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RESUMO

Este estudo teve por objetivo investigar a variagdo dos fenétipos das esterases durante o desenvolvimento
ontogenético de D. Saccharalis (broca da cana de agucar) criadas em laboratério. As andlises foram realizadas
por meio da técnica de eletroforese horizontal utilizando-se géis de Penetrose 30 (12%) revelados com os
substratos fluorogénicos especificos, acetato e butirato de 4-metil umbeliferona, e revelaram a presenca de sete
esterases, sendo seis denominadas anteriormente na literatura de Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-7 e Est-8 e a
sétima a Est-9, detectada aqui em Penetrose 30. As esterases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases
gue catalisam a reacao de hidrélises de ligacGes éster, de grande relevancia fisiol6gica. Essas esterases
apresentaram diferengas tanto quanto a preferéncia pelos substratos quanto a presenga durante o
desenvolvimento desses insetos. As Est-4 e Est-9 sao especificas do butirato e a Est-3 é especifica do acetato;
as demais esterases apresentaram afinidade pelos dois substratos. Quanto a presenca (%), as esterases Est-1,
Est-2 e Est-9 apareceram em apenas algumas das amostras analisadas e as Est-3, Est-4, Est-7 e Est-8, estédo
presentes durante todo o desenvolvimento da espécie. Foram observadas as variacdes alélicas das esterase 3
(Est-37/Est-3%), esterase 4 (Est-47/Est-4%) e esterase 8 (Est-87/Est-8%). A Est-7 aparece mais intensa nas fases
iniciais e a Est-3 aparece mais intensa nas fases finais do desenvolvimento. Nos adultos, as esterases 3,4, 7 e 8
apresentaram variabilidade entre os sexos, sendo sempre mais intensas nas zonas esterasicas das fémeas do
gue dos machos.

Palavras-Chave : broca da cana de aculcar; desenvolvimento ontogenético; esterases; Penetrose 30; inseto-
praga.

ABSTRACT

This study aimed to investigate the variation of esterase phenotypes during the ontogenetic development of D.
Saccharalis (sugarcane borer) created in laboratory. The analyzes were conducted by means of horizontal
electrophoresis techniques using Penetrose 30 (12%) released with the substrates specificity for 4-
methylumbelliferyl esters (acetate and butyrate), and showed the presence of seven esterases. Six of them were
previously denominated in the literature Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-7, and Est-8 isozyme, and the seventh, the
Est-9 isozyme, was detected here on the Penetrose 30. The esterases are enzymes belonging to the class of
hydrolases, which catalyze the hydrolysis reaction of ester bonds of great physiological importance. The analysis
showed difference for the substrate preference of esterases as well as for the presence during the development of
those insects. The Est-4 and Est-9 showed specificity for 4-methylumbelliferyl butyrate and the Est-3 was specific
for 4-methylumbelliferyl acetate. The remaining esterases had shown affinity for both substrates. As for the
presence (%), the Est-1, Est-2, and Est-9 appears only in some of the samples analyzed and the Est-3, Est-4, Est-
7, and Est-8 are presents during the entire development of the specie. Allelic variations of esterase 3 (Est-3"/Est-
3%), esterase 4 (Est-47/Est-4%) and esterase 8 (Est-8"/Est-8%) were observed. The Est-7 appears with more
intensity on the initial phases whereas the Est-3 appears more intensely on the final phases of the development. In
adults, esterases 3, 4, 7, and 8 showed differences between the sexes, being always more intense in females
esterasic areas than in males.

Key Words : sugarcane borer; ontogenetic development; esterases; Penetrose 30; insect pest.
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INTRODUCAO

A cana de acucar (Saccharum spp.)
tem sido uma das culturas relevantes para a
economia do Brasil como matéria-prima na
producdo de acucar e A&lcool; o setor
sucroalcooleiro devera expandir a area
cultivada para atender a crescente demanda
do mercado interno e externo (1).

