produtos armazenados utilizados nos bioensaios: S. zeamais, S.
oryzae € R. dominica apresentam populagGes resistentes ao inseticida deltametrina, com fator
de resisténcia de 3,2; 9,2 e 2,2, respectivamente, com relagio as populagdes suscetiveis das

espécies.

Amostras de S. zeamais, S. oryzae, R. dominica e O. surinamensis podem ser utilizadas
in vivo, preservadas em alcool a 70% ou congeladas a - 18° C por pelo menos oito meses, sem
alterar a qualidade do DNA para os ensaios de PCR-RAPD.

As analises PCR-RAPD revelam bandas que indicam a variabilidade intraespecifica
das populagdes, indicando que esta técnica pode ser utilizada para a detecgdo da resisténcia/
suscetibilidade. Porém, um niimero maior de primers e de populagdes precisam ser testados

para selecionar os mais indicados para a marcagdo da resisténcia.

A associagdo de bioensaios e testes de PCR-RAPD podem representar uma ferramenta

precisa e util em programas de manejo da resisténcia em armazenagem.
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