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RESUMO

Os insetos da espécie Tribolium castaneum, popularmente conhecidos como “carunchos”, sdo pragas secundarias que
infestam produtos armazenados. O uso intensivo de inseticidas no controle desta praga tem contribuido para o
desenvolvimento de resisténcia, por meio de mecanismos fisiolégicos, comportamentais e bioguimicos. O mecanismo
bioguimico talvez seja um dos mais importantes, uma vez que séo realizados por enzimas, tais como as esterases. Dessa
forma, este trabalho descritivo de carater exploratorio, foi realizado visando identificar e caracterizar bioquimicamente as
esterases no desenvolvimento dessa espécie e analisar geneticamente este sistema enzimatico. Para tanto, esterases de
quatro linhagens (LU, LG, LPT e LER) destes insetos, foram estudadas por meio de eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida (PAGE). O sistema PAGE permitiu a identificacdo de 19 bandas esterasicas, atribuidas a 11 locos génicos
(EST- 1 a 11), com expressao diferencial tanto ao longo do desenvolvimento quanto entre as linhagens analisadas. Dentre
esses locos, Est-1, 6 e 8 sdo monomorficos. Os demais sdo polimérficos e as esterases por eles codificadas apresentaram
estrutura monomérica. A EST-5 e a EST-10 foram classificadas como B-esterases, e as demais como a-esterases. Em
insetos adultos, EST-1, 2, 3, 4 e 9 foram classificadas como colinesterases e a EST-5 como carboxilesterase. Os resultados
obtidos seré&o utilizados em estudos posteriores para verificar o envolvimento das esterases nos mecanismos de resisténcia
aos inseticidas a fim de encontrarmos uma forma de controle mais eficiente para este inseto-praga.

Palavras-chave: Tribolium castaneum; esterases; resisténcia a inseticidas; organofosforados.

BIOCHEMICAL AND GENETIC CHARACTERIZATION OF ESTERAS ES IN Tribolium castaneum (COLEOPTERA:
TENEBRIONIDAE)

ABSTRACT

The insects of Tribolium castaneum species, popularly known in Brazil as “caruncho”, are secondary pests which infest stored-
products. The intensive use of insecticides has contributed to the development of resistance through physiological, behavioural
and biochemical mechanisms. The biochemical mechanism is one of the most important because they are accomplished by
enzymes of the esterase groups. Thus, this descriptive study with exploratory character the aimed to identify and characterise
esterases during the developmental stages of Tribolium castaneum and to analyze the genetic profile of this enzymatic system.
Esterases from the insects of four strains (LU, LG, LPT and LER) were subjected through vertical polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE). The PAGE system allowed the identification of eleven esterases bands, assigned to 11 loci (EST-1 to
11), with distinguishing expression either in the stages of development or in the insect strains. Among these loci, Est-1, 6 and 8
are monomorphic. The others are polymorphic, and the codified esterases showed monomeric structure. The EST-5 and EST-
10 were classified as B-esterases, and the other enzymes as a-esterases. Four esterases in the adults, EST-1, 2, 3, and 9,
were classified in the cholinesterase class and EST-5 was classified in the carboxylesterase class. The results will be used in
future studies to verify the involvement of esterases in insecticide resistance mechanisms in order to find a more efficient way
to control this insect pest.

Keywords: Tribolium castaneum, rust red flour beetle, esterase, insecticide resistance; organophosphorate.

INTRODUQAO sensibilidade aos substratos sintéticos que as
EEE esterases hidrolisam in vitro, dois grupos

podem ser distinguidos nos insetos, as a-

As esterases sdo isoenzimas que esterases que hidrolisam preferencialmente o
apresentam atividade hidrolitica multifuncional, e a-naftil-acetato e as [B-esterases que
em comum, catalisam a hidrélise de um grande hidrolisam preferencialmente o B-naftil-acetato
namero de ésteres (1). Com base na (2).
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Sdo reconhecidas quatro classes de
esterases, as acetilesterases (E.C. 3.1.1.6), as

arilesterases (E.C. 3.1.1.2), as
carboxilesterases (E.C. 3.1.1.1) e as
colinesterases que incluem as

acetilcolinesterases (E.C. 3.1.1.7) e as
pseudocolinesterases (E.C. 3.1.1.8) (3).