A Diatraea saccharalis € uma espécie
de mariposa originaria das Antilhas, América
Central e do Sul (2,3), sendo primariamente
descrita como Phalaena saccharalis por
Fabricius em 1794. Com distribuicdo
geogréfica variando da latitude 30° Norte a
latitude 30° Sul, ocorrendo em toda regido
canavieira no Brasil (4).

Essa espécie tem um numero
significativo de hospedeiros por todo o
territorio nacional, tais como: cana de acucar,
arroz, milho, sorgo, trigo, aveia, cevada e
vérias espécies de capins (5,3). A cana de
acucar apresenta um numero significativo de
pragas (1), mas D. saccharalis parece ser a
principal delas, causando danos na planta e
prejuizos financeiros ao setor sucroalcooleiro
(5,6).

Uma fémea adulta de D. saccharalis
capaz de ovipositar de 5 a 50 ovos nas
folhas das plantas hospedeiras. A eclosao
das larvas d4-se em 4 a 9 dias. As lagartas
recém-nascidas alimentam-se, no inicio, do
parénquima das folhas convergindo, a seguir,
para a bainha das mesmas. Depois da
primeira muda penetram pela parte mais
mole do colmo, que é a gema e, perfurando-
a, abrem galerias de baixo para cima que
impedem o fluxo da seiva. Essas galerias
causam danos diretos como perda de peso,
morte da gema ou morte do topo da planta.
As galerias também causam danos indiretos
relacionados & entrada dos fungos
causadores da podridéao vermelha,
Colletotrichum  falcatum e Fusarium
moniliforme, que invertem a sacarose,
diminuindo a quantidade e pureza do suco
extraido, com reducdo na producdo de
acucar e etanol (5,6).

O numero de instares larvais de D.
saccharalis € variavel. Ha relatos de trés a
dez, mas cinco a seis sdo mais comuns (7,3).
Quando criadas com dietas artificiais, a
maioria das larvas tende a apresentar seis
instares (8). O tempo de desenvolvimento
larval requer geralmente 25 a 30 dias durante
0 tempo morno (¥25°C) e 30 a 35 dias
durante o tempo fresco (x18°C) exceto,
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naturalmente, durante o inverno em que o
desenvolvimento é mais lento. Durante os
instares um a cinco, as larvas alcangam um
comprimento de aproximadamente 2-4, 6-9,
10-15, 15-20, 20-30 milimetros
respectivamente.

Como é uma praga de relevancia
econbmica, essa espécie tem sido estudada
em nivel comercial, principalmente, na
formulacdo de controle biolégico (9,6). Uma
vez que sua localizagdo no interior do colmo
a deixa alimentada e protegida da acdo dos
inseticidas, o uso de parasitas naturais
(10,11), como a vespa Cotesia flavipes
(Hymenoptera: Braconidae), um dos seus
parasitoides (12,13) e mais recentemente o
uso de Oleos essenciais sdo mais
recomendados (14). D. saccharalis também é
usada em teste de susceptibilidade a
inseticidas (15), estudos celulares para a
caracterizacdo  estrutural citolégica de
individuos parasitados por Cotesia flavipes
(16), caracterizagdo morfolégica do tubo
excretor em final de desenvolvimento larval
(17), fus@o dos testiculos durante o
desenvolvimento pds-embrionario (18), além
de estudos eletrofisiologicos e identificacéo
de componentes do feromoénio sexual (19),
estudo do equilibrio de populagBes (20) e
Genética de Populagbes com o uso de PCR-
RAPD (21).

Um dos parametros mais investigados
em estudos de insetos-praga é a analise de
esterases, um grupo de enzimas hidroliticas
altamente variaveis e multifuncionais (22).
Sanburg et al. (23,24) classificaram as
esterases de Manduca sexta (Lepidoptera:
Sphingidae), larva do tabaco, por meio de
inibidores em dois grupos: esterases gerais e
esterases especificas do hormdnio juvenil.
As esterases gerais séo inibidas rapidamente
por diisopropilfosfofluoridato  (DFP), um
inseticida organofosforado, e estdo presentes
durante todo o desenvolvimento dos insetos
e sado capazes de hidrolisar o horménio
juvenil livre. As esterases especificas do
hormonio juvenil sdo fracamente inativadas
por DFP e tém sido detectadas na hemolinfa
dos insetos especialmente durante o ultimo
estagio larval.

