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Utilizacao de bioensaios e mar cadoresmolecularespara

deteccdo daresisténcia de coledpter osde produtos
armazenadosa inseticidas!

Fabiane CrigtinaCeruti2
SoniaMariaNoemberg L &zzari?

AsstrAcT. Use of bioassays and molecular markers to detect insecticide resistance in stored products beetles. The qualitative
and quantitative losses caused by stored product insects are of great concern, and since there is only a few active ingredients
available for their control it is very important to have a frequent insect resistance monitoring. The objective of this
research is to evaluate combination of bioassays and molecular marker techniques to detect insecticide resistance in stored
product beetles. The Coleoptera species used for the tests were Sitophilus oryzae (L.) (Curculionidae), Rhyzopertha
dominica (F.) (Bostrichidae) and Oryzaephilus surinamensis (L.) (Silvanidae). For the bioassays it was used the impregnated
filter paper technique, applying 1 mL of deltamethrin (K-Obiol 25 CE™) using four concentrations and five replicates,
including a control with solvent only. Ten adults of each species were liberated separately on each dish. The mortality was
evaluated after 24 h and resistance determined by probit analysis. The samples used for the PCR-RAPD were either in vivo
or preserved in 70% ethanol, kept in -18°C freezer. After extraction, quantification and DNA quality analysis, the 25 pL
samples had the DNA amplified and tested with six primers. The bioassays showed a crescent mortality proportional to
insecticide concentration. The resistance factor for R. dominica, S. zeamais and S. oryzae were: 2,2; 3,2 and 9,2,
respectively, compared to the susceptible populations of each species. The PCR-RAPD analysis revealed bands which
indicate inter and intraspecific variability in the populations, but it was not possible to correlate them to resistance. The
association of bioassay and PCR-RAPD represents a precise and valuable tool for resistance management of stored product

insects, but more populations and primers should be tested.

Kevworbps. Coleoptera; deltamethrin; insecticide resistance; PCR-RAPD markers; stored product insects.

INTRODUCAO

Resisténciaé ahabilidade de individuos de umaespécie de
suportar doses de substancias toxicas que seriam letais paraa
maioriadosindividuosdapopulagdo normal (SUBRAMANYAM &
Hacstrum 1996). O termo resisténciaéaplicado por SwitH (1970)
paracaracterizar espécies deinsetos anteriormente suscetiveis
cuja populagdo ndo pode mais ser controlada por um dado
i nseti cida na dose normal mente recomendada ou em nenhuma
dose. A resisténciadeve ser vistacomo um fenémeno de pré-
adaptacao, isto &, o inseticida ndo induz as mudangas
hereditéarias mas somente seleciona, em cadageracdo, osgenes
responsaveis pela resisténcia, encontrados em uns poucos
individuos (Brown 1958).

Segundo GeoraHiou (1972), osinsetos apresentam diversos
mecanismos de resisténcia: bioquimicos, fisioldgicos e

comportamentais. A detoxificagdo realizadapor enzimaséum
dos mais importantes; os inseticidas organofosforados,
carbamatos e piretréides sdo detoxifi cados pelaaco de oxidases
de funcbes mistas, esterases e transferases; os
organofosforados sofrem também a acédo de hidrolases. Os
mecanismos fisioldgicos incluem a reducdo da penetracdo e
transporte do inseticida para o alvo (sistema nervoso),
insensibilidade do sitio de agdo e aumento daexcregéo. O autor
refere-se, ainda, aresisténciacomportamental devidaaefeitos
irritantes e repelentes dos inseticidas sobre individuos
fisiologicamente suscetiveis, os quais alteram seu
comportamento para evitar areas tratadas.

