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CRUZ, N. A. Desenvolvimento bioldgico e alteracdes morfofisiologicas no intestino
médio da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis resistente ao baculovirus AQMNPV
alimentadas com genoétipos de soja. 2014. 142 f. Tese de Doutorado em Agronomia —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis ¢ uma das principais pragas da cultura da soja e
devido a sua importancia torna-se desejavel o aumento da resisténcia da soja ao ataque da
lagarta. Para o seu controle alguns métodos sdo empregados como a utilizagdo de plantas
resistentes a insetos; transgénicas com caracteristica de resisténcia a insetos e tolerancia a
outros fatores e os inseticidas a base de nucleopoliedrovirus. O baculovirus infecta a lagarta e
quando encontra condi¢des ideais, reduz a populacao da praga, podendo ser utilizado como
bioinseticia, no entanto, as lagartas podem desenvolver resisténcia 4 infeccdo. O intestino
médio (IM) ¢ considerado o 6rgao alvo do processamento da ingesta destes produtos, onde os
mesmo, apds seu processamento poderdo causar distirbios prejudicando o desenvolvimento
dos insetos. Poucos sdo os estudos realizados em relacdo as alteragdes da morfologia,
principalmente na histologia e histoquimica do IM, em diferentes geragdes de larvas de A.
gemmatalis resistentes ao AQMNPV. O presente estudo objetivou: identificar, quantificar e
verificar os efeitos dos metabolitos secundérios foliares presentes nos genotipos de soja e na
variedade transgénica BRS 359 RR, os aspectos bioldgicos ¢ morfologicos de diferentes
geragdes larvais de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV. As geragoes resistentes foram
obtidas através de bioensaios de pressdo de selecdo, no qual, as larvas foram tratadas com
gendtipos de soja “in natura” BRS 257, BRS 16 Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI 227687 e
BRS 359 RR. Os ovos de A. gemmatalis foram colocados em caixa gerbox contendo folha de
soja dos respectivos tratamentos até a eclosdo. Para os ensaios de biologia as larvas de 2°/3°
instar foram acondicionadas individualmente em placas de Petri contendo um foliolo retirado
de folhas no estadio V5 de cada tratamento e acondicionadas em laboratério em B.O.D. As
larvas foram tratadas e avaliadas os parametros bioldgicos diariamente até o estagio de pupa.
Para a histologia e histoquimica os IM das larvas de 3°/4° instar foram coletados, fixados em
Karnovsky; processados para técnicas histologicas e histoquimicas especificas e analisados ao
microscopio de luz. Os gendtipos resistentes a insetos Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI
227687 e a soja transgénica BRS 359 RR, influenciaram negativamente nos aspectos
bioldgicos das larvas, e causaram alteragdes morfoldgicas no IM, principalmente na camada
epitelial, e na sua composi¢do histoquimica das células. As alteragdes promovidas pelos
genotipos com caracteristicas de resisténcia a insetos estdo relacionados principalmente aos
flavonoides rutina e genistina, encontrados na sua composi¢cdo quimica foliar em diferentes
concentragdes. A soja transgénica BRS 359 RR ndo apresentou os flavonoides em sua
composi¢ao, porém a presenca de outros compostos pode ter influenciado negativamente
nessas larvas. Dessa forma podemos inferir que os gendtipos PI 229358 e PI 227687 sao
recomendados para o programa de melhoramento de plantas, enquanto que as cultivares IAC
100, Dowling e BRS 359 RR sdo recomendadas para o plantio em campo, pois todos estes
tratamentos promovem altera¢des que influenciam na quebra da resisténcia das larvas de A.
gemmatalis em relagdo ao virus.

Palavras-chave: Morfologia. = Histoquimica. =~ Plantas  resistentes. = Transgénicos.
Nucleopoliedrovirus