Estas enzimas tém acdo relevante no
desenvolvimento dos insetos, principalmente
no processo da metamorfose. Sé&o
produzidas pelo corpo gorduroso e
encontradas na hemolinfa de insetos de
varias ordens e apresentam pelo menos dois



picos de atividade em larvas de dultimo
estagio. Apresentam variacdes qualitativas e
guantitativas durante o desenvolvimento (25),
na distribuicdo tecidual (26) e atuam sobre
varios substratos (25,27,28). Em suma, nos
insetos, as esterases parecem estar
envolvidas em importantes atividades
fisiologicas, tais como: regulacdo dos titulos
de hormodnios juvenis (29,30), processos
digestivos (31), metabolismo de lipideos (27),
degradagdo de inseticidas (32-34) e, até
mesmo, no comportamento reprodutivo
(35,36).

Sao classificadas em acetilesterases,
arilesterases, carboxilesterases e
colinesterases de acordo com sua
sensibilidade aos inibidores de atividade da
enzima (37).

O estudo das esterases e dos
inseticidas em geral tem se mostrado
relevante e necessario, pois parecem estar
envolvidas com a resisténcia adquirida por
insetos contra Varios inseticidas
(34,38,39,40) usados ao longo dos anos na
agricultura para obtencdo do controle de
pragas.

As esterases séao altamente
polimorficas e suas diferentes formas sé&o
denominadas de isoenzimas; e s6 puderam
ser detectadas apés o desenvolvimento de
meios para separagdo e caracterizacdo de
moléculas de proteinas similares. Além dos
estudos dos polimorfismos pelas técnicas de
eletroforese, esses métodos também
facilitaram os estudos do comportamento de
enzimas e suas multiplas formas. Seu
estudo, em D. saccharalis, foi feito
inicialmente por Ruvolo-Takasusuki et al.
(20) em pupas usando gel de amido
(coloragbes com aceto/butirato de 4-metil
umbeliferona e o/B-naftii acetato), que
tomamos por base para a nomenclatura das
esterases neste trabalho. Em adultos, foram
usados apenas o aparelho reprodutor e
corpo gorduroso (41) e o abdome e cabeca
para a andlise da expressao tecidual (26),
ambos em gel de poliacrilamida e coloracéo
com a/B-naftii acetato. Este trabalho teve
como objetivo investigar a variacdo dos
fenétipos das esterases durante 0
desenvolvimento  ontogenético de D.
saccharalis criadas em laboratorio, com
observacdes sobre seu crescimento e idade.
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METODOLOGIA
Material Bioldgico

As populagcbes de D. saccharalis
utilizadas em nosso trabalho foram
produzidas pelo Laboratério Biocontrol
(http://www.biocontrol.com.br), em
Sertdozinho-Sao Paulo (21°08°S; 47°59'W),
e as analises eletroforéticas das esterases
foram feitas no Laboratério de Genética e
Desenvolvimento de Abelha da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
Universidade de S&o Paulo (USP), Ribeirdo
Preto-S&o Paulo (21°10°S; 47°48'W).

Métodos

Cinquenta casais adultos foram
confinados em uma camara de acasalamento
construida com tubo de PVC de £ 10 cm de
didmetro por 25 cm de altura, revestido
internamente com papel sulfite.

Apbés trés dias de confinamento, os
casais de mariposas foram descartados e os
ovos, colocados sobre o papel filtro, foram
lavados com uma solucdo de hipoclorito de
sodio e sulfato de cobre para evitar
contaminacédo por bactérias, algas ou fungos.
As posturas foram colocadas para secar em
uma sala climatizada a 25 C.