Essas isoenzimas tém sido
estudadas principalmente em insetos, devido
as importantes funcdes metabdlicas que elas
desempenham em diversos representantes
desta classe, tais como, participacdo no
controle dos niveis de hormdnio juvenil (4,5,6),
regulacdo de mecanismos reprodutivos (7,8),
processos digestivos (3) e mecanismos
bioquimicos que conferem resisténcia a
inseticidas organofosforados, carbamatos e
piretréides (9).

Duas classes de esterases estdo
envolvidas na resisténcia aos inseticidas, as
carboxilesterases e as colinesterases. As
carboxilesterases tém sido associadas
principalmente a resisténcia aos inseticidas
organofosforados (10). Essas esterases atuam
por meio da detoxificagdo metabdlica,
mecanismo pelo qual os inseticidas sé&o
modificados para formas menos toxicas ao
inseto ou eliminados rapidamente, prevenindo
a sua agdo no sitio alvo (11).

De modo geral, 0s mecanismos
de resisténcia envolvendo carboxilesterases,
sao resultantes do aumento da atividade desta
enzima em insetos resistentes, como
demonstrado em linhagens de Culex tarsalis
(12), Oryzaephilus surinamensis (13) e
Tribolium castaneum (14,15) resistentes ao
malathion.

Dentre as colinesterases
envolvidas nos mecanismos de resisténcia,
destaca-se a acetilcolinesterase, especifica do
sistema nervoso central dos insetos, onde
regula os niveis de acetilcolina nos terminais
nervosos catalisando a hidrélise deste

neurotransmissor. Os inseticidas
organofosforados e carbamatos tém estruturas
analogas a acetilcolina, ligam-se

covalentemente a um residuo de serina no
sitio ativo da acetilcolinesterase, inibindo-a por
fosforilacdo e carbamilacdo, respectivamente,
conduzindo a um acumulo de acetilcolina nas
sinapses o que causa a morte dos insetos por
hiperexitacao (16).

Essa resisténcia mediada por
acetilcolinesterases pode envolver a ocorréncia

de uma ou mais mutacbes de ponto na
estrutura do gene que codifica essa enzima,
como demonstrado em populagbes de
Drosophila melanogaster (17,18). Também
pode ser devido ao aumento na sua sintese
como detectado em Drosophila (19), ou a um
nivel de atividade mais elevado dessa
esterase, como observado em linhagens de
Rhyzopertha dominica (Coleoptera:
Bostrichidae) resistentes a organofosforados
(20).

O aumento da resisténcia aos
inseticidas é um dos mais complexos
problemas no controle de pragas de gréos
armazenados, entre os quais destacam-se as
espécies pertencentes a ordem Coleoptera,
conhecidos vulgarmente como gorgulhos ou
carunchos (21).

Dentre  eles, o  Tribolium
castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma
praga secundaria que infesta grdos e
sementes (amendoim, café, cacau, soja,
algodao, nozes, feijao, ervilha) ja danificados
por outras pragas, cereais moidos (farelos,
racdes, farinhas, fubd) e outros subprodutos
armazenados (21). Este inseto excreta
compostos contaminantes que propiciam o
crescimento de fungos nos produtos
infestados, provocando perdas quantitativas e
gualitativas na producdo, gerando grandes
prejuizos econdmicos aos produtores e
comerciantes (22).

Neste contexto, este trabalho
descritivo de carater exploratério teve como
objetivos identificar e caracterizar
bioguimicamente as esterases no
desenvolvimento da  espécie  Tribolium
castaneum de acordo com a afinidade pelo
substrato e sensibilidade a diferentes tipos de
inibidores, bem como, analisar geneticamente
este  sistema isoenzimético, verificando
indiretamente 0s genes envolvidos e o
polimorfismo protéico destes locos génicos. Os
dados obtidos serdo utilizados em estudos
posteriores que visam determinar 0
envolvimento dessas enzimas nos
mecanismos de resisténcia aos inseticidas
nesta espécie.

METODOLOGIA

1. MANUTENCAO DOS INSETOS EM
LABORATORIO

Quatro linhagens de Tribolium castaneum
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foram utilizadas neste estudo: LPT, LG, LU e
LER. Estas foram obtidas em produtos
processados coletados em estabelecimentos
comerciais na cidade de Maringa, Parana,
Brasil, e identificadas ao microscépio
estereoscopio.

