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MOSCARDI, Mauricio Lara. Passagens sequenciais do multiplo
nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (Lepidoptera: Noctuidae):
mortalidade e aspectos morfolégicos do intestino médio de lagartas de Spodoptera
cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) 2014. 47 f. (Dissertacdo de Mestrado) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR. 2014

RESUMO

A ocorréncia de Spodoptera cosmioides de forma expressiva, em lavouras de
algodao, é constatada desde 2002. Na cultura da soja, em algumas regides, esta
espécie é considerada praga importante, pois ataca as folhas e as vagens, na fase
reprodutiva da cultura. Dentre os métodos alternativos para controle dessa praga
esta a utilizacdo de baculovirus, que pode substituir ou associar-se ao uso de
produtos fitossanitarios de origem sintética. O objetivo deste trabalho foi avaliar
alteracbes na biologia e na morfologia do intestino médio (IM) de lagartas
Spodoptera cosmioides, sob efeito das passagens do multiplo nucleopoliedrovirus de
Anagrapha falcifera (AfMNPV), em diferentes tempos de infec¢cdo, buscando
correlacionar os efeitos histopatoldgicos com a efetividade deste virus como
potencial controle bioldégico desta praga. Comparou-se a morfologia do IM entre
lagartas infectadas e n&o infectadas. As lagartas foram infectadas com sete dias de
desenvolvimento, utilizando-se trés diferentes passagens do virus AIMNPV em S.
cosmioides (T1, T2 e T3, correspondendo a primeira, quarta e sétima passagens,
respectivamente), aléem da testemunha. Os tubos digestivos foram coletados com
24, 72 e 144 horas de infecgdo, em numero de 20 por tratamento, por tempo de
infeccdo. Os tubos, fixados em Karnovsky, foram processados, corados com
Hematoxilina-Eosina e analisados ao microscopio de luz. Concomitantemente foram
realizados ensaios de biologia comparada, com 0s mesmos tratamentos, para
andlises de comportamento e mortalidade. Para os resultados de biologia, os
tratamentos T2 e T3 apresentaram drastica reducédo de locomocao e alimentacédo a
partir do quarto dia apds infeccdo (DAI), além de maior taxa de mortalidade
acumulada em relacéo a testemunha e o T1. Morfologicamente todos os tratamentos
(T1, T2 e T3) causaram alteracdo no IM de S. cosmioides nos trés tempos de
infeccdo, sendo que as maiores alteracdes ocorreram no epitélio. Conclui-se,
portanto, que o AfMNPV, nas trés passagens testadas em S. cosmioides, causa
alteracbes comportamentais e alteracbes morfologicas no IM desta espécie, sendo
gue a guarta e a sétima passagem foram as mais efetivas, indicando ser este um
agente de controle promissor para esta praga.

Palavras-chave: Histologia. Controle biologico. Tubo digestivo. Microscopia de luz.



MOSCARDI, Mauricio Lara. Sequential passages of  multiple
nucleopolyhedrovirus of Anagrapha falcifera (Lepidoptera: Noctuidae): mortality
and morphology of the midgut of Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae)
2014. 47 p. (Dissertagao de Mestrado) - Universidade Estadual de Londrina,
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ABSTRACT

The expressively occurrence of Spodoptera cosmioides in cotton fields is observed
since 2002. In soybean, in some regions, this species is an important pest, as it
attacks the leaves and pods during the reproductive stage of the crop. Among the
alternative methods for control of this pest is the use of baculovirus, which can
replace or be associated with the use of phytosanitary products of synthetic origin.
The aim of this work is to evaluate changes in S. cosmioides caterpillars’ biology and
morphology of the midgut (IM), under effect of passages of Anagrapha falcifera
multiple nucleopolyhedrovirus (AfMNPV), at different times of infection, to correlate
histopathological effects with the effectiveness of this virus as a potential biological
control of this pest. We compared the morphology of IM between infected and non-
infected larvae. Larvae were infected with seven days of development, by using three
different passages of AIMNPV in S. cosmioides (T1, T2 and T3, which is the first,
fourth and seventh passages, respectively) and the control treatment. The digestive
tubes were collected at 24, 72 and 144 hours of infection of 20 structures per
treatment, per time of infection. The digestive tubes, fixed in Karnovsky, were
processed, stained with hematoxylin-eosin and examined under a light microscope.
Compared biology assays with the same treatments for analyzing behavior and
mortality were performed concomitantly. The biology results of T2 and T3 treatments
showed dramatic reduction in locomotion and feeding from the fourth day after
infection (DAI) and higher cumulative mortality rate compared to the control and T1.
Morphologically, all treatments (T1, T2 and T3) caused changes in the IM of S.
cosmioides, in the three times of infection, with the greatest changes occurring at the
epithelium. Therefore, it is possible to conclude that the AfMNPV, in the three
passages tested in S. cosmioides, cause behavioral and morphological changes in
the IM of this species, indicating that it can be a promising control agent to this pest.

Key words: Histology. Biological control. Digestive tube. Light microscope
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1 INTRODUCAO

O ataque de pragas, como as lagartas, € um dos fatores que mais
limita a produtividade de “commodities” como soja, milho e algodao. Nesses biomas
h&a sempre uma oferta continua de alimento a insetos-pragas polifagos, como € o
caso de espécies do género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae) (SANTOS, 2007).

Segundo Santos (2007), constata-se desde 2002, a ocorréncia de
Spodoptera cosmioides de forma expressiva em lavouras de algoddo. Em algumas
regides, essas lagartas sdo encontradas na cultura da soja, onde sdo consideradas
pragas importantes, pois atacam as folhas e as vagens, a partir do inicio da fase
reprodutiva da cultura (GAZZONI; YORINORI, 1995; REUNIAO DE PESQUISA DE
SOJA DA REGIAO SUL, 2000). O crescimento na importancia atribuida a este
inseto-praga pode ter ocorrido pela utilizacdo indiscriminada de produtos quimicos
sintéticos. Isto pode ocasionar o fenbmeno conhecido como erupcéo de pragas, que
implica no aumento da populacdo de uma praga de menor importancia, tornando-a
praga principal (SOSA-GOMEZ, 2005).

O combate de pragas, buscando a reducdo na utlizacdo dos
agrotoxicos em decorréncia de seus efeitos colaterais, pode ser associado e/ou
substituido por métodos alternativos de controle para solucdo do problema a médio
e longo prazo. Esses métodos que visam interferir o minimo possivel no
agroecossistema, compdem o0 que se conhece como Manejo Integrado de Pragas
(MIP) (GAZZONI et al., 1988; PANIZZI, 1990). Desta forma, o nimero de pesquisas
envolvendo microrganismos como fungos, bactérias e virus para promover o
controle bioldgico ou fazer parte de um manejo integrado de pragas tem aumentado
(DESTEFANO, 2003, PISSINATI et al., 2009).

Seguindo o conceito da utilizacdo de entomopatdégenos para controle
de insetos-praga, em estudos prévios foi observado que o multiplo
nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV) tem causado mortalidade nas
lagartas de S. cosmioides (CUNHA, informacdo pessoal), mostrando-se uma
alternativa promissora para o controle a praga.

Sabe-se que a infeccdo das lagartas ocorre por meio da ingestao
dos poliedros virais, através do tubo digestivo. Nos insetos, este tubo € formado por
trés regidbes morfofuncionais distintas, sendo que o principal local de digestéo,

absorcdo do alimento e a principal via de acesso dos inseticidas quimicos e
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biolégicos é o intestino médio (IM) (MOSCARDI; CARVALHO, 1993). Segundo Terra
e Ferreira (2005), a capacidade de adaptacdo a diferentes dietas e habitats torna os
insetos excelentes modelos de estudo do sistema digestivo, principalmente por ser
uma das principais interfaces entre o inseto e 0 meio ambiente em que vivem.

Alteracbes na regido do IM podem afetar o crescimento e o
desenvolvimento dos insetos, bem como todos os eventos fisiolégicos (MORDUE
(LUNTZ); BLACKWELL, 1993, MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000). Varias
pesquisas foram realizadas com a descricdo morfolégica e ultraestrutural do IM em
insetos da ordem lepidoptera (PINHEIRO et al., 2003; LEVY et al., 2004; ROST-
ROSZKOWSKA et al., 2008). Entretanto, em relacdo a S. cosmioides, apesar de
pertencer & mesma ordem, poucas informacgdes sobre a histologia de seu IM estédo
disponiveis.

