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AVALIACAO DA ALTERACAO DE EXPRESSAO DAS ESTERASES
DURANTE O DESENVOLVIMENTO LARVAL DE Diatraea saccharalis
(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) APOS CONTAMINACAO COM O
ORGANOFOSFORADO METAFOS
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RESUMO: Devido a grande importancia da cana-de-agucar, as areas de plantio vém se expandindo cada
vez mais e com isso ocorre um aumento proporcional da populagdo da praga que afeta esta cultura
Diatraea saccharalis, conhecida como broca-da-cana, que, além de diminuir a produtividade agricola, ainda
causa problemas de fermentagdo nas usinas de alcool e acucar. A infestacdo por D. saccharalis é
controlada utilizando o controle biolégico e o controle quimico (através de inseticidas). Apds a aplicagédo de
inseticidas, parte das lagartas de D. sachharalis podem ser afetadas por quantidades subletais dos mesmos
que nao causardo a sua morte, contudo, podem ocorrer alteragdes na expressdo de algumas enzimas,
dentre elas as esterases. Tal alteragdo podera ser mantida nas geragbes futuras da broca-da-cana
promovendo a resisténcia desses insetos ao organofosforado. O objetivo deste trabalho é desenvolver
estudos com concentragbes subletais do organofosforado metafos e analisar a expressao das esterases da
D. saccharalis para identificar possiveis alteragdes na sua atividade, para posteriormente entender o seu
papel na detoxificagdo da lagarta e entender sua importdncia para a resisténcia nesses insetos. O
desenvolvimento do estudo sera realizado com larvas de D. saccharalis mantidas em laboratério de criagcao
do Departamento de Biologia Celular e Genética — UEM. Serdo montados bioensaios com larvas do 2° ao 5°
instar com diferentes concentrages subletais de metafos. Cada bioensaio sera composto de 3 repeticbes e
um controle. Os testes serao realizados separadamente para cada instar em diferentes concentragdes do
inseticida metafds. Os experimentos serdo montados em placas de Petri contendo papel de filtro embebido
com 1,5 mL de solugado com inseticida e alimento preparado no laboratério. Em cada placa de Petri serdao
colocadas 25 larvas e mantidas por um periodo de 24 horas. Apds esse tempo, as lagartas sobreviventes
serao contadas, sacrificadas e submetidas a eletroforese de esterases. Para as eletroforeses, as amostras
serdao homogeneizadas individualmente em solugao a 0,1% de 2-mercaptoetanol contendo glicerol a 10%
mais 15uL de tetracloreto de carbono centrifugadas a 11751xg por 10 minutos com temperatura a 4°C. Do
sobrenadante resultante 20 uL serdo aplicados nos géis PAGE para anadlises das esterases. As
eletroforeses PAGE serao realizadas utilizando géis de visualizagdo a 12% e de empilhamento a 5%. O
tampao de corrida utilizado sera o Tris-glicina 0,1M pH 8,3. As eletroforeses serao realizadas a 200V por 6h
a 5°C. Para a realizagao da coloragao para esterase, primeiramente, o gel sera incubado por 30 minutos em
50 mL da solugdo de tampao fosfato de sdédio 0,1 M pH 7,5. Em seguida o tampao sera descartado e
acrescentada a solugcdo de coloragdo contendo os substratos alfa e beta naftil-acetato, onde o gel sera
incubado até o aparecimento das bandas. Posteriormente os géis permanecerdo em solugéo conservante
(4cido acético, glicerol e agua). Apds a visualizagdo das bandas sera realizada a comparagéo entre o
controle e contaminados e posterior classificagdo das esterases. Os dados de mortalidade serao
submetidos ao programa SPSS 13.0, para analise de correlagdo entre concentracdo do inseticida e
mortalidade e estimativa do coeficiente de determinagao (R?).
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