Em algumas espécies de coledpteros de produtos
armazenados houve comprovagdo da resisténcia bioquimica,
como indicado por SusramANYAM et al. (1989) que detectaram,
nos Estados Unidos, resisténcia ao malation em todas as
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linhagens de campo de Tribolium castaneum (Herbst, 1797)
(Coleoptera, Tenebrionidae) testadas, estando as
carboxilesterases envol vidas com a detoxificacéo do produto.
CoLuins et al. (1992), trabalhando com quatro linhagens de
Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus, 1758) (Coleoptera,
Silvanidae), constataram diferentes niveis de resisténcia ao
fenitrotion, associada a alta atividade de monoxigenase, e ao
clorpirifés-metil, aataatividade de esterases.

Guepes et al. (1997) demonstraram que aatividade especifica
de acetilcolinesterase diferiu significativamente entre
popul agdes brasileiras resi stentes e suscetivel sde Rhyzopertha
dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera, Bostrichidae) indicando
que a atividade aumentada da acetilcolinesterase estaria
associada com aresi sténcia a organofosforados. Com relagéo
a resisténcia bioquimica aos piretréides, estudos de CoLLINS
(1990), com T. castaneum, indicam que o aumento do
metabolismo enzimético na molécula do inseticida envolveu
oxidacdo e/ou hidrolise por ésteres.

No Brasil, haindicacéo deresisténciade Stophilusoryzae
(Linnaeus, 1763) (Coleoptera, Curculionidae) e T. castaneuma
organofosforados (PacHeco et al. 1991) e afosfina (SarTori et
al. 1991). Guepes (1993) registrou aresisténciadelinhagensde
Stophilus zeamais Motschulsky, 1855 a DDT e piretréides.
Bioensaios combinando inseticidas com sinergistas sugerem
0 envolvimento de esterases no mecanismo de resisténcia de
S zeamais acipermetrina(Riseiro et al. 2003). A estabilidade
e severidade da resisténcia tém sido documentadas para
algumas linhagens das principais espécies de insetos de
armazenamento ainseticidas, em diversasregidesdo Pais. I sso
evidencia a necessidade urgente de fazer o manegjo integrado
de pragas no armazenamento (Lorini 1998) para que esses
inseticidas sejam preservados pelo maior tempo possivel, haja
vista a grande dificuldade de substitui¢cdo desses produtos.

A importancia do estudo da resisténcia de insetos de
produtos armazenados ainseticidas pode ser resumidaem dois
aspectos: o0 primeiro refere-se as perdas quantitativas e
qualitativas da producdo impostas pelo ataque de insetos; o
segundo estarel acionado com o reduzido niimero de produtos
utilizados no controle desses insetos, sendo que, uma vez

estabel ecida aresisténcia, pouco podera ser feito para efetuar
um control e efetivo das popul agdes.

O manejo da resisténcia tem como objetivos: prevenir,
retardar ou reverter a evolucdo da resisténcia de pragas aos
inseticidas. A deteccéo e estimativadaresisténciae de padrbes
genéticos da resisténcia, bem como o desenvolvimento de
técnicas rapidas, simples e confiaveis, sdo essenciais para
desenvolver um programa bem sucedido de manejo da
resisténcia. A estratégiamaiscomum tem sido o uso dediversos
inseticidas usados seqiiencialmente, em misturas ou rotaco
(RousH 1989; TaBAsHNIK 1989), além de produtos sinérgicos
que bloqueiam certos processos metabodlicos. O
desenvolvimento daresisténcia pode ser retardado ao reduzir-
se 0 numero de aplicagBes de inseticidas, adequando as
dosagens de acordo com a freqliéncia da resisténcia e uso de
produtos menos persistentes. A suscetibilidade pode ser
preservada provendo refligio para individuos, através
decoberturasparciais, propiciando aimigracao dos suscetivels
para a diluicdo dos genes resistentes.