Diante do exposto, 0 objetivo desde trabalho foi avaliar os efeitos
das passagens do multiplo nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV) na
biologia e histologia do IM de lagartas Spodoptera cosmioides, em diferentes tempos
de infec¢do, buscando correlacionar os efeitos histopatolégicos com a efetividade

deste virus como potencial controle biolégico desta praga.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SPODOPTERA COSMIOIDES

Segundo Tood e Poole (1980), o género Spodoptera apresenta
distribuicdo principalmente tropical e subtropical. Entretanto, algumas espécies que
ocorrem nos dois hemisférios, ocorrem também em regides temperadas, sendo
registrada a ocorréncia de 16 espécies na regiao neotropical.

O género Spodoptera inclui a maioria das espécies pragas com
importancia econémica para diferentes culturas (BIANCO, 1991), como algodao,
milho, soja, feijdo, tomate, sorgo, hortalicas e frutiferas, danificando, pela
alimentacdo, diversas estruturas das plantas, podendo, assim, ocasionar prejuizos
significativos (KING; SAUNDERS, 1984). Nora, Reis Filho e Stuker (1989) relataram
a presenca de S. cosmioides em pomares de macéd, com porcentagens de 35,4 e
24,7% de frutos danificados. Bavaresco et al. (2003) relataram a ocorréncia da
espécie, além das plantas ja citadas, também em mamona, feijdo caupi, eucalipto e
arroz.

S. cosmioides era, até pouco tempo, considerada sinonimia de
Spodoptera latifascia (Walk.). Entretanto, diferencas moleculares, morfologicas,
fisioldgicas e comportamentais fazem com que devam ser consideradas espécies
distintas. Ambas sdo membros de um complexo de espécies neotropicais, sendo S.
latifascia estabelecida na América Central, Antilhas e Sul dos Estados Unidos,
enquanto S. cosmioides é encontrada na América do Sul. (SILVAIN; LALANNE-
CASSOU, 1997, LALANNE-CASSOU et al., 1999).

De acordo com Santos, Santos e Santos (2003), os ovos de S.
cosmioides séo inicialmente esverdeados, tornando-se marrons antes da ecloséo e,
ao eclodirem, as lagartas tendem ao marrom, possuindo cabeca preta. Nos
primeiros estadios de desenvolvimento, as lagartas apresentam um tom pardonegro-
acinzentado, com trés listras longitudinais alaranjadas, uma dorsal e duas laterais,
com pontos brancos. Acima dos pontos brancos hé triangulos pretos apontando para
o dorso do inseto. Lagartas completamente desenvolvidas sao pardas e apresentam
uma faixa mais escura entre o 3° par de pernas toraxicas e 1° par de falsas-pernas
abdominais. Zenker, Specht e Corseuil (2007) relatam que lagartas de ultimo instar

medem em torno de 48 mm.
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De acordo com Peres Filho, Dorval e Berti Filho (2006), os adultos
desta espécie podem chegar a 40 mm de envergadura das asas e, segundo Santos,
Santos e Santos (2003), apresentam as asas anteriores cinza-claro, mosqueadas
longitudinalmente e margeadas por uma franja, enquanto que as asas posteriores
sao de cor branca-pérola com franja. Ainda, segundo 0os mesmos autores, pode-se
diferenciar macho e fémea através das asas, possuindo as fémeas asas
desenhadas como mosaico de tonalidade preta e bege. A faixa de temperatura mais
adequada para o desenvolvimento de S. cosmioides situa-se entre 25°C e 28°C.
Nessa faixa, podem ser obtidas de 9,6 a 11,7 geracdes anuais do inseto, em
condicdes de laboratério (BAVARESCO et al., 2002).

Silva et al. (2011), avaliando o desempenho de S. cosmioides em
diferentes plantas hospedeiras, concluiram que as culturas da soja e algodao estao
entre os melhores alimentos para o desenvolvimento da espécie. Na cultura da soja,
Gazzoni e Yorinori (1995) relatam que S. cosmioides, juntamente com Spodoptera
eridania (Cram.), além de atacarem folhas, formam o principal grupo de lagartas que
atacam vagens.

Em estudos realizados com lagartas de S. cosmioides em folhas de
Soja, cultivar Embrapa 48, Bavaresco et al. (2003) registraram periodo de incubacéo
de 4,11 dias e duracéo larval de 28,0 dias, sendo que 86% da populacao passou por
sete e, apenas 14% por oito instares. O periodo pré-pupal foi de 2,4 dias e pupal de
12,5 dias a temperatura variando de 22,3 a 30,4°C, completando o ciclo em 46 dias.

Na cultura do algodoeiro, Santos, Santos e Santos (2003) relataram
gue as lagartas de S. cosmioides ocorrem a partir da fase inicial da emissao dos
botdes florais e durante o pleno florescimento. Segundo Santos et al. (2010), as
lagartas ocasionam injurias nas folhas, botdes florais e macéas, podendo consumir
até 153,7 cm? de area foliar. Este consumo é superior ao de Alabama argillacea
(Hubner), praga desfolhadora mais importante do algodoeiro no Brasil, que consome
até 71,2 cm? (CARVALHO, 1981; RAMALHO, 1994). Apés eclodirem, permanecem
agrupadas, raspam o parénquima das folhas, deixando-as necrosadas e
translicidas, a seguir se distribuem nas plantas. As lagartas, em ultimo instar, se
dirigem ao solo, onde passam o periodo de pupa (SANTOS; SANTOS; SANTOS,
2003).
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2.2 BACULOVIRUS

Dentre os virus entomopatogénicos utilizados como bioinseticidas, a
familia baculoviridae € a mais estudada devido a sua grande especificidade
virus/inseto e ao seu potencial como agente de controle biolégico contra muitas
espécies de insetos-praga. Essas viroses, por serem especificas para hospedeiros
invertebrados e nao apresentarem grupos de virus homologos para plantas e
vertebrados, sdo consideradas inécuos para 0 homem, outros animais e plantas
(MOSCARDI, 1986, 1999).

O uso de baculovirus como agente de controle biolégico € facilitada
pela caracteristica desses virus de serem encapsulados em uma ocluséo cristalina
de natureza proteica. Isso proporciona protecdo aos virions no meio ambiente,
permitindo também, a formulacdo de bioinseticidas com facil tecnologia de
aplicacdo, representando economia e biosseguranca em relacdo aos inseticidas
guimicos sintéticos (CASTRO et al., 1999).

A familia baculoviridae € caracterizada morfologicamente por
apresentar o nucleocapsideo em forma de bastdo (30-60 nm x 250-300 nm) envolto
por uma membrana ou envelope viral, constituindo dois fenétipos virais distintos que
se alternam no ciclo de replicagdo. Atualmente a subdivisdo dessa familia em quatro
géneros esta baseada, além da composicdo genbmica e de suas caracteristicas
patolégicas e morfolégicas, em evidéncias filogenéticas: Alphabaculovirus -
nucleopolyhedrovirus (NPV) e Betabaculovirus — granulovirus (GV) especificos de
lepidopteros, Gammabaculovirus — NPV especificos de himendpteros e
Deltabaculovirus — NPV especificos de dipteros (JEHLE et al., 2006; HERNIOU;
JEHLE, 2007).

Os baculovirus associados a lepidopteros tém um modo de acédo que
se inicia pela ingestdo de poliedros (NPV) ou granulos virais (GV) pelo inseto
hospedeiro. A infec¢do, segundo Moscardi, Cunha e Moscardi (2011) ocorre atraves
das seguintes etapas: (1) apds a ingestdo dos poliedros ou granulos virais, 0s
corpos de oclusdo (poliédricos ou granulares) se dissolvem no IM da larva
hospedeira, devido ao elevado pH (acima de 11), liberando os virions; (2) estes se
fundem as microvilosidades das células epiteliais do IM, liberando os
nucleocapsideos virais, constituidos basicamente de acido nucleico (DNA) e

“envelope”; (3) o0s nucleocapsideos penetram através dessas microvilosidades,
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liberando DNA viral através dos poros nucleares, onde h& a replicacéo viral, sem a
formacdo de poliedros ou granulos, constituindo numa infeccdo primaria, mas com a
producdo de grande quantidade de nucleocapsideos; (4) estes migram para a
membrana basal ou através da traqueia, assumindo a forma de “budded virus”, ou
virus extracelulares, que sera responsavel pela infeccdo secundaria (ou sistémica)
em diferentes tecidos, apos atingir a hemolinfa do inseto hospedeiro. Ou seja, 0s
“budded virus” sdo responsaveis pela transmissdo viral em diferentes tecidos do
inseto, enquanto os poliedros ou granulos sdo responsaveis pela transmissdo de
inseto para inseto em campo. Segundo esses autores, as lagartas infectadas
perdem sua capacidade motora e de alimentacdo em cerca de quatro dias apos a
alimentacdo, morrendo de seis a dez dias ap0s a infec¢éo.