CRUZ, N. A. Biological development and changes morphophysiological in the midgut
velvet bean cartepiller Anticarsia gemmatalis resistant to baculovirus agmnpv fed with
genotypes of soybean. 2014. 142 p. Tese de Doutorado em Agronomia — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The vevelt bean caterpiller Anticarsia gemmatalis is a major pest of soybean and due to its
importance becomes desirable to increase the resistance of soybean caterpiller attack. To
control some methods are employed as the use of insect-resistant plants; transgenic trait with
resistance to insect and tolerance and other factors to inseticides based nucleopolyhedrovirus.
The baculovirus infects the caterpiller and when it finds optimal conditions reduces the pest
population, can be used as bioinseticid, however, the worms may develop resistance to
infection. The midgut (IM) is considered the target organ processing the ingestion of these
products, where even after processing may cause disturbances, negatively impairing our the
development of insects. Few studies have been conducted in relation to the alteraction
morphology, especially in histology and histochemical, mainly in the IM, in different
generations of larvae of A. gemmatalis resistant to AQMNPV. The present study aimed to
identify, quantify and analise the effects of foliar secondary metabolites in soybean genotypes
and transgenic variety BRS 359 RR, in biological and morphological aspects of different
generations of larval A. gemmatalis resistant AQMNPV. Resistant generations were obtained
from bioassays of selection pressure, in which the larvae were treated with soybean genotypes
"in natura" BRS 257, BRS 16 Dowling, PI 229358 and PI 227687 IAC 100 and BRS 359 RR.
The eggs were placed in A. gemmatalis in gerbox boxes containing soybean leaves their
treatments until hatching. For biossays larvae 2"%/3" instar larvae were placed individually in
Petri dishes containing one leaflet taken from leaves V5 stage of each treatment mantaned and
put at laboratory BOD. Larvae were fed and ther biological parameters were daily evaluated
until the pupal stage. For histology and immunohistochemistry IM larvae 3"/4™ instar were
collected, fixed in Karnovsky; processed for histological and immunohistochemical
techniques specific and analyzed using by light microscopy. The resistant genotypes Dowling,
PI 229358 and PI 227687 IAC 100 and the transgenic soybean BRS 359 RR, negatively
influenced the biological aspects of larvae, and caused morphological changes in IM, mainly
in the epithelial layer, and in the histochemical composition of cells. The changes caused by
genotypes with characteristics of insect resistance mainly related to the flavonoids rutin and
genistin, found in its foliar chemical at different concentrations. Transgenic soybean BRS 359
RR did not presented these flavonoids in its composition, but the likely other compounds may
have negative influence these larvae biology. Thus we can conclude that PI 229358 and PI
227687 genotypes are recommended for the program of plant breeding to improve the
resistance of plant to A. gemmatalis, while IAC 100, Dowling and BRS 359 RR cultivars are
recommended planting in the field, because all these treatments promote changes that
influence the breakdown strength of the larvae of A. gemmatalis compared to the virus.

Keywords: Morphology. = Immunohistochemistry. ~ Resistant  plants.  Transgenic.
Nucleopolyedrovirus
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1 INTRODUCAO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
(Hiibner:1818), ¢ considerada uma das importantes pragas da cultura da soja e se alimenta
principalmente das folhas de soja, reduzindo a area foliar, podendo causar redugdo na
producao final de graos.

Seu controle ¢ realizado através do uso de produtos fitossanitarios como
sendo considerado o mais eficiente e o mais difundido entre os produtores, devido ao seu
rapido efeito em campo. Entretanto, o seu uso indiscriminado tem desencadeado desequilibrio
ecologico, selecao de populacdes de pragas resistentes a diversas moléculas, contaminacao do
ambiente e intoxica¢do dos agricultores.

Visando a reducdo desses problemas a integragdo de métodos de controle no
combate as pragas denominado de Manejo Integrado de Pragas (MIP) em que as associagdes
dos métodos mais simples (como os tratos culturais) até a utilizagdo de uma tecnologia mais
avancada no uso das plantas geneticamente modificadas (transgénicas) vém garantindo o
controle das pragas e proporcionando o sucesso na producao de graos.

O MIP visa a redu¢ao do numero de aplicagdes de produtos fitossanitarios
em campo, evitando dessa forma o impacto negativo sobre a populacdo de insetos benéficos
presentes na cultura, além de proporcionar a redu¢do dos custos finais de produgdo garantindo
uma maior rentabilidade para o produtor e reduzir a contaminacdo do ambiente e dos
alimentos. Seguindo essa filosofia, a jungdo entre o0 método de controle biologico utilizando
produtos seletivos “natural life”’e os bioinseticidas (baculovirus) associados com a utilizacao
de cultivares resistentes e transgénicas, podem ser consideradas como uma forma ideal para o
controle de pragas, apresentando algumas caracteriticas fisicas, morfoldgicas e quimicas
consideradas essenciais para essa funcdo. O baculovirus ¢ formulado a base do
nucleopoliedrovirus AQMNPV, de ocorréncia natural na cultura da soja, que age de forma
sistémica, apos ingestdo desses poliedros pelas larvas, controlando essa praga e agindo de
forma persistente no campo.