O conhecimento dabase genéticadaresisténciaainseticidas
€ fundamental para estabelecer estratégias para 0 manejo da
resisténcia. Maiores progressos no entendimento daresisténcia
poderiam ser obtidos se houvesse disponibilidade de
marcadores molecularesligados aresisténcia. Diversastécnicas
para a obtencdo de marcadores moleculares (DNA) foram
desenvolvidas ejaestdo sendo utilizadas em entomologia. Um
avanco importante para a disseminagdo do uso de marcadores
molecularesfoi o estabel ecimento datécnicaPCR (Polymerase
Chain Reaction - Reagdo em Cadeia da Polimerase). Através
dela é possivel ampliar exponencialmente um fragmento
especifico de DNA a partir de uma quantidade muito peguena
demoléculas.

Um dos protocolos de amplificagdo de DNA derivado de
PCR é o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA —
Amplificagdo ao Acaso de DNA Polimérfico), o qual permitea
ampliagdo de fragmentosde DNA delimitados por primers (10
pares de bases) com seqiiénciasarbitrérias, osquaishibridizam-
se em seqiiéncias complementares distribuidas ao acaso no
DNA. Desta forma, sdo detectadas variagBes produzidas por

Tabela |. Populagdes de coledpteros de produtos armazenados utilizados nos bioensaios e em testes com marcadores moleculares (DNA), indicando
0 método de preservagdo das amostras para PCR-RAPD, visando a avaliagéo da resisténcia a deltametrina.

Populagdo

Stophilus zeamais
Stophilus zeamais
Stophilus zeamais
Stophilus zeamais

Rhyzopertha dominica (BR4 - suscetivel)
Rhyzopertha dominica (BR12 - resistente)

Stophilus oryzae A
Stophilus oryzae B

Oryzaephilus surinamensis

Origem Méodode preservacio
Vigosa, MG Invivo

Campo-Eré SC Invivo

Videira, SC Invivo

Guarapuava, PR Invivo

Passo Fundo, RS In vivo/ etanol 70%
Passo Fundo, RS In vivo/ etanol 70%

Laboratério (trigo)
Laboratério (trigo)
Passo Fundo, RS

Congelados-18°C
Congelados-18°C
Etanol 70%
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mutacdes nos sitios de hibridizacéo ou por insergdes e del ecles
entre sitios.

A escolha do uso da técnica de RAPD, dentre outras
capazes defornecer marcadores, deve-se aa gumasvantagens
como a nao necessidade de ter informacdo prévia sobre
sequénciasde DNA, grandedisponibilidade de primers, rapidez
e custo mais baixo que outras técnicas de PCR. Algumas
desvantagens também podem ser enumeradas: marcadores
dominantes, faltade reprodutibilidade se as condi¢cbes dareacdo
ndo forem otimizadas ou se problemas de contaminagdo ndo
forem resolvidos. Entretanto, com a atencdo devida a estas
restricbes, RAPD pode fornecer bastante informacéo,
especialmente em espécies que ainda ndo foram sujeitas a
analises genéticas detalhadas, devido ao grande nimero de
marcadores que pode ser obtido.

Para encontrar marcadores moleculares adequados para a
resisténciaainseticidas, podem ser comparados perfisde RAPD
de grupos de insetos suscetiveis e resistentes,
preferencialmente obtidos damesma popul acéo. 1sto diminui o
ndmero de fragmentos que sdo devidos as diferencas entre
populacdes e que, portanto, nao estariam relacionados a
resposta aos inseticidas. Portanto, bandas que s&o grupo-
especificas sdo candidatas para andlise de ligagdo génica
usando cruzamentos entre insetos suscetiveis e resistentes.

Este trabalho teve como objetivos detectar, através de
bioensaios, populacBes de colebpteros resistentes a
deltametrina e, na sequéncia, identificar e/ou confirmar a
resi sténciadas popul agdes através de marcadores moleculares
afim de avaliar acombinagéo dessas duas técnicas como um
instrumento parao monitoramento daresisténciadeinsetosde

armazenamento.
MATERIAL EMETODOS

Foram coletadas amostras de insetos de produtos
armazenados em armazéns no Sul do Brasil eem Minas Gerais,
incluindo as seguintes espécies. S. zeamais, S. oryzae, R.
dominica e O. surinamensis, que s0 as principais pragas de

gréosefarinhas (Tabelal).