Os GVs infectam somente insetos da ordem Lepidoptera, e sua
principal caracteristica é a presenca de um unico nucleocapsideo localizado em uma
capsula ou granulo, constituida por uma matriz protéica composta principalmente de
granulina. J4 os NPVs apresentam numerosos nucleocapsideos no interior do corpo
de oclusé@o ou poliedro viral, o qual consiste principalmente da proteina poliedrina
(HAJOS, 2000; INCEOGLU; KAMITA; HINTON, 2001). Essa céapsula protéica
permite que os virions sobrevivam fora do hospedeiro, conferindo protecdo contra
sua desativacdo em ambientes desfavoraveis, principalmente de temperatura e
radiacdo solar (FUNK; BRAUNAGEL; ROHRMANN, 1997; RIBEIRO; SOUZA,
KITAJIMA, 1998).

Uma das principais caracteristicas dos NPVs € a presenca de dois
fendtipos virais durante o ciclo de infec¢do. O fendtipo presente no meio ambiente
sdo os corpos de oclusédo (OB, do inglés, occlusion bodies, também chamados de
poliedros) ou os virus ocluidos (OV, do inglés, occluded viruses), responsaveis pela
transmissao horizontal da infeccéo, ou seja, de inseto para inseto. Nesses, um ou
varios nucleocapsideos envoltos por membrana estdo imersos em uma matriz
protéica. O outro fenoétipo, responsavel pelo estabelecimento da infeccao sistémica
dentro do inseto, € constituido por virus extracelulares (BV, do inglés, budded
viruses); nestes, um ou mais nucleocapsideos sao envolvidos por um envelope viral
derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira (VOLKMAN; KEDDIE, 1990;
BLISSARD; BLACK; CROOK, 2000).

Mais de 700 baculovirus tém sido isolados a partir de invertebrados
e relatados na literatura (MOSCARDI, 1999; HERNIOU; JEHLE, 2007). Estes virus
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ocorrem naturalmente em populacdes de insetos e sdo normalmente nomeados pelo
hospedeiro inicial do qual foram isolados. Devido a alta viruléncia, especificidade
para os insetos e a estabilidade do ambiente, certo nUmero destes virus tém sido
utilizados para controlar os insetos como alternativas biolégicas aos pesticidas
quimicos (MOSCARDI, 1999; SZEWCZYK et al., 2009).

Como exemplo de sucesso do uso de baculovirus como agente de
controle biolégico, pode-se citar o AgQMNPV. Os resultados fisicos obtidos no periodo
de 1981 a 1997, com o uso de baculovirus no controle biolégico da lagarta-da-soja
no Rio Grande do Sul, representaram acumulativamente 109.988 produtores
assistidos para uma area tratada de 1.943.253 ha (SECCHI, 2002). Segundo
Moscardi (2007), as aplicacdes com esse virus na cultura da soja no Brasil atingiram
cerca de dois milhdes de hectares na safra 2003/2004. O virus também € utilizado
em outros paises, como Argentina, Bolivia Colébmbia, Paraguai e Uruguai
(MOSCARDI; MORALES; SANTOS, 2002).

O banco de baculovirus da Embrapa Milho e Sorgo conta com 22
isolados de baculovirus que infectam a Spodoptera frugiperda, amostrados em
diversas regides do Brasil (BARRETO et al., 2005), buscando o desenvolvimento de
um sistema de producdo que possibilite a obtencdo de um bioinseticida a base do
baculovirus que infecta esta espécie (STIMNPV), ou Baculovirus spodoptera. Varios
avancos foram obtidos durante a evolugcédo da pesquisa, mostrando a possibilidade
de producéo em larga escala deste bioinseticida (VALICENTE; TUELHER, 2009).

Hostetter e Puttler (1991) relataram, pela primeira vez, o potencial do
virus de poliedrose mdltipla nuclear isolada de Anagrapha falcifera (Kirby) (AfMNPV).
Os autores afirmaram que mais de 31 espécies de Lepidoptera, de 10 familias,
demonstraram suscetibilidade ao AfMNPV, sendo que este virus foi mais virulento
para larvas de Helicoverpa zea (Boddie), em relacdo ao virus de Autographa
californica (AcMNPV), um baculovirus conhecido por controlar esta espécie.

O AfMNPV também infecta outras pragas de grande importancia,
como Heliothis virescens (Fabricius), Spodoptera exigua (Hulbner), Pectinophora
gossypiella (Saunders) e Trichoplusia ni (Hibner) (HOSTETTER; PUTTLER, 1991).
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2.3 INTESTINO MEDIO DOS INSETOS

Nos insetos, 0 mecanismo de alimentacdo e a quimica-digestiva se
processam no sistema digestivo. ModificagBes estruturais, morfologicas e bioldgicas
desenvolveram-se diferentemente nas varias ordens destes artropodes, ao longo da
evolucdo, envolvendo adaptacdes desde mandibulas diferenciadas, que permitem a
tomada de alimentos estruturalmente variados; tubos digestivos mais ou menos
complexos; presenca ou auséncia de glandulas acessoérias; tipos celulares
associados a quimica digestiva com diversos niveis de organizacdo e complexidade,
além de organismos simbiontes presentes em algumas ordens de insetos (TERRA,
FERREIRA, 1994).

O IM tem como funcdo a producdo e secrecdo de enzimas
digestivas, absorcdo de agua, nutrientes e manutencdo da homeostase. Possui
origem endodérmica, sendo um tubo de diametro variavel formado por um epitélio
simples ou pseudoestratificado, apoiado sobre uma membrana basal, em torno da
qual dispbem uma camada mais interna de fibras musculares estriadas circulares e
outra mais externa de fibras longitudinais (WIGGLESWORTH, 1965; SNODGRASS,
1993; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; HAKIM; BALDWIN;
SMAGGHE, 2010).

O principal sitio de digestdo e absor¢cdo em insetos na maior parte
das espécies € o IM. Este se constitui num tubo simples (ventriculo) de onde podem
se expandir diverticulos (cecos gastricos) usualmente na sua extremidade proximal.
Na maior parte dos insetos, o IM contém no seu limen uma membrana acelular,
quitino protéica, chamada de matriz ou membrana peritréfica, que envolve o
alimento ingerido, e que separa o conteudo luminal em dois compartimentos, o
espaco endoperitréfico (no interior da membrana) e o espacgo ectoperitréfico (entre a
membrana e o epitélio) (SILVA et al., 2012). A membrana perifréfica auxilia nos
processos digestivos e protege a superficie do epitélio da abrasdo mecénica e da
acao de toxinas e patdégenos (TELLAM, 1996; CHAPMAN, 1998).

O IM dos insetos é formado histologicamente por uma camada
epitelial, constituida principalmente por células colunares, caliciformes, regenerativas
e enddcrinas (BILLINGSLEY; LEHANE, 1996). Em Lepidoptera ocorrem estes quatro

tipos celulares como ja descrito em Diatraea saccharalis (PINHEIRO et al., 2003),
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Anticarsia gemmatalis (LEVY et al., 2004) e Spodoptera exiqua (ROST-
ROSZKOWSKA et al., 2008).

As células colunares sdo as mais humerosas e apresentam funcdes
de sintese e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo de 4gua e de nutrientes
(RICHARDS; DAVIES, 1994; TERRA; FERREIRA, 1994; BILLINGSLEY; LEHANE,
1996). Podem apresentar diferencas estruturais de acordo com o estado fisioldgico
do inseto. Assim, células ativas apresentam nucleo volumoso e com polaridade
determinada pela distribuicdo das estruturas celulares no seu citoplasma. Dessa
forma, na regido basal ocorrem dobras associadas a mitocondrias, na regido
mediana encontram-se 0 nudcleo, o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi,
além das vesiculas de secrecdo. Ja a regido apical apresenta as microvilosidades,
microfilamentos e mitocdndrias (TERRA, 1990; CHAPMAN, 1998). Estas células
normalmente apresentam nudcleo alongado, superficie apical com inameras
microvilosidades e projecdes citoplasmaticas (TERRA; COSTA; FERREIRA, 2006).

As células caliciformes recebem esta denominacdo por possuirem
invaginacdo da membrana plasmatica apical formando uma cavidade semelhante a
um calice, sendo esta cavidade margeada internamente por projecdes
citoplasmaticas semelhantes a microvilosidades, contendo mitocondrias, que sao
responsaveis pelo transporte ativo de ions potassio da hemolinfa para o lumen
intestinal, homeostasia ibnica e absor¢cdo de metabdlitos, auxiliando as células
colunares nesta funcdo (HARVEY; CIOFFI; WOLFERSBERGER, 1983; KLEIN;
LOFFELMANN; WIECZOREC, 1991; WIECZOREK, 1992; LEHANE; BILLINGSLEY,
1996; CHAPMAN, 1998).