As populac6es em estudo foram criadas em
laborat6rio a uma temperatura constante de 30°
+ 2° C e fotoperiodo de 12 horas. Os insetos
foram mantidos em recipientes de vidro com
aproximadamente 14 cm de altura e 27 cm de
diametro, contendo farinha de trigo como dieta
alimentar.

2. ANALISE DAS ESTERASES

As esterases foram analisadas pela técnica
de eletroforese em gel vertical de poliacrilamida
(12%) (23,24) com gel de empilhamento a 4%.
As amostras foram maceradas individualmente
a 0 °C em 30 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M pH
8,8, contendo glicerol a 10%. Apés a
maceracdo, as amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 45.114g em centrifuga
previamente refrigerada (Sigma 3K30). Um
volume de 15 mL do sobrenadante de cada
amostra foi aplicado no gel. Os géis foram
submetidos a eletroforese por 3 horas e 30 min,
a uma voltagem constante de 200 V, utilizando-
se para 0 preenchimento dos compartimentos
superiores e inferiores da cuba, o tampé&o Tris-
glicina 0,1 M pH 8,3. Para a identificacdo das
esterases, 0s géis foram inicialmente pré-
incubados em 50 mL de tampéao fosfato 0,1 M
pH 6,2 e apés 30 minutos o tampao foi retirado e
adicionou-se a solucdo de coloracdo. Esta
solugdo é composta por tampao fosfato 0,1 M
pH 6,2 (50 mL), n-propanol (5 mL), corante Fast
Blue RR Salt (0,06 g) e os substratos a-naftil
acetato e b-naftil acetato (0,03 g e 0,02 g,
respectivamente), previamente solubilizados em
acetona (1 mL). Apés cerca de uma hora de
incubacdo no escuro a temperatura ambiente,
as esterases foram visualizadas nos géis como
bandas pretas ou vermelhas, indicativas da
presenca de a e b-esterases, respectivamente.

3. CARACTERIZAGAO DAS ESTERASES
3.1. ESPECIFICIDADE AO SUBSTRATO

Para o teste de especificidade aos substratos
0s géis foram tratados com a solucao de
coloracdo usual, diferindo apenas no emprego

dos substratos. Os substratos a-naftil acetato e
b-naftil acetato foram utilizados
separadamente, utilizando-se 0,05 g do
substrato. Simultaneamente preparou-se um
gel controle com as condigbes usuais de
coloracéo.

3.2. TRATAMENTO COM INIBIDORES DA
ATIVIDADE ENZIMATICA

Para o teste com inibidores foram feitos
simultaneamente géis tratados e géis controle
contendo as mesmas amostras. Foram
utiizados  como inibidores (o] para-
cloromercuriobenzoato (pCMB) na
concentracao 0,27 mM, o sulfato de eserina e
o fenilmetilsulfonila (PMSF) na concentracéo
de 1 mM, e o malathion nas concentra¢c@es de
0,3; 04; 0,7 e 1,5 mM. Os inibidores
malathion 500-CE e carbaril foram obtidos da
IndUstria Quimica Dipil e Quimica Ltda,
respectivamente. Os inibidores para-
cloromercuriobenzoato (pCMB), o sulfato de
eserina e o fenilmetilsulfonila (PMSF) foram
obtidos da Sigma Chemical Co.

Os géis foram pré-incubados e corados na
presenca de inibidores, sendo estes
dissolvidos diretamente no tampéo fosfato 0,1
mM pH 6,2 com exce¢do do PMSF que foi
dissolvido previamente em 1 mL de metanol e
entdo adicionado ao tampéo.