Cadaespécie, decadalocal, foi criadasobre o gréo/produto
deorigem, emum frasco plasticode2 L, comtampadetelafina.
Osgréosforam previamente congel ados paraeliminar qual quer
infestacdo. A criacdo foi mantidaem cABmaraclimatizadaa25°C
e umidade relativa de 75%. As amostras eram repicadas
periodicamente para a manutencdo das popul agoes.

Bioensaios

Foi utilizada a técnica de tratamento de papel de filtro
impregnado com inseticida (FAO Método n° 15). Osdiscosde
papel defiltro com 9 cm de diémetro foram tratadoscom 1 mL
de solucdo de deltametrina em diferentes concentracoes,
usando acetona como solvente, sendo o controle tratado
somente com acetona (FAO 1974).

Foram testadas quatro concentracBes do inseticida
deltametrina (K-Obiol 25 CE®), com 5 repeti¢des, iniciando-se
com adosagem recomendada pel o fabricante (25 g/1000 mL)
guefoi entdo dividida pela metade e assim, sucessivamente, 0
limite das concentracfesfoi de 0,125% a 2%. Cadapapel, com
as respectivas concentracfes do inseticida, foi seco ao ar e
colocado em umaplacade Petri. Apds 1 h, foram colocadosem
cada placa 10 adultos da espécie em questdo, ndo sexados e
sem idade definida, fechando-se as placas com fita adesiva
para evitar a fuga. Os insetos permaneceram expostos aos
tratamentos durante 24 h, quando, ent&o, a mortalidade foi
avaliada, anotando-se 0 nimero de insetos mortos, expresso
em porcentagem. Eram considerados mortos os insetos que,
em 1 minuto, ndo conseguiram desvirar-se quando colocados
de costas. A CL, foi estimada através da andlise de Probit,
pelo programa GLIM, Royal Statistical Society verséo 3.77
(CrawLEY 1993). O fator de resisténcia (FR) foi obtido pela
razéo entre a CL ., da populagdo mais resistente e a CL, da
populacdo suscetivel de cada espécie estudada.

M ar cadoresmoleculares
As amostras submetidas a técnica de PCR-RAPD foram
preservadas em etanol a70%, congeladasa-18 °C ealgumasin

Tabela I1. Valores da CL,, (ug/cm? de deltametrina) para adultos de Sitophilus zeamais, S. oryzae, Rhyzopertha dominica e Oryzaephilus surinamensis
expostos a papel filtro tratado com deltametrina para a determinag@o do fator de resisténcia, a 25°C e 70% UR, Curitiba, PR, 2000.

Populagéo CL,,(95% I.C.) a EP, B EP, /R
S. zeamais(Vigosa, MG) 0,5467(0,4261-0,7584) 0,7606 0,2551 2,900 05178 322
S. zeamais (Campo-Eré, SC) 0,5222(0,4025-0,7329) 07714 0,2543 2734 05043 307
S. zeamais(Videira, SC) 0,2264(0,1558-0,2971) 1,685 0,2998 2611 0,500 134
S. zeamais (Guarapuava, PR) 0,1698(0,0798-0,2479) 1472 0,2862 1911 04750 —
S.oryzae A 1,209(1,129-1,269) -1322 0,3556 16,07 02671 92
S. oryzaeB 0,1315(0,0675-0,1856) 2186 0,3480 2481 05398 —
R. dominica(BR12) 0,4883(0,3235-0,6596) 0,7161 01784 230 04791 22
R. dominica (BR4) 0,2212(0,1404-0,3005) 1489 0,2864 2272 04818 —
O. surinamensis 0,1966(0,1314-0,2581) 1,906 0,3179 2,699 0,5156 —