As células regenerativas podem ser observadas sozinhas, em pares
ou formando grupos (ninhos) na base do epitélio e apresentam caracteristicas de
células indiferenciadas, cuja funcdo principal € promover a substituicdo das células
epiteliais em descarte, promovendo a manutencdo da integridade do epitélio do IM
(CRUZ-LANDIM; SILVA DE MORAES; SERRAO, 1996; CHAPMAM, 1998; NEVES;
GITIRANA; SERRAO, 2003; MARTINS et al., 2006).

Segundo Ohlstein e Spradling (2007) o epitélio do IM de Drosophila
contem células regenerativas que se distribuem de maneira esparsa ao longo da
membrana basal que podem gerar tanto células colunares quanto células
endocrinas, sendo que no interior dessas ceélulas observou-se a presenca de

vesiculas ricas em proteinas responsaveis pela diferenciacéo celular.



19

Em estudos com Locusta migratoria, llla-Bochaca e Montuenga
(2006) concluiram que existem trés tipos de células regenerativas, diferenciadas
pelo tamanho do nucleo, posicdo em relacdo ao ninho e pelo tempo gasto no ciclo
de proliferacdo e diferenciacdo, podendo originar todos os tipos de células
formadoras do epitélio do IM.

Pode haver ainda células endocrinas, observaveis apenas ao
microscopio eletrbnico e que estdo localizadas na base do epitélio (LEVY et al.,
2004). Essas sao caracterizadas por apresentarem grande quantidade de granulos
citoplasmaticos. Algumas de suas funcdes estariam relacionadas com o controle
hormonal dos movimentos peristalticos, regulacdo da sintese enzimatica e secrecao,
controle da proliferacao e diferenciacéo das células regenerativas. Existem dois tipos
de células enddcrinas: as abertas, nas quais a membrana apical forma vérias
microvilosidades que estdo em contato com o limen do IM e as células fechadas, as
quais a membrana apical ndo forma microvilosidades, ndo estando em contato com
o ltmen do IM (BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; SEHNAL; ZETNAN, 1996; GUL et
al., 2001; ROST-ROSZKOWSKA et al., 2008).

De acordo com Endo e Nishiitsutsuji-Uwo (1981), as células
enddcrinas observadas em insetos como baratas e varias espécies de lepidopteros,
correspondem, ultra-estruturalmente e imunohistoquimicamente, as células

enddcrinas do sistema digestério de vertebrados.
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3 ARTIGO A - EFEITOS DE PASSAGENS DO MULTIPLO
NUCLEOPOLIEDROVIRUS DE Anagrapha falcifera (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) (AfMNPV) NO INTESTINO MEDIO DE LAGARTAS Spodoptera
cosmioides, EM DIFERENTES TEMPOS DE INFECCAO

3.1 RESuMO

Spodoptera cosmioides € conhecida como uma das principais pragas que atacam
vagens na cultura da soja. Com ocorréncia expressiva nas lavouras de algodéo, a
partir de 2002, deixou de ser considerada praga secundaria e vem ganhando um
maior destaque entre as pragas chave em varias culturas. O aumento na populagéo
desse inseto, atribui-se o uso indiscriminado de produtos quimicos sintéticos,
portanto, o uso de métodos alternativos para o seu controle da praga vem ganhando
destaque. O uso de agentes entomopatdgenos sobre S. cosmioides, passou a ser
estudado, como o mudltiplopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV) que tem
causado mortalidade nas lagartas, mostrando-se uma alternativa promissora para o
controle desta praga. O objetivo deste trabalho foi avaliar alteragdes na biologia e na
morfologia do IM (IM) de lagartas Spodoptera cosmioides, sob efeito das passagens
do multiplo nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV), em diferentes
tempos de infeccdo, buscando correlacionar os efeitos histopatolégicos com a
efetividade deste virus como potencial controle biolégico desta praga. Comparou-se
a morfologia do IM entre lagartas infectadas e ndo infectadas. As lagartas foram
infectadas aos sete dias de desenvolvimento, utilizando-se trés diferentes
passagens do virus ATMNPV em S. cosmioides (T1, T2 e T3, correspondendo a
primeira, quarta e sétima passagens, respectivamente), além da testemunha. Os
tubos foram coletados com 24, 72 e 144 horas de infec¢cdo, em numero de 20 por
tratamento, por tempo de infeccdo. Os tubos digestivos, fixados em Karnovsky,
foram processados, corados com Hematoxilina-Eosina e analisados ao microscopio
de luz. Concomitantemente, foram realizados ensaios de biologia comparada, com
0S mesmos tratamentos, para andlises de comportamento e mortalidade. Para os
resultados de biologia, os tratamentos T2 e T3 apresentaram drastica reducao de
locomocéao e alimentacao a partir do quarto dia apés infeccéo (DAI), além de maior
taxa de mortalidade acumulada em relacédo a testemunha e o T1. Morfologicamente
todos os tratamentos (T1, T2 e T3) causaram alteracdo no IM de S. cosmioides nos
trés tempos de infec¢cdo, sendo que as maiores alteragcdes ocorreram no epitélio.
Conclui-se, portanto, que o AfMNPV, nas trés passagens testadas em S.
cosmioides, causa alteragcbes comportamentais e alteracdes morfolégicas no IM
desta espécie, indicando ser este um agente de controle promissor para esta praga.

Palavras-chave: Histologia. Controle bioldgico. Tubo digestivo. Microscopia de luz.
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3.2 ABSTRACT

Spodoptera cosmioides is known as one of the major pests of soybean pods. With
remarkable occurrence in cotton, from 2002, this insect is no longer considered a
minor pest and it is gaining greater attention among the key pests in various crops.
The increase of its population is a result of indiscriminate use of synthetic chemicals.
So, the use of alternative methods for pest control is gaining prominence. Studies
aiming the use of Anagrapha falcifera multiple nucleopolyhedrovirus (AfMNPYV) as an
entomopathogenic agent of S. cosmioides were carried out. Such virus caused
mortality in other species of caterpillars, showing a promising alternative to control
this pest. The aim of this work is to evaluate changes in biology and morphology of
the midgut (IM) Spodoptera cosmioides caterpillars, under effect of passages of
AfMNPV, at different times of infection, to correlate histopathological effects with the
effectiveness of the virus. We also compared the morphology of IM between infected
and non-infected larvae. Larvae were infected at seven days of development, by
using three different passages of AIMNPV in S. cosmioides (T1, T2 and T3, which is
the first, fourth and seventh passages, respectively) and the control treatment. The
digestive tubes were collected at 24, 72 and 144 hours of infection in 20 structures
per treatment, per time of infection. The digestive tubes, fixed in Karnovsky, were
processed, stained with hematoxylin-eosin and examined under a light microscope.
Compared biology assays with the same treatments for analyzing insect behavior
and mortality were performed concomitantly. For the biology results, T2 and T3
treatments showed dramatic reduction in locomotion and feeding, from the fourth day
after infection (DAI) and higher cumulative mortality rate compared to the control and
T1. Morphologically, all treatments (T1, T2 and T3) caused changes in the IM of S.
cosmioides, on the three times of infection. The greatest changes occurred in the
epithelium. Therefore it is concluded that the AfMNPV, in the three passages tested
in S. cosmioides, cause behavioral changes and morphological changes in the IM of
this species, indicating that this is a promising control agent of the insect-pest.

Key words: Histology. Biological control. Digestive tube. Light microscope.

3.3 INTRODUCAO

O género Spodoptera, encontrado principalmente em regides
tropicais e subtropicais (TOOD; POOLE, 1980), inclui a maioria das espécies pragas
com importancia econdmica para as diferentes culturas (BIANCO, 1991). Segundo
Santos (2007), constata-se desde 2002 a ocorréncia de Spodoptera cosmioides de
forma expressiva em lavouras de algoddo. Silva et al. (2011), analisando S.
cosmioides em diferentes plantas hospedeiras, concluiram que as culturas da soja e
algodao estdo entre os melhores alimentos para o desenvolvimento da espécie. Na

cultura da soja, Gazzoni e Yorinori (1995) afirmam que S. cosmioides, juntamente
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com Spodoptera eridania (Cram.), formam o principal grupo de lagartas que atacam
vagens.

Anteriormente, considerada praga secundaria, este inseto vem
apresentando aumento em importancia, destacando-se ultimamente como praga-
chave em algumas culturas. Uma das causas deste aumento consideravel na
populacdo de S. cosmioides pode ser devido a utilizacdo indiscriminada de produtos
quimicos sintéticos. Assim, métodos de controle alternativos passam a ter maior
importancia para a contencéo dessa praga.