4. SECAGEM DOS GEIS

A técnica empregada para secagem dos
géis foi baseada no método de Ceron et al.
(25). Os géis foram banhados em solugdo de
gelatina comercial a 5%, prensados em um
bastidor entre duas folhas de papel celofane e
mantidos a temperatura ambiente por trés a
guatro dias para secagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As esterases tém sido identificadas e
caracterizadas em varias espécies,
principalmente por meio da eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE), uma técnica rapida
e eficiente que permite verificar indiretamente
0S genes para esse sistema isoenzimatico e
detectar diferencas qualitativas e quantitativas
entre essas isoenzimas em diferentes
populacdes ou espécies (26).
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Em Tribolium castaneum, de acordo com a
afinidade pelo substrato, velocidade de
migracdo no gel e sensibilidade a diferentes
tipos de inibidores, foi possivel identificar 19
bandas esterasicas nos estagios de larva, pupa
e adulto, as quais foram atribuidas a presenga
de pelo menos 11 locos génicos e denominadas
EST-1 a EST-11. Destas, EST-1, 2, 3,4, 6, 7, 9,
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e 11 foram classificadas como a-esterases e
sdo coradas em preto no gel. Todas as a-
esterases identificadas também sdo capazes
de hidrolisar o B-naftil acetato na auséncia do
a-naftil acetato. Somente a EST-5 e a EST-10
foram classificadas como B-esterases e sao
coradas em vermelho nos géis (Figura 1).
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Figura 1. Zimograma das esterases detectadas em larvas (L), pupas (P) e adultos (A) de Tribolium castaneum. (A) Linhagens LPT, LG e LU; (B) Linhagem
LER.

Um grande nimero de genes para esterases
tem sido identificado em varias espécies de
insetos. Em Lasioderma serricorne foram
detectadas 25 bandas atribuidas a presenca de
14 locos génicos para esterases (27). Em
individuos adultos de Drosophila buzzatti foram
identificadas 20 bandas e 11 locos génicos
esterasicos (28), enquanto que um total de 22
esterases foram identificadas em quatro
linhagens de Drosophila melanogaster (3). Em
qguatro linhagens de Megaselia scalaris foram
verificadas 45 bandas esterasicas determinadas
por 20 locos génicos. Um total de 23 esterases,
produtos de 8 locos génicos, foi identificado em
Aedes aegypti (29).

A existéncia de um grande nimero de
esterases nos insetos esta associada as varias
funcdes fisioldgicas que desempenham como
a participacdo na regulacdo dos niveis de
horm®nio juvenil (30), em processos digestivos
(3), em mecanismos reprodutivos dos machos
(7,8), na quimiotaxia e metabolismo de lipideos
(31), bem como, em mecanismos de
resisténcia aos inseticidas (13, 26, 15,32).

Uma vez que a expressao enzimatica
reflete a atividade dos genes, o polimorfismo

ou a variabilidade nestes padrdes
isoenzimaticos permite identificar e
caracterizar a variabilidade genbmica do
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organismo estudado. Em Tribolium castaneum,
dentre os 11 locos génicos para esterases que
foram identificados, somente Est-1, Est-6 e Est-
8 sdo monomorficos, os demais sao
polimérficos e representados por duas bandas
nos géis, indicativos da presencga de dois alelos
para cada loco (Figura 1 e Tabela 1). A
frequéncia desses alelos pode depender da
influéncia de fatores externos, como por
exemplo, a temperatura (33) ou pode estar
relacionada ao processo de selecdo natural (34).

A presencga de individuos heterozigotos
permite classificar as enzimas quanto as suas
estruturas em monomeéricas (uma Unica cadeia
polipeptidica) e oligoméricas (duas ou mais
cadeias polipeptidicas unidas). Nem sempre
todas as cadeias que constituem as estruturas
oligoméricas, contribuirdo igualmente para a sua
atividade, devido a uma baixa taxa de sintese,
baixa estabilidade ou tendéncia de degradacéo
antes da incorporacao a estrutura proteica final
(35).

Em Tribolium castaneum, a presenca de
polimorfismo nos locos Est- 2, 3,4,5,7,9,10e€
11 permitiu classificar as esterases por eles
codificadas como monoméricas em relacdo a
sua estrutura (Tabela 1). Em muitos insetos
estudados, as esterases tém sido
classificadascomo monomeéricas ou diméricas.