*Concentragéo letal 50% (CL,;) e intervalo de confianca (1.C.)

a = coeficiente linear; b = coeficiente angular; EP = Erro Padrdo; FR = Fator de Resisténcia
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Fig. 1. Mortalidade de adultos de insetos submetidos a diferentes concentragdes de deltametrina (ug/cm?) em papel filtro impregnado, em 5
repeticdes, a 25 °C e 70% UR, Curitiba, PR, 2000. A- Stophilus zeamais, VicosaMG; B- S zeamais, Campo-Eré-SC; C- S zeamais, Videira-SC; D-
S zeamais, Guarapuava-PR; E- Stophilus oryzae, populagdo A; F- S. oryzae, populagdo B; G- Rhyzopertha dominica, BR12; H- R. dominica, BR4;
|- Oryzaephilus surinamensis.
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vivo paraverificacdo dainterferénciado método de preservacdo
na qualidade das bandas.

Foi usado o protocolo de extracdo de DNA total descrito
por CHeung et al. (1993). A quantificagdo do DNA foi
determinada através da coloragdo da amostra com o corante
Hoeschst 33258 e examinada em fluorimetro. A qualidade do
DNA foi determinadaatravés de el etroforese em gel de agarose
a 0,8%, utilizando-se 500 ng de DNA para cada amostra. A
corridafoi en 0,5 X TBE (Tris-borato-EDTA) a5 V/cm, corando-
se 0 gel em solugdo de brometo de etidio 0,05%. O marcador
utilizado foi o n® 6 daPharmaciaBiotech com 23.130 paresde
bases (pb). Cada amostra apresentava um volume final de 20
mL contendo DNA + Bromofenol blue+H,O Milli Q. O gel foi
fotografado com o sistemaKodak EDAS 120.

Asreages de amplificagéo (PCR-RAPD) foram realizadas
seguindo uma metodologia previamente testada para outros
insetos no Instituto Ambiental do Parana (IAPAR) deLondrina.
Usou-seum volumetotal de 25 mL em tubosde microcentrifuga
de0,5mL, contendo 100 uM dedATPR, dCTP, dGTPedTTPR, 0,5
UM de cadaprimer, 25 ng de DNA, 1,25 U de Taq polimerase,
0,05% de BSA etampé&o (10 mM Tris-HCl, 3mM MgCl, e 50
mM KCI, pH 8,3). As amplificagdes foram conduzidas em
ciclador térmico (M.J. Research), com periodo inicia de
desnaturagdo 3mina94 °C,3mina35°Ce2mina72 °C,
seguidos de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 36°C e

R. dominica

2 min a72°C, com extensdo final de 5 mina72 °C. Foram
utilizados os primers OPA-05, OPA-07, OPA-10, OPA-16, OPA-
18 e OPA-20. Osprodutos das amplificacBesforam visudizados
atravésdaeletroforese usando 15 uL dareacdo em 1,2% gel de
agarose, a5 V/cm, contendo 0,5 mg/mL de brometo deetidio, e
em seguidafotografados com o sistema de andlise deimagens
Kodak EDAS120.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Bioensaioscom deltametrina

Os resultados dos bioensaios mostraram, para S. zeamais
(Tabela Il), que as populacbes de Vicosa-MG (Fig. 1A) e de
Campo-Eré-SC (Fig. 1B), com CL,, 0,5467 e 0,5222,
respectivamente, foram mais resistentes que as popul agdes de
Videira-SC (Fig. 1C) e Guarapuava-PR (Fig. 1D), com CL . de
0,2264 e 0,1698, respectivamente. O FR das trés primeiras
populagdes com relacéo a de Guarapuava, consideradaamais
suscetivel, foi 3,22; 3,07 e 1,34 respectivamente.