Seguindo o conceito da utilizacdo de métodos alternativos para o
controle de insetos-praga, o uso de agentes entomopatégenos para o controle de S.
cosmioides passou a ser estudado, sendo o multiplopoliedrovirus de Anagrapha
falcifera (AfMNPV) considerado uma alternativa promissora para o controle desta
praga, ja que tem causado mortalidade neste inseto (CUNHA, informacédo pessoal).

Dentre os virus entomopatogénicos como bioinseticidas, a familia
baculoviridae, a qual pertence o AfMNPV, é a mais estudada devido a sua grande
especificidade virus/inseto e ao seu potencial como agente de controle bioldgico,
podendo ser utilizados como alternativas biolégicas aos pesticidas quimicos
(MOSCARDI, 1986, 1999; SZEWCZYK et al., 2009).

Os baculovirus associados a lepidépteros tém um modo de acao que
se inicia pela ingestdo de poliedros virais (NPV) pelo inseto hospedeiro. Apds sua
ingestdo, os corpos de oclusédo se dissolvem no lumen do IM, liberando os virions,
constituindo a infeccdo. As lagartas infectadas perdem sua capacidade motora e de
alimentacdo, em cerca de quatro dias apos a alimentacdo e morrem de seis a dez
dias ap6s a infeccdo (MOSCARDI; CUNHA; MOSCARDI, 2011).

O principal sitio de digestédo e absor¢cédo dos alimentos nos insetos é
o IM, sendo também considerado a principal via de acesso a inseticidas quimicos e
biolégicos. O IM dos insetos é formado por uma camada epitelial, constituida
principalmente por células colunares, caliciformes, regenerativas e enddcrinas
(BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; PINHEIRO et al., 2003; LEVY et al., 2004; ROST-
ROSZKOWSKA et al., 2008).

As células colunares sdo as mais humerosas e apresentam funcdes
de sintese e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo de 4gua e de nutrientes
(RICHARDS; DAVIES, 1994; TERRA; FERREIRA, 1994; BILLINGSLEY; LEHANE,

1996). As células caliciformes recebem esta denominagcdo por possuirem
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invaginacdo da membrana plasmatica apical formando uma cavidade semelhante a
um calice. J& as células regenerativas tém por funcdo principal promover a
substituicdo das células epiteliais em descarte, promovendo a manutengcdo da
integridade do epitélio (CRUZ-LANDIM; SILVA DE MORAES; SERRAO, 1996;
CHAPMAM, 1998; NEVES; GITIRANA; SERRAO, 2003; MARTINS et al., 2006).

Alteracbes no IM podem afetar o crescimento e o desenvolvimento
dos insetos, bem como todos o0s eventos fisiologicos (MORDUE (LUNTZ);
BLACKWELL, 1993, MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000). Vérias trabalhos ja
descreveram a estrutura do IM de lepidopteras, entretanto, sobre S. cosmioides,
apesar de pertencer a mesma ordem, poucas informacdes sobre a histologia de seu
IM séao conhecidas.

Diante do exposto, o0 objetivo desde trabalho é avaliar os efeitos das
passagens do multiplo nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV) na
biologia e histologia do IM de lagartas S. cosmioides, em diferentes tempos de
infeccd@o, buscando correlacionar os efeitos histopatol6gicos com a efetividade deste
virus como potencial controle biolégico desta praga.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Insetos

Os insetos/ovos de Spodoptera cosmioides foram provenientes do
laboratério de criagdo massal de insetos da Embrapa Soja.O trabalho foi conduzido
no Laboratério de Insetos do Departamento de Histologia, na Universidade Estadual
de Londrina, Londrina-PR, utilizando-se camara climatizada tipo B.O.D. com
temperatura de 26°C (x 2 °C), umidade relativa de 70% (+ 10%) e fotofase de 12 h.

Apés eclosdo, as lagartas foram transferidas para caixas gerbox
contendo cinco larvas, para evitar canibalismo e estresse. As lagartas foram
alimentadas durante todo o periodo de avaliacdo com dieta artificial, fornecida pela
Embrapa Soja. Diariamente foi realizada a limpeza das fezes para evitar a
proliferacdo de fungos e/ou bactérias. As lagartas foram monitoradas até o 7° dia

apos a eclosao, quanto se procedeu a infecgdo com o virus.
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3.4.2 Obtencédo das Passagens Sequenciais do Baculovirus de Anagrapha falcifera
(AfMNPV)

Para o estudo, foram realizadas passagens sequenciais do virus
AfMNPV em S. cosmioides, a fim estudar a efetividade do controle nesta espécie. A
obtencédo das passagens se deu a partir da infeccdo de lagartas com a suspensao
viral pura de AfMNPV. Para a infeccdo, cubos de dieta foram mergulhados por cinco
segundos na suspensao viral e oferecidos as lagartas durante 48 horas. Apés este
periodo, utilizou-se dieta isenta do virus. Estas lagartas foram monitoradas
diariamente e quando apresentaram sintomas de infeccdo ou até mesmo morte,
foram coletadas e armazenadas em freezer a -20°C para posterior extracao do virus.

Para a extracdo do virus, as lagartas foram maceradas em cadinho.
Este macerado foi transferido para um funil recoberto com algodéo e gaze, onde foi
adicionado agua destilada autoclavada para filtragem. Apds a extracdo, o material foi
centrifugado em ultracentrifuga a 10000 rpm, para retirada das impurezas, como
gordura, restos de membrana e a agua da filtragem, deixando assim o virus
purificado.

Este virus, obtido do macerado de lagartas infectadas, apés sua
purificacéo, foi considerado uma passagem (12 passagem), ou seja, passou por um
processo de infeccdo dentro dos organismos alvo e foi isolado, possibilitando um
novo processo de infeccdo em novos individuos, dando origem a uma nova
passagem.

Foram realizadas oito passagens do virus e para os estudos de
biologia e morfologia do IM, apresentados neste trabalho, utilizou-se a primeira (T1),
quarta (T2) e sétima (T3) passagens, que em protocolos experimentais prévios

mostraram-se compativeis com o foco deste trabalho.

3.4.3 Aspectos Bioldgicos de S. Cosmioides Infectada com AfMNPV

Foram utilizados trés tratamentos, T1, T2 e T3 com concentracao de
6,5 x 10°, 8,28 x 10" e 5,575 x 108 OB mL™, respectivamente. Atestemunha (Te) era
composta somente por agua destilada. Para a infeccdo, cubos de dieta foram
mergulhados por cinco segundos na suspensdo viral e oferecidos as lagartas

durante 48 horas. Para o tratamento testemunha, os cubos de dieta foram imersos
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em agua destilada. ApOs este periodo, as dietas foram substituidas por dietas sem
virus/agua.

Utilizou-se 60 lagartas/tratamento, estas foram individualizadas em
recipientes plasticos com dieta. O comportamento das lagartas foi observado ap6s
24 horas de infeccdo até a emergéncia dos adultos. Outros parametros como
mudanca de instar através da observacdo da expulsdo da capsula cefalica,
deformagdo apdés a muda e/ou emergéncia dos adultos e a mortalidade de
individuos foram avaliados diariamente.

Foram realizados os testes de normalidade e homocedasticidade e,
como ndo houve normalidade e/ou homocedasticidade, foi aplicado o teste né&o-
paramétrico. Desse modo, realizou-se analise de variancia pelo teste de Kruskal-
Wallis e comparacao das médias pelo teste de Student-Newman-Keuls, com p<0,05.

Também foi realizada a contagem dos poliedros virais aos cinco e
dez dias apdés a infeccdo. Para a contagem viral utilizou-se cinco
lagartas/tratamento, onde as lagartas foram submetidas ao processo de extracdo de
virus j& descrito. Para filtragem foi utilizado 50 mL de agua destilada e as amostras
obtidas ndo passaram pelo processo de purificacdo. Utilizando micropipeta, uma
aliquota da amostra foi colocada em Camara de Neubauer, esta foi levada ao
microscopio, para a contagem de cinco quadrantes no campo central, sendo 0s
quatro das extremidades e o quadrante central. A estimativa da concentracao viral,
em OB. mL™?, de cada um dos tratamentos, foi obtida pela somatéria da contagem

dos cinco quadrantes multiplicados por 50.000.