Outro método de controle ¢ o uso de plantas resistentes e transgénicas, as
quais podem apresentar algumas caracteristicas fisicas, morfologicas e quimicas consideradas
essenciais para essa funcdo. Dentre essas caracteristicas pode-se chamar a atengdo
principalmente para a composicao quimica foliar, em que a presenca de substancias quimicas
possam tornar essas plantas toxicas, deterrentes e repelentes para as diversas ordens de insetos

pragas (LARA, 1991).
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Dentre os diversos compostos quimicos existentes e produzidos
naturalmente pelas plantas, existe um grupo que ¢ resultado do produto do metabolismo
secundario das plantas e sdo chamados de flavonoides, que sdo responsdveis por afetar a
sobrevivéncia, crescimento, comportamento, a fecundidade ou a fertilidade dos diversos
insetos pragas (KUBO; HANKE, 1986; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Desses flavonoides pode-se destacar a rutina e genistina, os quais podem
agir negativamente nos insetos. Sabe-se que apds a sua ingestdo, formam dacidos graxos
através da hidrolise de fosfolipidios das membranas, alterando desta forma as barreiras e a
permeabilidade das membranas celulares, ocasionando a inibi¢do da digestdo (GAZZONI,
HULSEMEYER; HOFFMANN-CAMPO, 1994).

Esses flavonoides foram identificados pela primeira vez em genétipos de
soja como a PI 227687, PI 229358 e PI171451 que apresentavam resisténcia a algumas
espécies de insetos desfolhadores (HOFFMANN-CAMPO; HARBONE; McCAFFERY; et
al., 2001).

Em A. gemmatalis a associa¢do da rutina e genistina apresentaram efeitos
adversos na fisiologia e na biologia dos insetos, provocando a antibiose, redugdo da
sobrevida, prolongamento do ciclo bioldgico, e em alguns casos tem elevado a mortalidade
em larvas resistentes ao AQMNPV (GAZZONI; HULSEMEYER; HOFFMANN-CAMPO,
1997; PIUBELLI, 2004). Em bioensaios realizados com essa mesma espécie foi observada
alteracdes em relacdo a alguns indices nutricionais dos insetos tendo sido verificado o
prolongamento do estadio larval (GAZZONI; TUTIDA, 1996; PIUBELLI et al., 2005).

Esses compostos e as diversas moléculas quimicas e bioldgicas agem
diretamente no intestino médio (IM) dos insetos, provocando infec¢do e diversas alteragdes
decorrentes da ingestdo desses compostos, principalmente camada epitelial deste 6rgao. O IM
¢ considerado a principal via de acesso dos alimentos e dos diversos produtos em geral, e
responsavel pela absor¢ao dos nutrientes e dos demais compostos.

Além dos flavonoides sabe-se que o virus (AgMNPV) também agem no IM
das larvas de A. gemmatalis provocando alteragdes fisiologicas e bioldgicas. Esse fato
associado aos poucos trabalhos na literatura pertinente que correlacionem os efeitos dos
genotipos na quebra da resisténcia desta praga, os objetivos desse trabalho foram:

a) verificar os efeitos dos flavonoides rutina e genistina e da soja transgénica

(BRS 359 RR) no IM de geracdes resistentes (variando de duas a quatro

geracdes) de larvas de A. gemmatalis através da microscopia de luz;
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b) identificar através de técnicas histoquimicas, a composicdo quimica
constitutivas das células epiteliais nessas geragoes;

c¢) quantificar, identificar e verificar os efeitos dos flavonoides presente nos
gendtipos de soja e da variedade transgénica BRS 359 RR, nos aspectos
bioldgicos e fisiologicos da 40" geragdo de A. gemmatalis resistente ao

nucleopoliedrovirus AQMNPV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

A soja [Glycine max (L.) Merril] é uma planta oleaginosa muito valorizada
no mercado internacional, devido a sua comercializagdo e producdo de graos e dos
subprodutos oriundos dos graos, como farelo, 6leos, dentre outros, e que sdo utilizados na
alimentagdo humana, animal e também no setor industrial.