Depois de secos, os ovos foram
inoculados em um tubo de ensaio de vidro
com base achatada (10 cm de altura x 2 cm
de diametro), vedado com rolha de gaze,
contendo uma dieta de levedura e farelo de
soja rica em vitaminas e antibidticos. Esses
vidros foram entdo transferidos para o
Laboratorio de Genética da FMRP-USP, os
papéis de filtro foram retirados dos tubos de
ensaio 6 horas apds a eclosdo das larvas.
Com 15 dias de idade, as lagartas foram
transferidas para placas de Petri de vidro (15
cm de didmetro x 1,5 cm de altura) e
receberam uma dieta de realimentacdo a
base de germe de trigo e farelo de soja com
vitaminas e antibiéticos, onde permaneceram
até a ecloséo das mariposas adultas.

As amostras para analises
eletroforéticas (Figura 4) foram coletadas
diariamente ap6s a eclosdo dos ovos até
completar o ciclo de desenvolvimento e
guardadas em freezer a —20°C.
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Figura 1. Medida (mm) e idade (dias) de algumas fases larvais (Recém-Nascido a 31 dias ), pupais (ambas
com 38 dias, fémea a esquerda e macho a direita) e adulta (ambas com 44 dias, macho a esquerda e
fémea a direita) de Diatraea saccharalis digitalizadas no scanner Hewlett Packard Scan Jet 5300C.

Os métodos utilizados no laboratério
e deteccdo da variabilidade genética foram
baseados e modificados a partir de Bitondi &
Mestriner (25), Figueiredo (42), Figueiredo et
al. (43), Ruvolo-Takasusuki et al. (20). As
amostras foram homogeneizadas em vortex
com bastdo de vidro dentro de tubos
Eppendorf de 2 mL contendo o tampéo das
amostras (Tris-HCI 0,02 M pH 7,5 e B-
mercaptoetanol a 1%) foram entédo
centrifugadas a 5 C por 10 minutos a 14.000
rpm. As amostras de recém-nascidos (RN) a
13 dias de idades foram maceradas em pool
(de 50 e 3 individuos) com 50 pL de tampéo
das amostras e a partir de 14 dias foram
macerados individualmente em 200 uL de
tampédo das amostras.

Os géis utilizados foram preparados
com Penetrose 30 (cedido por Refinagbes de
Milho Brasil Ltda.), um amiloide de milho de
peso molecular de 23.000 e pH entre 4,8 e
5,9 na concentragdo de 12% diluido em
tampao do gel (Tris-HCI 0,02M pH 7,5). Essa
mistura foi aquecida sob agitacdo manual
constante, até a ebulicdo. Em seguida,
despejada, sem retirada do ar, em molde de
vidro (20 x 30 x 0,6 cm). Os géis foram
deixados a temperatura ambiente para esfriar
e posteriormente mantidos em geladeira
cobertos com  plastico para evitar
ressecamento, até o momento da aplicacédo
das amostras. Também foram usados géis
com multiplos fronts para agilizar os
trabalhos (44).

As amostras foram  aplicadas
verticalmente no gel embebidas em papel
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filtro Whatman 3 (5 x 6 mm) em seguida os
géis foram colocados na geladeira apoiados
entre duas cubas de eletroforese contendo
cada uma 500 mL de tampdao Tris-HCI 0,3 M
pH 7,5 (tamp&o dos eletrodos). O contato
dos eletrodos com as extremidades anddica
e catddica dos géis foi feito através de duas
“pontes” feitas com toalhas perfex duplas. A
migracdo eletroforética ocorreu em torno de
5 horas nas seguintes condi¢des: 200 volts e
60 mA medidos na fonte Pharmacia Biotech.

ApOs migracdo eletroforética, os géis
foram cortados horizontalmente em duas
partes e posteriormente revelados,
utiizando-se as partes internas, com o0s
seguintes substratos fluorogénicos
especificos: acetato e butirato de 4-metil
umbeliferona dissolvidos em 0,5 mL de
acetona Merck (P. A) e 4,5 mL de tampé&o
acetato de sédio 0,05 M pH 5,4. As analises
dos fendtipos foram feitas sob luz ultravioleta
(360 nm\MacroVue-UV20-Hoefer), apés 10
minutos de contato dos substratos com o gel.
Os géis foram fotografados em um aparelho
foto documentador Kodak EDAS-290 Vac-70
Ultra-Lum.