3.4.4 Morfologia do Intestino Médio de S. Cosmioides Infectada com AfMNPV

Foram utilizados mesmos trés tratamentos do experimento de
biologia, ou seja, a primeira passagem do virus AfIMNPV em S. cosmioides (T1),
quarta (T2) e sétima (T3), nas concentracdes 6,5 x 10°, 8,28 x 10’ e 5,575 x 108 OB .
mL-1, respectivamente, além da testemunha (Te).

Os tubos digestivos foram coletados com 24, 72 e 144 horas ap0s
infeccdo, sendo utilizado no estudo 20 tubos por tratamento, para cada tempo de
infecgéo (LEVY, 2005).

Para a coleta, as larvas de S. cosmioides foram anestesiadas por

resfriamento a -4°C (5 minutos) e dissecadas sob microscopio estereoscépio, com
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solucéo salina para insetos (1,80 g de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16 de CacCl; 0,004g de
NaHCO3 e &gua destilada-g.s.p 100 mL). As lagartas foram presas pelas
extremidades, por alfinetes entomoldgicos, em placa de Petri preenchida com
paraplast. Utilizando tesoura oftalmolégica, foi realizada uma incisao longitudinal na
regido ventral do inseto, do primeiro segmento toracico ao penultimo segmento
abdominal, com rebatimento lateral da cuticula.

Os tubos foram fixados em solucdo fixadora de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4,0% em tamp&o fosfato 0,1M e pH 7,2) por
seis horas. Apoés a fixacdo, o material foi lavado em solugcéo de alcool etilico 70%,
por trés vezes (cinco minutos cada); desidratado em série crescente de alcool etilico
(70, 90 e 100% por 20 minutos cada); pré-infiltrado em solugdo de resina pura
(hidroxetilmetacrilato + ativador) + alcool etilico 100% (1:1) por 4 horas em
temperatura ambiente; infiltrado em resina pura (kit de embebicdo Historesin® Leica)
em temperatura ambiente por 24 horas; incluido em moldes apropriados de
polietileno contendo solucdo de resina bésica (hidroxetilmetacrilato) + ativador
(dibenzoilperoxido) + endurecedor (dimetilsulféxido) e mantido em temperatura
ambiente até a polimerizacéo da resina.

O material emblocado foi cortado com 5 um de espessura, com
navalha de tungsténio, em micro6tomo rotativo e colocado em laminas de vidro
previamente limpas com &lcool etilico-éter.

Os cortes foram hidratados (5 minutos) em agua destilada; corados
pela Hematoxilina de Harris (25 minutos); lavados em agua corrente (10 minutos);
corados com Eosina aquosa (30 minutos); lavados em agua destilada (5 minutos);
desidratados em &lcool etilico 95% (5 minutos) e 100% (10 minutos); diafanizados
em xilol (30 minutos); montados em balsamo do Canada. Apdés secagem, foram

analisados em fotomicroscopio de luz do Departamento de Histologia da UEL.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Mortalidade e Tempo de Desenvolvimento de S. cosmioides Infectada com
AfMNPV

Os resultados de mortalidade podem ser observados na Tabela 3.1.

As lagartas comecaram a morrer a partir do oitavo dia apos infeccdo (DAI), porém, a
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partir do quarto DAI, a maioria das lagartas dos tratamentos T2 e T3 diminuiram sua
alimentacdo. A partir do sétimo DAI, essas lagartas deixaram de se alimentar ou
apresentaram reducédo drastica no consumo da dieta. Juntamente com a reducao da
alimentacédo, o desenvolvimento dessas lagartas foi bastante afetado, como mostra
a Figura 3.1. As lagartas do tratamento T1, ainda que ndo tenham mostrado
diferenca estatistica de mortalidade em relacéo a testemunha, apresentaram taxa de
deformagao de adultos de 30%, contra nenhuma na testemunha. Os resultados da

contagem de virus estdo expressos na Tabela 3.2.

Tabela 3.1 — Mortalidade acumulada (% * Erro Padrdo) de lagartas S. cosmioides
infectadas com diferentes passagens do baculovirus AIMNPV.

Mortalidade Acumulada (%)

Tratamentos 8DAI 10DAI 12DAI

Testemunha 0 (x0,00) a 0(+0,00) b 0 (= 0,00) b
T1 333(x0,18) a 833(x028) b 1167(x0,32) b
T2 6,67 (x025) a 61,67 (x0,49) a 9333(x0,25) a
T3 11,67(x032) a 50 (+0,50) a 9333(x0,25) a

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls a 5% de probabilidade de erro.

**T1 — Primeira passagem do virus; T2 — Quarta passagem do virus; T3 — Sétima passagem do virus.
***DA| — Dias ap0s infecgdo.

Figura 3.1 — Desenvolvimento de lagartas S. cosmioides, infectadas com diferentes
passagens do baculovirus AfMNPV, com 10 dias apés infeccdo. Test. —
Testemunha; T1 — Primeira passagem do virus; T2 — Quarta passagem
to virus e; T3 — Sétima passagem do virus.
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Tabela 3.2 — Namero de poliedros virais (OB . mL™) ap6s extracdo em lagartas S.
cosmioides infectadas com diferentes passagens do baculovirus

AfMNPV.
Poliedros virais (OB . mL™)
DAI T T T3
5 250x 10° 7.75x 10° 7,00 x 10°
10 485x 108 3,14 x 107 1,64x 107

*T1 — Primeira passagem do virus; T2 — Quarta passagem do virus; T3 — Sétima passagem do virus.
*DAI — Dias apos infeccao.

3.5.2 Morfologia

3.5.2.1 Morfologia do IM de lagartas de S. cosmioides n&o infectadas com AIMNPV

(testemunha)

O tubo digestivo de S. cosmioides € longo, retilineo, constituido por
trés regides: intestino anterior (IA) ou estomodeu, intestino médio (IM) ou meséntero

e intestino posterior (IP) ou proctodeu (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Fotografia do tubo digestivo de S. cosmioides. IA — Intestino anterior;
IM — Intestino médio; IP — Intestino posterior; Tr — Traqueia e; CG —
Corpo gorduroso.
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O IA tem inicio na boca e vai até a regido posterior do térax, ligando-
se ao IM. O IM, maior porcdo do tubo digestivo, tanto em comprimento como em
didmetro, inicia-se na regido posterior do térax e vai até a regido posterior do
abdomen, onde se inicia o IP. O IP inicia-se na regido posterior do abddmen e
termina no reto. Nessa porcdo nota-se a insercao de tubulos de Malpighi bastante
espessos. (Figura 3.2).

O IM, foco deste trabalho, histologicamente é constituido, da luz
para a periferia, de membrana peritréfica (MP), camada epitelial (CE) e camada
muscular (CM) (Figuras 3.3, 3.4A, 3.5A, 3.6A).

A MP é uma camada acelular logo acima do epitélio, que divide a luz
do tubo digestivo em dois ambientes, o espa¢o endo (Ed) e ectoperitrofico (Ec). O
Ed estd em contato com o alimento e o separa do restante do IM, enquanto o Ec
separa o epitélio da MP (Figura 3.3).

Abaixo da MP estd a CE, que €& formada por um epitélio
pseudoestratificado, cilindrico, com bordadura estriada, constituido de trés tipos
celulares: as células colunares (Co), caliciformes (Ca) e regenerativas (Cr). As Co,
mais abundantes, sdo alongadas, com algumas protusdes, bordadura estriada
bastante desenvolvida, nucleo na regido mediana a apical; citoplasma baséfilo e
pouco vacuolizado. As Ca sao acidofilas, com cavidade em forma de célice e nicleo
basal. As Cr sdo células pequenas, basoéfilas, com nucleo central, encontradas em
pouca quantidade, principalmente na regiao basal do epitélio (Figura 3.3).

A CM esta constituida por feixes de fibras transversais (musculo
circular), mais proximas da base da CE, que acompanham as dobras desta, e por
feixes de fibras longitudinais (musculo longitudinal), que acompanham a CE em toda

sua extensao (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Fotomicrografia do IM de larvas de 4° instar de S. cosmioides. MP —
Membrana peritréfica; Ed — Espaco endoperitréfico; Ec — Espaco
ectoperitréfico, CE — Camada epitelial; Co — Célula colunar; Ca —
Célula caliciforme; Cr — Célula regenerativa; CM — Camada muscular,
TM — Tubulo de Malpighi. HE. Barra: 10 pm.
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3.5.2.2 T1 - primeira passagem

Apés 24 horas de infeccdo, comparando com a testemunha (Figura
3.4A), é possivel observar a MP fragmentada e distante do epitélio. No epitélio
observam-se células colunares mais alongadas, aparentemente em maior
guantidade e com maior nimero de protusées. Também sao observados diferentes
estagios de maturacdo destas células, o citoplasma com mais vacuolizagdo e
bordadura estriada desorganizada. Ainda no epitélio, observa-se aumento no
namero de células regenerativas. A CM longitudinal apresenta-se fragmentada
(Figura 3.4B).