Dentre as monoméricas tem-se as EST-6, 8
e 9 em Lasioderma serricorne (27) e dentre as
diméricas tem-se a EST-8 de Drosophila mulleri
(36).

esterases podem ser expressos de modo
diferencial durante o desenvolvimento de uma
espécie (Figura 1 e Tabela 1). Nas linhagens
LG, LPT, LU e LER analisadas, EST-1 e 2
aparecem em larvas e adultos, as EST-6, 7, 10
e 11 em larvas e pupas e as EST-3 e 9 estéo
presentes em todas as fases do
desenvolvimento, sendo que a EST-3
encontra-se mais fortemente corada em larvas
e adultos. Somente EST-8 é especifica do
estagio pupal em todas as linhagens
analisadas. Em outros insetos foram
verificadas esterases especificas para fases
do desenvolvimento, como a EST-L de
Drosophila mulleri e D. arizonensis (36), e
EST-5 e a EST-7 especificas para as fases de
larvas e adultos, respectivamente, em
Lasioderma serricorne (27).

Nos insetos, a expressdo
diferencial durante 0o  desenvolvimento,
provavelmente se deve a atuacdo de
mecanismos regulatérios, 0s quais atuam
diretamente nos genes para esterases ou na
via entre estes e 0s seus produtos finais, para
gue sejam expressos e essas enzimas
sintetizadas na medida em que séo requeridas
para as funcBes metabolicas que
desempenham num organismo durante o seu
ciclo de vida (29). O padrdo de esterases
também pode variar entre populacdes. A figura
2, representa a expressao dessas enzimas em
larvas (1 e 2), pupas (3 e 4) e adultos (5 e 6)
nas linhagens LG, LPT e LU (2A) e LER (2B)
de Tribolium castaneum. A EST-5 que esta
presente em larvas e adultos nas linhagens
LG, LPT e LU, é ausente em LER.

Tabela 1. Caracterizagdo das esterases em Tribolium castaneum.! o= a-esterase /3= 3-esterase. 2 L- larva, P- pupa, A- adulto. 3 - sem

defini¢ao
ESTERASES BANDAS GRUPO! FASE DO DESENVOLVIMENTO? ESTRUTURA3

EST-11 18,19 a LP Monomérica
EST-10 16, 17 B L, P Monomérica
EST-9 14,15 a L, P,A Monomérica
EST-8 13 a P

EST-7 11,12 a LP Monomérica
EST-6 10 a L,P

EST-5 8,9 B LA Monomérica
EST-4 6,7 a P,A Monomérica
EST-3 4,5 a L, P,A Monomérica
EST-2 2,3 a LA Monomérica
EST-1 1 a LA

T o= a-esterase /B= B-esterase. 2 L-larva, P- pupa, A- adulto. 3 - sem definicéo
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Ja a EST-4, presente somente na fase de
pupa em LG, LPT e LU foi observada em todas
as fases de desenvolvimento de LER.

Segundo Alfenas (35), com essas
variacdes isoenzimaticas é possivel analisar a

EST-11
EST-10
EST-9

EST-8
EST-7
EST-6

EST-5
EST-4
EST-3

EST-2

EST-1

A
a1e2-Llarvas; b3 e4-Pupas; ¢5 e 6 -Adultos

Figura 2. Andlise eletroforética da expresséo diferencial das esterases entre as lin
linhagem LER (B).

A caracterizacao bioquimica das esterases
em insetos pode ser determinada com base na
sensibilidade dessas isoenzimas a inibidores
da atividade enzimatica, tais como o malathion,
sulfato de eserina, para-cloromercuriobenzoato
(PCMB) e fenilmetilsulfonila fluoridrico (PMSF),
as esterases podem ser classificadas em
quatro classes: colinesterases,
carboxilesterases, arilesterases e as
acetilesterases (3).

De acordo com os testes de inibicdo
realizados em insetos adultos desta espécie,
as EST-1, 2, 3, 4 e 9 foram inibidas pelo
sulfato de eserina e pelo malathion sendo
caracterizadas como colinesterases. J4 a EST-

diferenciacdo genética intra-especifica e
verificar a relagao entre o nivel e a distribuicao
da variabilidade genética com a historia
natural, evolucdo das espécies e com o0s
fatores ecologicos que controlam o fluxo
génico dentro das populacdes.

EST-11
EST-10
EST-9

EST-8

EST-7
EST-6

EST-4
EST-3

EST-2
EST-1

hagens. Padrdo de esterases nas linhagens LPT, LG e LU (A) e

5, foi inibida somente pelo malathion,
caracterizando uma carboxilesterase. O pCMB
ndo inibiu nenhuma das esterases testadas.