Foram utilizados os parametros baixa,
média e alta intensidades para se determinar
a variagdo da expressdo com que as
esterases se comportaram durante 0
desenvolvimento de D. saccharalis.

Para a documentacdo das diferentes
fases do desenvolvimento, os insetos foram
fixados diariamente em Dietrich por 12 horas
e posteriormente mantidos em alcool 70%
para serem digitalizados. Os individuos de
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todas as fases do desenvolvimento das Esses resultados indicam que D.
mariposas foram digitalizados no scanner saccharalis apresenta um desenvolvimento
Hewlett Packard Scan Jet 5300C em polimorfico. Vacari et al. (12) testando as
resolugcbes que variaram de 3000 a 9000 caracteristicas bioldégicas de D. saccharalis
pixel, sendo também avaliadas a altura em em 2 dietas artificiais obtiveram um periodo
mm e a idade em dias (Figura 4). Essa larval médio de 26,2 e 26,1, e um periodo
metodologia foi desenvolvida especialmente pupal médio de 9,5 e 9,9 dias.
para esse trabalho por Figueiredo (45). Em nosso experimento, os ciclos
larvais adultos de D. saccharalis duraram em
RESULTADOS E DISCUSSAO torno de 60 dias. Em suma, parece que
Em D. saccharalis o ciclo embrido- nesses insetos o momento da pupacdo €
adulto é variavel estando em condicbes aleatédrio e altamente influenciavel por fatores
naturais (4,5) ou laboratoriais (8,12). Gallo et ambientais. Por esse motivo, determinamos
al. (5) determinaram que em condicbes o perfil eletroforético das esterases durante
naturais a fase larval dura cerca de 44 a 51 0s periodos larvais, pupais e adultos levando
dias e a fase pupal cerca de 9 a 14 dias de em consideracdo sO as idades em dias dos
idade. Roe et al. (8) determinaram que insetos analisados.
individuos criados em condicfes artificiais as Durante o desenvolvimento de D.
larvas ndo apresentaram sincronismo no saccharalis foram detectadas 7 esterases,
ciclo de desenvolvimento e a metamorfose seis delas, as esterases Est-1, Est-2, Est-3,
ocorreu depois de 30 a 35 dias. Est-4, Est-7 e Est-8 j& descritas
As mariposas estudadas nesse anteriormente por Ruvolo-Takasusuki et al.
trabalho se mantiveram na fase larval por 27 (20) e uma nova esterase que denominamos
a 42 dias; similar ao de Roe et al. (8) e na de Est-9. Essas esterases se diferenciaram
fase pupal por 9 a 15; similar ao de Gallo et guanto a afinidade pelos substratos e grau
al. (5). Roe et al. (8) criaram D. saccharalis de intensidade durante o desenvolvimento.
em laboratérios alimentadas com 9 dietas Quanto a afinidade pelos substratos,
artificiais diferentes, em todos 0s as esterases Est-1, Est-2, Est-7 e Est-8
experimentos o tempo da fase larval variou, foram detectadas tanto com acetato como
sendo sempre mais curto nas larvas machos. com butirato de 4-metil umbeliferona, a
Dependendo da dieta machos puparam entre esterase Est-3 foi detectada s6 com acetato
21 a 39 dias e fémeas puparam entre 22 a 42 de 4-metil umbeliferona e as esterases Est-4
dias. Esses autores observaram também que e Est-9 foram detectadas s6 com butirato de
em todas as dietas com individuos da 4-metil umbeliferona (Tabela 1).

mesma idade ocorreram sobreposicfes de
estagios larvais.

Tabela 1. Afinidade das esterases de Diatraeca saccharalis pelos substratos fluorogénicos
utilizados, acetato e butirato de 4-metil umbeliferona, em gel de Penetrose 30 (12%). + (presenca),
- (auséncia).