Com 72 horas, o IM apresenta MP fragmentada. Nota-se o epitélio
baixo, com células colunares apresentando bordadura estriada desorganizada,
poucas protusdes, citoplasma bastante vacuolizado e nucleo na regido mediana.
Também se observa aumento no numero das células regenerativas. A CM estéa

fragmentada (Figura 3.4C).
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ApoOs 144 horas, o IM assemelha-se muito a testemunha, com

epitélio alto, porém, aparentemente, com mais células regenerativas (Figura 3.4D).

Figura 3.4 — Fotomicrografia do IM de larvas de S. cosmioides infectadas com a
primeira passagem do AfMNPV. A: Testemunha; B: 24 horas; C: 72
horas e; D: 144 horas de infeccdo. MP — Membrana peritréfica; Ed —
Espaco endoperitréfico;, Ec — Espacgo ectoperitréfico, CE — Camada
epitelial; Co — Célula colunar; Ca — Célula caliciforme; Cr — Célula
regenerativa; CM — Camada muscular. HE. Barra: 10 pm.

3.5.2.3 T2 - quarta passagem

Com 24 horas de infeccéo, observa-se a MP bastante fragmentada.
O epitélio, aparentemente mais baixo em relacdo a testemunha e aos outros tempos
de infeccdo, apresenta células colunares bastante alteradas, que sdo observadas
aparentemente em numero reduzido, com grandes vacuolos e praticamente nao
apresentam bordadura estriada. Também é possivel observar células regenerativas
em maior quantidade, em ninhos e hipertroficas. Apresenta CM mais espessa e

distante, em relacdo a testemunha e com células hipertroficas (Figura 3.5B).
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Em 72 horas, observa-se a MP fragmentada e distante do epitélio.
As células colunares aparentemente estdo em maior niumero que no tratamento
anterior (com 24h de infec¢do), com bordadura estriada, muitas protusdes, nucleo na
regido mediana a apical e citoplasma com vacuolos. Observa-se também
visualmente aumento na quantidade de células regenerativas. A CM apresenta-se
fragmentada (Figura 3.5C).

Em 144 horas, a MP est4d bastante fragmentada. O epitélio
apresenta-se com grande desorganizacdao celular e de dificil visualizacdo das
células. As células colunares apresenta-se com bordadura estriada desorganizada,
citoplasma pouco vacuolizado e com nucleo na regido mediana a apical. Observa-se
visualmente um aumento muito grande no namero de células regenerativas. A CM
apresenta-se fragmentada. E possivel observar, ainda, algumas traqueias com

provavel infeccéo (Figura 3.5D).
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Figura 3.4 — Fotomicrografia do IM de larvas de S. cosmioides infectadas com a
quarta passagem do AfMNPV. A: Testemunha; B: 24 horas; C: 72
horas e; D: 144 horas de infeccdo. MP — Membrana peritréfica; Ed —
Espaco endoperitréfico; Ec — Espaco ectoperitréfico;, CE — Camada
epitelial; Co — Célula colunar; Ca — Célula caliciforme; Cr — Célula
regenerativa; CM — Camada muscular; Traquéia (Tr). HE. Barra: 10
pm.

3.5.2.4 T3 - sétima passagem

Com 24 horas de infec¢do, € possivel observar a MP distante do
epitélio e pouco fragmentada. O epitélio € baixo, sendo que as Co apresentam
citoplasma bastante vacuolizado, com bordadura estriada bastante visivel e
espessa, e nucleo na regido mediana. Observa-se aparente aumento no numero de
células regenerativas. A CM apresenta-se fragmentada (Figura 3.6B).

Apbs 72 horas, observa-se a MP fragmentada e bastante distante do
epitélio. O epitélio baixo, com células colunares com pouca bordadura estriada e
desorganizada, muitas protusdes, nucleo na regido mediana a apical e citoplasma
vacuolizado. Ainda observa-se aumento no nimero das células regenerativas. A CM

longitudinal apresenta-se fragmentada (Figura 3.6C).
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Com 144 horas, observa-se a MP pouco fragmentada e bastante
distante do epitélio. No epitélio, ainda baixo, é possivel observar células colunares
em diferentes estdgios de maturacdo, com pouca bordadura estriada e
desorganizada, com nucleo, em sua maioria, na regido apical e citoplasma com
pouca vacuolizagdo. Também se observa aumento no numero das células

regenerativas. A CM apresenta-se pouco fragmentada (Figura 3.6D).

Figura 3.6 — Fotomicrografia do IM de larvas de S. cosmioides infectadas com a
sétima passagem do AfMNPV. A: Testemunha; B: 24 horas; C: 72
horas e; D: 144 horas de infecgcdo. MP — Membrana peritrofica; Ed —
Espaco endoperitréfico;, Ec — Espacgo ectoperitréfico, CE — Camada
epitelial; Co — Célula colunar; Ca — Célula caliciforme; Cr — Célula

regenerativa; CM — Camada muscular. HE. Barra: 10 pm.

3.6 DiscussAo

Nos resultados de mortalidade e aspectos comportamentais, em
relacdo ao desenvolvimento da testemunha e do tratamento T1, observamos que o

periodo larval, juntamente com o periodo de pré-pupa, foi de 32 a 33 dias e 25 a 26
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dias, respectivamente. Nossos resultados para a testemunha foram muito préximos
aos encontrados por Bavaresco et al. (2003) que, em estudos laboratoriais com S.
cosmioides observaram gque o desenvolvimento larval, juntamente com o periodo de
pré-pupa, somam 30,4 dias. Esta pequena variacdo temporal pode ser explicada
pelo fato de que os autores trabalharam com folhas de soja “in natura” como fonte
de alimentacdo, e neste trabalho nés utilizamos a dieta de Anticarsia gemmatalis,
adaptada para a S. cosmioides (BAVARESCO, 2004), o que pode ter implicado em
uma diferenga na velocidade de desenvolvimento do inseto. Na auséncia de uma
dieta padronizada para essa espécie nos utilizamos da informacédo de Salvadori e
Parra (1990), que propdem que uma das alternativas para definir um método de
criagdo para uma determinada espécie consiste em trabalhar com dietas artificiais
utilizadas para outros insetos, procurando ajusta-la para a espécie em questao.

Em relacdo a capacidade de locomocdo e de alimentacdo das
lagartas infectadas pelos tratamentos T2 e T3, nossos resultados sdo corroborados
por Moscardi, Cunha e Moscardi (2011). Esses autores relataram que, em geral,
lagartas infectadas por virus perdem sua capacidade motora e de alimentacdo em
cerca de quatro dias apds a inoculacdo. No entanto, os resultados de mortalidade,
para estes mesmos tratamentos, diferiram destes mesmos autores, que relataram
que as lagartas, em geral, morrem de seis a dez dias apés a infeccdo. No presente
trabalho, com 10 dias ap6s infeccdo, foi observada uma taxa de 61,67% de
mortalidade. Esta diferenca pode estar associada, provavelmente, ao AIMNPV, que
se trata de um virus ndo especifico, onde ha pouco conhecimento sobre a sua
infecgdo em S. cosmioides. Este resultados ressalta a necessidade de mais estudos
sobre a interacdo AfMNPV e S. cosmioides.

De modo geral, em conformidade com os resultados apresentados
neste trabalho, podemos inferir que apesar da mortalidade iniciar-se mais
tardiamente nos tratamentos T2 e T3 e no Tl as lagartas nado apresentarem
mortalidade expressiva, o fato das lagartas e mariposas apresentarem um retardo
e/ou deformacdo durante o desenvolvimento, ja demonstra um efeito positivo do
virus no combate a S. cosmioides.

Anatomicamente o tubo digestivo desta praga apresentou-se
constituido por trés regides, o intestino anterior, intestino médio (IM — maior das
regides e foco deste trabalho) e intestino posterior, similarmente ao relatado em

outras espécies de Lepidoptera por outros autores, como descrito em A. gemmatalis,
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(LEVY, 2000; LEVY et al., 2008), Diatraea saccharalis (PINHEIRO; QUAGIO-
GRASSIOTTO; GREGORIO, 2008), Manduca sexta e Heliothis virescens (HAKIM;
BALDWIN; LOEB, 2001) e Alabama argilacea (SOUSA et al., 2010). Além destes
autores, segundo Maranhdo (1978) e Chapman (1998), o canal digestivo dos
insetos, de modo geral, é formado por um tubo continuo entre a boca e o0 anus e que
compreendem estas trés regides acima citadas.