Bioensaios com as populactes de S. oryzae (Tabela I1)
mostraram que a populagdo A, proveniente de criagcdo de
|aboratdrio deorigemincerta(Fig. 1E), apresentou CL  de 1,209
(concentragdo de 1,7% de deltametrina), significativamente
diferente da populagédo B, também de laboratério, mas de
procedéncia diferente daguela da populagdo A (Fig. 1F), cuja

O. surinamensis

OPA

Fig. 2. Padréo de fragmentos de DNA de Rhyzopertha dominica BR12, considerada resistente (R); BR4 suscetivel (S) e Oryzaephilus surinamensis
amplificados por PCR-RAPD com os primers indicados; marcador com 100 pb (M).

Revista Brasileira de Entomologia 47 (3), 2003



452

Cearuti & Lazzari

CL, foi 0,1315 (1% de deltametring). Essesresultadosindicam
gue a populacdo B é mais suscetivel ao inseticida, pois, foi
utilizada apenas a metade da concentraggo da populagéo A
para matar 50% da populacdo, sendo que o FR foi de 9,2.
Infelizmente, ndo se tem registro da origem dessas duas
populacdes, informacéo essa que poderia auxiliar na
interpretacao dos resultados como, por exemplo, umadiferenca
de pressdo de selegdo a qual teriam sido submetidas.

Bioensaios com as populagBes de R. dominica (Tabela ll)
provenientes da Embrapa-Trigo, Passo Fundo-RS, indicaram
que apopulagéo de R. dominica BR12 (Fig. 1G), com CL  de
0,4883, apresenta diferenca significativa com a populagdo de
R. dominica BR4 (Fig. 1H) com CL de 0,2212. Esta tltima
apresentou maior suscetibilidade ao inseticida mesmo auma
concentragdo menor do que utilizada na populagdo BR12,
confirmando o histérico de resisténcia dessas ragas, as quais
foram caracterizadas e previamente testadas naEmbrapa-Trigo
(BeckEeL 2000). O FR daragaBR12foi 2,2 vezesmaior que o da
raca BR4. Este resultado diferiu consideravelmente do valor
(FR=873,2) encontrado por BeckeL (2000). As possiveisrazies
pelas quais a populacdo de R. dominica BR12, tida como
resistente, ndo alcangou esse status nos bioensaios, podem
ser: 0 bioensaio ndo foi capaz de evidenciar a magnitude da
resisténcia desta populagdo; a resisténcia anteriormente
detectada pode ser instavel ou ndo se expressar porque as
populagBes deixaram de sofrer pressdo seletiva sendo que o
baixo b confirma-acomo uma popul agdo heterogénea; ou pode
ter havido contaminacdo com a entrada de migrantes
suscetiveis.

OPA0O5 OPAO0O7 OPA 10

O bioensaio realizado com O. surinamensis (Tabela Il)
mostrou uma CL, de 0,1966 (Figura 1-1), com as menores
concentrac@es utilizadas nos bioensaios, ficando ho mesmo
nivel de suscetibilidade das populagbes suscetiveis das
espéciesde Stophilus. N&o foi possivel obter outrapopul agéo
daespécie paradeterminar o fator deresisténciadessaamostra.

Ensaioscom Mar cadoresM olecular es

Os métodos utilizados para a preservagdo do material (in
Vvivo, etanol a 70% temperatura ambiente e congelados -18°C)
mostraram-se eficientes paraa preservagao e extragdo, por até
oito meses, sem interferir naquantidade, qualidade e nasreagtes
deamplificagdo do DNA. Asamostras apresentaram quantidade
e qualidade satisfatérias de DNA paraas andlises posteriores,
significando que ndo houve degradacéo do material.