Est-1 Est-2 Est-3 Est-4 Est-7 Est-8 Est-9

Acetato + + + - + + -

Butirato + + - + + + +
As especificidades das esterases de umbeliferona, as esterases Est-1 e Est-3
D. saccharalis para 0s  substratos apresentaram especificidades s6 por acetato
fluorogénicos acetato e butirato de 4-metil de 4-metil umbelireferona e a Est-4 apenas
umbeliferona foram analisadas por Ruvolo- para butirato de 4-metil umbeliferona. Os
Takasusuki et al. (20) por meio da técnica de resultados obtidos na Penetrose 30 foram
eletroforese  horizontal utilizando como similares aos desses autores, diferindo
suporte amido de batata parcialmente apenas quanto a sensibilidade da esterase 1
hidrolisado e os resultados desses autores também pelo butirato e a presenca da
revelaram que as esterases Est-2, Est-7 e esterase 9, o que reforca que o uso desse
Est-8 apresentaram afinidades tanto por suporte foi adequado para estudos
acetato quanto por butirato de 4-metil eletroforéticos em substituicdo ao amido de
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batata, pois aumenta muito a relagdo custo-
beneficio. Além disso, o fato de ter sido
detectada uma nova esterase, que
denominamos de Est-9, mostra que a
sensibilidade desse suporte foi maior que a
do amido de batata parcialmente hidrolisado
(Figura 2).

Ruvolo-Takasusuki et al. (20)
analisaram ainda as especificidades das
esterases em relagdo aos substratos
cromogénicos a-nafitt acetato e [B-natftil
acetato, esses autores verificaram que as
esterases Est-3 e Est-7 apresentaram
afinidade por ao-naftii acetato e [(-natftil
acetato e detectaram mais duas esterases
gue denominaram de Est-5 e Est-6,
especificas para esses, e a Est-1 apresentou
afinidade por B-naftil acetato. Esses autores
detectaram também variacfes alélicas para o
locus da esterase Est-3 e denominaram
esses alelos de Est-37(fast) e Est-3° (slow).
Em suma, esses autores detectaram 8 loci
em pupas de D. saccharalis.

22

Est-9

Est-8

Est-7

Est-4
Est-3

Est-2

Est-1

33 34 37 41 41 37 34 33
A B

Figura 2. Fendtipos esterasicos detectados em
algumas pupas de Diatraea saccharalis com 33,
34, 37 e 41 dias de idade em gel de Penetrose 30
(12%) revelados com acetato (A) e butirato (B) de
4-metil umbeliferona.

Neste trabalho, também detectamos a
variacdo alélica para esterase 3, os alelos
Est-3" e Est-3°, em amostras de larvas,
pupas e adultos analisadas, detectamos
ainda dois possiveis alelos das esterases 4 e
8, os quais denominamos Est-4" e Est-4°,
Est-8" e Est-8°, respectivamente (Figura 3).

Est-8F
|
Est-8°

Est-3¥
Est-3°

1 2 3 4 5
A

Est-4F
Est-4°

Figura 3. VariagGes alélicas detectadas em Diatraea saccharalis em gel de Penetrose 30 (12%2; a pista 1

da figura A mostra a variacdo alélica dos alelos das esterases 3 (Est-3" e Est-3°) e 8 (Est-8

e Est-8°)

revelados com acetato de 4-metil umbeliferona e as pistas 1 e 3 da figura B mostram a variacéo dos alelos
das esterases 4 (Est-4': e Est-4S) e8 (Est-8':e Est-83) revelados com butirato de 4-metil umbeliferona.

Os resultados das analises
eletroforéticas das esterases de D.
saccharalis revelaram mudancas nas
atividades dessas enzimas durante o
desenvolvimento. Denominamos de baixa,
média e alta intensidade para determinamos
essa variagao.