Histologicamente o IM de larvas de S. cosmioides também foi a
mesma descrita por outros autores em lepidopteros, como em A. gemmatalis (LEVY
et al, 2004); Manduca sexta e Heliothis virescens (HAKIM; BALDWIN; LOEB, 2001),
Alabama argilaceae (SOUSA et al., 2010). Além disso, parece ser muito semelhante
ao de outras ordens de insetos, como em alguns dipteras, Culex quinquefasciatus
(OKUDA et al., 2007) e Dermatobia hominis (EVANGELISTA; LEITE, 2003); em
Hemiptera Heteroptera, Brontocoris tabidus (FIALHO et al., 2009); em Orthoptera,
Tropidacris collaris (WANDERLEY-TEIXEIRA et al., 2006); em Hymenoptera,
Melipona quadrifasciata anthidioides (MARTINS et al., 2006) entre outros.

A MP é uma estrutura acelular que separa o epitélio do contetudo
intestinal, protegendo-o contra abrasdo e atuando como barreira permeavel as
enzimas digestivas e produtos da digestdo (EISEMANN; BINNINGTON, 1994;
TERRA, 2001). Wang e Granados (2001) citaram ainda que esta estrutura também
funciona como uma barreira que dificulta ou impede a entrada de micro-organismos
no epitélio. Toda essa funcionalidade da MP foi observada por nés neste trabalho,
sendo que esta ultima fica bem caracterizada, uma vez que a MP fragmentada,
observada nos tratamentos T1, T2 e T3, € um indicio do inicio da infeccdo pelo
virus. Segundo Tellam (1996), Chapman (1998) e Terra (2001), a MP estimula os
processos digestivos e protege a superficie do epitélio da abrasdo mecéanica e da
acao de toxinas e patdégenos. Uma vez rompida, os virus passam a ter livre acesso
para continuar a infeccao e completar seu ciclo nas células do epitélio.

Na camada epitelial do IM, assim como descrito em outros
lepidopteros, por Levy et al. (2004) e Pinheiro, Quagio-Grassiotto e Gregorio (2008),
€ possivel observar trés tipos celulares, as células colunares, caliciformes e as
regenerativas. Esses autores relataram também a existéncia ainda de um quarto tipo
celular, as células enddcrinas, porém pouco visiveis a microscopia de luz.

As células colunares sao descritas como células digestivas ou

principais e apresentam caracteristicas morfologicas de células absortivas, sendo
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formadas por extensdes citoplasmaticas, as microvilosidades (bordadura estriada),
na sua regido apical. Sdo consideradas as mais numerosas no epitélio, facilmente
identificaveis ao microscopio de luz, com citoplasma basofilo e bordadura estriada
aciddéfila (LEVY et al., 2004; OKUDA et al., 2007; FIALHO et al., 2009;; SOUSA et
al., 2009). Alem disso, segundo Levy et al., (2004), porcdes citoplasmaticas podem
ser liberadas em direcdo ao espaco ectoperitréfico. Estas também foram as
caracteristicas observadas em S. comioides neste trabalho. As células colunares
apresentaram citoplasma baséfilo, e neste aspecto qualitativo diferiram dos
resultados observados por Correia et al. (2009) em S. frugiperda, que descreveram
células colunares com citoplasma acidofilo no IM desta espécie.

As células caliciformes, também sdo semelhantes as de outros
lepidopteros descritos na literatura (SANTOS et al, 1984; LEVY et al.,, 2004;
PINHEIRO, QUAGIO-GRASSIOTTO e GREGORIO, 2008), apresentando cavidade
em forma de calice, chamada de camara globosa e tém como funcéo principal
realizar o transporte de potassio da hemolinfa para o Iidmen, mantendo a
homeostase ibnica e cooperando com as células colunares na absorcdo de
metabolitos (CAVALCANTE e CRUZ-LANDIM 1999; KLOWDEN, 2002). Levy et al.
(2004) relataram que, em A. gemmatalis, assim como observacdes aqui feitas em S.
cosmioides, as células caliciformes apresentam uma grande regido basal,
citoplasma aciddfilo e ndcleo basal. Este tipo de célula apresenta uma grande
cavidade em forma de calice, delimitada por projecdes citoplasmaticas. O apice
mostra proje¢cdes menores e mais finas, que sdo organizados na forma de um tipo
de vélvula que quase fecha a cavidade.

As células regenerativas se assemelham aos resultados
encontrados por Levy et al. (2004) e Pinheiro, Quagio-Grassiotto e Gregaorio (2008).
Esses autores relatam que, na camada epitelial de A. gemmatalis e Diatraea
saccharalis, respectivamente, estas células foram encontradas isoladamente,
emparelhadas ou em grupos na regido basal do epitélio e sdo redondas ou ovais,
com citoplasma fortemente basdfilo.

Quando comparamos os IM das larvas infectadas com o AIMNPV,
nos diferentes tratamentos com o IM das larvas testemunhas, nossos resultados
mostram que as maiores alteracdes sdo observadas na camada epitelial do IM e se
da nas células colunares. Keddie, Aponte e Volkman (1989), estudando a infec¢ao

de AcMNPV em Trichoplusia ni, relataram que a infeccéo inicial deste virus se da
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nas células colunares e regenerativas da camada epitelial do IM. Segundo Moscardi,
Cunha e Moscardi (2011), a infeccdo priméria inicia-se apdés a ingestdo dos
poliedros, os quais se dissolvem no IM da larva hospedeira, devido ao elevado pH,
liberando os virions. Entdo estes se fundem as microvilosidades das células
epiteliais do IM, liberando os nucleocapsideos virais, que irdo penetrar através
dessas microvilosidades, liberando DNA viral através dos poros nucleares para a
replicacdo viral. Esses autores ainda citam que estes nucleocapsideos migram para
a membrana basal ou também através da traqueia, assumindo a forma de virus
extracelulares, que serdo responsaveis pela infeccdo secundaria. Esta infeccao
pdde ser observada pela alteracdo de algumas traqueias do tratamento T2 com 144
horas de infec¢ao.

As células regenerativas, observadas em maior quantidade nos trés
tratamentos e em todos os tempos de infeccdo, em relacdo a testemunha, segundo
Lehane e Billingsley (1996), Chapman (1998) e Cavalcante e Cruz-Landim (1999),
estdo relacionadas principalmente com o processo de renovacgéo epitelial, onde as
células eliminadas sao substituidas por células regenerativas. Engelhard e Volkman
(1995) e Hoover et al. (2000) relataram que a capacidade de reposicdo celular
conferida ao epitélio poderia diminuir a suscetibilidade ao virus. Loeb et al. (2001)
explicaram que a renovacgéao do epitélio intestinal promove o descarte de células que
possam estar infectadas pelo virus, dificultando, desta forma, a replicacéo do virus e
0 estabelecimento de uma infeccdo secundaria no organismo. Neste contexto, o
tratamento T1, em 144 horas ap0s a infeccdo, como observado, parece ter
combatido o virus, sendo que e as células regenerativas podem ter desempenhado
um papel fundamental neste processo. Talvez pela alta viruléncia do virus
observada nos tratamentos T2 e T3, ndo foi possivel observar este mesmo
retrocesso da infec¢do nestes tratamentos.

A camada muscular, que reveste externamente o tudo digestivo, foi
observada fragmentada em todos nos tratamentos T1, T2 e T3. Mesmo com pouco
grau de fragmentacdo, indica forte alteracdo, pois mesmo que pontuais, essas
camadas estavam desorganizadas, o que afeta, portanto, toda a arquitetura e
funcionalidade do tubo digestivo. Estas alteragbes podem prejudicar o processo de
digestdo, as trocas metabdlicas com a hemolinfa e os outros érgdos, como corpo
gorduroso, alterando a integridade funcional do IM das larvas testadas, levando-as

provavelmente ndo ter sucesso para completar seu desenvolvimento.
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3.7 CONCLUSOES

O multiplo nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera, AfMNPV,
causa alteracbes comportamentais e alta mortalidade em larvas S. cosmioides na
quarta e sétima passagens testadas, enquanto que a primeira passagem promove
deformacéo em adultos de S. cosmioides, podendo inviabilizar a préxima geracao.

Das trés passagens do virus AfMNPV testadas, a quarta e a sétima
passagens sao as mais eficazes para o controle de S. cosmioides, j& que causam
grandes alteracdes morfologicas no epitélio do IM, responsavel pela digestdo e
absorcéo do alimento.

Assim, o uso do virus AfMNPV como agente de controle biolégico
para esta praga apresenta-se promissor, entretanto estudos em campo e maior
conhecimento sobre a relacdo virus-inseto se fazem necessarios para validar este

fato.
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