Como critério adicional de classificacao, foi
utilizado o composto fenilmetilsulfonila (PMSF)
gue indica a presenca de um residuo de serina
no sitio ativo da enzima, porém, o tratamento
com este composto ndo resultou na alteracdo
da atividade de nenhuma das esterases
testadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Atividade das esterases com a utilizagdo de inibidores e classificagdo das esterases em insetos adultos.

ESTERASES  Organofosforado Sulfato de pCMB ' PMSF* Classificagéo
(Malathion) eserina
EST-9 +++ +++ - - Colinesterase
EST-5 + - - - Carboxilesterase
EST-4 +++ +++ - - Colinesterase
EST-3 ++ +++ - - Colinesterase
EST-2 +++ +++ - - Colinesterase
EST-1 +++ +++ - - Colinesterase

pCMB (écido para-cloromercriobenzoato)
2PMSF (fenilmetilsulfonila fluoridrico).

Graus de Inibigdo: ++ inibigdo parcial, +++ inibigdo total, — auséncia de inibigdo.

Utilizando critérios similares, em Drosophila
melanogaster foram identificadas 22
esterases, sendo 10 carboxilesterases, seis
colinesterases e trés acetilesterases (3). Em
Aedes aegypti, das 23 bandas esterasicas
presentes, seis foram classificadas como
carboxilesterases e trés como colinesterases
(29). Em Lasioderma serricorne, foram
observadas duas acetilesterases, seis
colinesterases e uma carboxilesterase (37) e
em Oryzaephilus mercator duas
acetilesterases, duas carboxilesterases e trés
colinesterases (38).

As carboxilesterases e as
colinesterases sé@o isoenzimas bastante
frequentes em insetos, possivelmente porque
desempenham papéis fundamentais na
detoxificagdo de compostos xenobioticos,
participando da resisténcia aos inseticidas em
diversos representantes desta classe, os quais
tém evoluido, devido a utilizacdo extensiva de
organofosforados e carbamatos no controle
(39).

Com relacéo aos
organofosforados, esses mecanismos
envolvem o aumento na detoxificacdo
metabdlica por hidrélise ou sequestro destes
compostos (13, 40-41) ou alteracdes
estruturais na acetilcolinesterase, alvo primario
para esta classe de inseticida (42).

Dependendo da intensidade e
duracdo de exposicdo aos inseticidas, a
consequéncia sobre o genoma do organismo
pode ser manifestada a curto prazo por meio
do aumento ou diminui¢cdo na quantidade e na

atividade de enzimas, ou a longo prazo resultar
no efeito de selecdo e alteracdo das
frequéncias alélicas (43).

Sendo assim, o conhecimento da base
genética e bioguimica da resisténcia €
fundamental para a elaboracdo de estratégias
de manejo que visam prevenir, retardar ou
reverter a evolucdo desses mecanismos de
resisténcia aos inseticidas (44), minimizando
0s prejuizos econdmicos aos produtores e
comerciantes de grdos e subprodutos
armazenados.

CONCLUSOES

Em Tribolium castaneum foram
observadas 19 bandas correspondentes a 11
esterases (EST-1 a EST-11), atribuidas a
presenca de pelo menos 11 locos génicos,
com expressdo diferencial ao longo do
desenvolvimento e entre as linhagens
analisadas. Dentre esses locos, Est-1, Est-6 e
Est-8 mostraram-se monomorficos e  0s
demais polimérficos, indicando uma estrutura
monomérica para as enzimas por eles
codificadas.

De acordo com a especificidade
aos substratos, EST-1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, e 11
foram classificadas como a-esterases, e, EST-
5 e a EST-10 como B-esterases. Dentre elas,
EST-1, 2, 3, 4 e 9 foram classificadas como
colinesterases e a EST-5 como
carboxilesterase, a partir de testes de inibicao
enzimatica.
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O conhecimento genético e a
caracterizacdo das esterases em Tribolium
castaneum obtidos neste trabalho, servirdo de
subsidios para estudos posteriores que visam
determinar a relacao deste sistema enzimatico
com os mecanismos biolégicos que tornam os
insetos resistentes aos inseticidas, o que nos
permite monitorar e retardar o aparecimento
de gendtipos resistentes e a propagacao
destes em populac¢des de insetos-praga.
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