Das sete esterases encontradas nas
311 amostras analisadas, caracterizadas e
classificadas como Est-1, Est-2, Est-3, Est-4,
Est-7, Est-8 e Est-9, observamos que as
esterases 4, 7 e 8 foram encontradas durante
todo o desenvolvimento desses insetos
(larvas, pupas e adultos), enquanto as
demais apresentaram variagdes, sendo que
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a Est-3 foi mais frequente a partir de larvas nao foram encontrados em adultos (Tabela
com 12-19 dias de idade e as Est-1 e Est-2 2).

Tabela 2. Presenca (em porcentagem) das esterases durante o desenvolvimento ontogenético de
Diatraea saccharalis em gel de Penetrose 30 (12%).

dade dias Amostras Est-1 Est-2 Est-3 Est-4 Est-7 Est-8 Est-9
analisadas % % % % % % %
RN-11(larvas) 42 12 29 33 100 100 100 28
12-19 (larvas) 74 16 11 84 100 100 100 27
20-27 (larvas) 97 12 20 92 100 100 100 22
28-32 (larvas) 37 8 27 95 100 100 100 41
33-42 (pupas) 49 7 18 98 100 100 100 30
43 (adultos) 12 0 94 94 100 100 16
2 311
RN = recém-nascidos
As informacOes a seguir estédo intensidade em individuos machos e média

agrupadas na Tabela 2.

A esterase 1 apresentou baixa, média
e alta intensidade no decorrer do
desenvolvimento, aparecendo em médial2%
em estégio larval, 7% em estagio pupal e ndo
sendo encontrada nas amostras de adultos
analisadas.

A esterase 2 apresentou 0 mesmo
padrdo de intensidade da esterase 1,
aparecendo em média 22% em estagio larval
e 18% em estagio pupal, ndo sendo
encontrada nas amostras de adultos
analisadas.

A esterase 3 foi encontrada em
apenas 33% das amostras analisadas no
intervalo de larvas RN a larvas com 11 dias
de idade, apresentando baixa intensidade,
sendo que no decorrer do desenvolvimento
tornou-se mais frequente e intensa,
aparecendo em 84% em larvas de 12 a 19
dias, 92% em larvas de 20 a 27 dias, 95%
em larvas de 28 a 32 dias e 98% em pupas,
apresentando para estes periodos média ou
alta intensidade. Em individuos adultos, a
Est-3 aparece em 94% das amostras com
baixa intensidade em machos e média
intensidade em fémeas.

A esterase 4 apresentou média ou
alta intensidade de expressdo, estando
presente em 100% das amostras analisadas
correspondentes aos estagios larvais e
pupais, sendo que em adultos apareceu em
94% das amostras, apresentando baixa
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ou alta intensidade em fémeas.

A esterase 7 apresentou 0 mesmo
padrdo de intensidade da esterase 4,
estando presente em 100% das amostras,
inclusive nos adultos onde apresenta baixa
intensidade em individuos machos e média
ou alta intensidade em fémeas.

A esterase 8 permaneceu estavel
durante todo o desenvolvimento do inseto,
aparecendo em 100% das amostras com
média e alta intensidade, apresentando baixa
ou média intensidade em individuos machos
e média ou alta intensidade em fémeas.

A esterase 9 apresentou baixa, média
e alta intensidade no decorrer do
desenvolvimento independente da idade
analisada, aparecendo em média 29,5% em
estagio larval, 30% em estagio pupal e 16%
em individuos adulto, em relacdo a Est-9,
ndo foi encontrada nenhuma informacgéo
adicional para adultos, sendo que 16% de 12
seriam apenas 2 amostras que apresentaram
esta enzima.

Esta bem estabelecido na literatura
gue, tanto em condi¢cBes naturais como em
condi¢Bes de laboratorio, o desenvolvimento
de D. saccharalis € polimérfico, isto €, ndo ha
um ciclo de desenvolvimento padrdao e sim
periodos mais curtos ou mais longos para a
eclosédo das larvas, para a metamorfose e
para a emergéncia dos individuos adultos.

Neste trabalho, néo foi possivel
estabelecermos fenotipos esterasicos
padrdes para nenhum estagio.