A Fig. 2 apresenta as bandas de DNA para R. dominica e
O. surinamensis. Osprimers OPA-05 e OPA-07 amplificaram,
respectivamente, uma banda com 1.150 pb e 700 pb, ambas
paraapopul agdo suscetivel de R. dominica (amostras2 e 4), e
nenhum fragmento para a populacdo resistente (amostras 1 e
3). Os primers OPA-18 e OPA-20 amplificaram uma série de
fragmentos entre 300 e 2000 pb para as popul agBes resi stentes
e suscetiveis de R. dominica (amostras 9 a 12), sendo que
ambos os primers indicam a possibilidade de existéncia de
variabilidade genéticaentre estas popul agoes. Os primers OPA-
10 e OPA-16 (amostras 5 a 8) ndo amplificaram nenhum
fragmento de DNA.

ParaO. surinamensis, apenas os primers OPA-18 e OPA-20
amplificaram fragmentos de DNA, sendo que os demais ndo

OPA16 OPA18 OPA20

I | |
G Vi vd G ViVvd G Vi
M 1 2 3 4 5 6

(pb)

1300

1000
800 —»

600 -

350 -

vd G Vi
7 8 9 1011 121314 1516 17 18 M

vVd G Vi

| I
vd G Vi vd

Fig. 3. Padréo de fragmentos de DNA de Stophilus zeamais Guarapuava (G), Vicosa (Vi) e Videira (Vd) amplificados por PCR-RAPD com os primers

indicados; marcador com 100 pb (M).
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amplificaram ou, como no caso de OPA-05, os fragmentos
amplificadosforam pouco visiveis (amostras 13 a 16).

Osresultados de RAPD paraS. zeamai s estdo apresentados
naFig. 3. Observa-se que 0s primers OPA-07, OPA-10 e OPA-
16 (amostras 4 a 12) amplificaram diversos fragmentos
polimdrficos paraas popul agbes de S. zeamai's procedentesde
Guarapuava, Vicosae Videira. Osdiferentes padrfes de bandas
apresentados por cadaum desses primers, para cada popul agdo
de S zeamais, emboratenhasido utilizado apenas um espécime
de cada local, indicam a possibilidade de uma ocorréncia de
variabilidade genética entre essas popul agoes. O primer OPA-
05 (amostras 1 a 3) ndo amplificou satisfatoriamente os
fragmentos de DNA das amostras das trés populagdes, ndo
permitindo qualquer inferéncia. Os primers OPA-18 e OPA-20
(amostras 13 a 18), apresentaram padrdes semel hantes paraas
trés popul agbes caracterizando falta de variabilidade entre as
populacdes.

O RAPD é considerado um marcador do tipo dominante,
assim se acaracteristicaé monogénicae recessiva, 0 marcador
pode ser encontrado no heterozigoto, que ndo é resistente,
mas, pel o perfil das bandas, poderia ser considerado como tal.
Assim, é necessario testar um grande nimero de amostras e
primers para detectar marcadores Uteis para detectar genes
responsaveis pela resisténcia desses insetos a inseticidas.

CONCLUSAO

Os bioensaios indicam que existem populacfes de S.
zeamais, S. oryzae e R. dominica com fatores de resisténcia
gue podem afetar sua resposta a aplicacéo de deltametrina.

Amostras de S. zeamais, S. oryzae, R. dominica e O.
surinamensis podem ser utilizadas in vivo, preservadas em
etanol a 70% ou congeladas a -18°C por até oito meses, sem
aterar aqualidade do DNA paraos ensaios de PCR-RAPD.

As andlises PCR-RAPD revelam bandas que mostram
variabilidade intraespecifica das populages, indicando que
esta técnica pode ser utilizada para a detecg8o da resisténcia/
suscetibilidade, porém, ficou evidente que um nimero maior
de primers e popul agdes precisam ser testados para se chegar
aresultados mais definitivos quanto amarcagéo daresisténcia/
suscetibilidade. A utilizagéo de primers especificos pode
oferecer suporte para os resultados de bioensaios que, em
conjunto, representam uma ferramenta precisa e Util para
programas de manejo da resisténcia de insetos de produtos
armazenados.
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