A sincronia entre fendtipos
esterasicos padrbes X estagios especificos
do desenvolvimento, como observado por
Figueiredo (45) e Figueiredo et al. (46) para
abelhas do género Apis, ndo foi observado
para esses insetos e atribuimos esta
infidelidade & analise feita, baseada somente
nas idades dos individuos e ndo em estagios
larvais e pupais bem definidos, o0 que nos
leva a crer que, de acordo com a literatura,
individuos da mesma idade, aqui analisados,
devem estar em estigios diferentes do
desenvolvimento e conseguentemente
apresentam fenotipos esterasicos diferentes.
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Entretanto, estes resultados estdo de acordo
com a desorganizacdo do desenvolvimento,
que os individuos dessa  espécie
apresentam. Esses resultados sugerem que
controles mais rigidos do desenvolvimento
ontogenético precisam ser feitos para um
melhor esclarecimento do comportamento
das esterases nessa espécie. Somente em
individuos adultos, o fenétipo esterasico das
esterases 7 e 8 parecem seguir um padrdo
guanto ao grau de intensidade, sendo
sempre mais intenso nas zonas esterasicas
de fémeas do que de machos (Figura 4).

2

Est-8
Revelados
com acetato
Est-7
Est-3
# Revelados
com buhirato
Est-7

Figura 4. Fendtipos das esterases 7 e 8 detectados em individuos adultos de Diatraea saccharalis em gel
de Penetrose 30 (12%) revelados com acetato e butirato de 4-metil umbeliferona. As amostras 1, 2 e 3, sdo
de insetos adultos-fémeas e as amostras 4, 5 e 6, sdo de insetos adultos-machos, podendo-se identificar

bandas mais intensas nas fémeas do que nos machos.

CONCLUSAO

Os resultados das analises no
desenvolvimento ontogenético revelaram
que:

O vciclo embrido-adulto em D.

saccharalis é variavel estando em condi¢des
laboratoriais. Neste trabalho, em individuos
criados em laboratorio, a fase larval
apresentou variacdo de 27 a 42 dias, a fase
pupal de 9 a 15 e os ciclos larvais-adultos em
torno de 60 dias, apresentando um
desenvolvimento polimorfico.

Com os substratos fluorogénicos
acetato e butirato de 4-metil umbeliferona em
gel horizontal de Penetrose 30, foram
detectadas sete esterases, a Est-1, Est-2,
Est-3, Est-4, Est-7, Est-8 e Est-9. Sendo
adequado para estudos eletroforéticos em
substituicio ao amido de batata, pois
aumenta muito a relagao custo-beneficio.

Foram observadas as variacdes
alélicas das esterase 3 (os alelos Est-3" e
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Est-3°), esterase 4 (Est-4 F e Est4 %) e
esterase 8 (0s alelos Est-8F e Est-8 ).

Os primeiros estagios de
desenvolvimento de D. saccharalis sé&o
caracterizados pela presenca das Est-4, Est-
7 e Est-8 e os ultimos pela presenga das Est-
3, Est-4, Est-7 e Est-8, com a Est-3
aumentando sua intensidade de expressao a
partir dos ultimos estégios larvais.

Por meio do estudo eletroforético de

esterases, além de detectar mutacoes,
identificar populacbes e estagios de
desenvolvimento é  possivel também

determinar o sexo em individuos adultos,
sendo que em D. saccharalis o fendtipo
esterdsico (Est-3, Est-4, Est-7 e Est-8) de
adultos-fémeas apresentou sempre maior
intensidade das bandas do que de adultos-
machos.

No Brasil, o incremento do uso da
bioenergia, 0 pro-alcool e a mecanizacao da
cana de aclcar, estdo levando a um
aumento do seu plantio, com a necessidade



de novos conhecimentos e métodos em
pesquisas com 0 manejo das culturas e
principalmente o controle (biolégico ou nao)
de suas pragas, como a D. saccharalis. Os
estudos com esterases, como este,
continuam relevantes, uma vez que trabalhos
recentes mostram que podem estar
envolvidas com a resisténcia a inseticidas,
largamente usados nos Ultimos anos.
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