Essa planta de modo geral ¢ cultivada em varias regides do territdrio
brasileiro e independente do clima apresenta como caracteristica fenologica o ciclo de
desenvolvimento de 100 a 160 dias aproximadamente, no qual dependendo do grupo de
maturagdo pertencente pode ser dividida em precoce, semi-precoce, médio, semi-tardio e
tardio (FEHR; CAVINESS, 1977; VERNETTI, 1983; FARIAS; NEPOMUCENO;
NEUMAIER, 2007).

Durante o desenvolvimento, independente do grupo de maturacdo e da
cultivar, essa planta apresenta dois estagios, sendo o 1° denominado de vegetativo ¢ o 2° de
reprodutivo (FEHR; CAVINESS, 1977).

Durante o seu desenvolvimento, a soja pode sofrer a interferéncia de alguns
fatores que prejudicam e/ou limitam a sua produgdo final como: clima (chuva, temperatura,
fotoperiodo), solos (adubagdo e fertilidade), variedades (recomendadas para cada regido),
plantas daninhas (competicdo inicial ou interferéncia na colheita), doencas (limitantes na
reducdo de 4rea foliar), pragas (parte aérea, raizes e vagens) e manejo da cultura
(DEGRANDE; VIVAN, 2012).

Entre os fatores limitantes podemos destacar uma das principais pragas da
parte aérea, a lagarta da soja A. gemmatalis, pertencente a ordem Lepidoptera, que apresenta o
seu desenvolvimento bioldégico do tipo holometdbolo. Esse inseto pode apresentar
aproximadamente 47 dias de desenvolvimento (ovo: trés dias; larva: 15 dias; pupa: nove dias
e adulto: 20 dias) e dependendo dos fatores climaticos ou nutricional podem ultrapassar ou
reduzir esse numero de dias (FORD et al., 1975; GALLO et al., 2002; HERZOG; TODD,
1980).

Dentre os estagios de desenvolvimento da praga, o larval é considerado o
mais prejudicial para a cultura da soja, pois ¢ durante este periodo que as larvas atacam desde

as folhas mais novas das plantas, reduzindo a area fotossintética, muito importante para o
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estagio reprodutivo da soja, ou dependendo da infestagdo podem atacar até¢ as hastes mais
finas das plantas (DEGRANDE; VIVAN, 2012; GALLO et al., 2002; GAZZONI;
YORINORI, 1995; SOSA-GOMEZ et al., 2006).

As larvas recém-eclodidas apresentam coloragdo verde-clara, com hébito
mastigador, se alimentando inicialmente das cascas dos ovos e posteriormente de folhas
jovens, onde, inicialmente raspam o parénquima foliar ocasionando apenas pequenas manchas
claras nas folhas, sendo considerado como periodo de baixo consumo foliar (DEGRANDE;
VIVAN, 2012; GALLO et al., 2002).

Porém, com o desenvolvimento (maiores que 15 mm de comprimento),
essas larvas consomem o limbo foliar e as nervuras, deixando pequenas perfuragdes nas
folhas, mas ainda deixam as nervuras centrais e laterais intactas (HERZOG; TODD, 1980;
WATSON, 1916). Entretanto ¢ a partir do 4° ao 5° instar que essas larvas apresentam a maior
capacidade de desfolha, e em alguns casos, dependendo do nivel de infestagdo podem causar
100% de desfolha, pois estas larvas ficam mais vorazes e mais ativas chegando a consumir em
média 100 a 150cm’ de 4rea foliar, provocando a redugio da area foliar e da taxa
fotossintética (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; SOSA-GOMEZ et al., 2000).

Os maiores danos podem ocorrer no periodo de estiagem, onde o
ressurgimento dessas larvas pode causar o chamado ataque tardio, o qual ¢ considerado o mais
danoso, pois durante esse periodo essas larvas atacam folhas jovens e adultas, e acaba
coincidindo com o periodo apds a floracdo, o qual ¢ determinante para o enchimento das
vagens (GAZZONI; YORINORI, 1995).

Dessa maneira para controlar essa e outras pragas que surgem durante o
ciclo de desenvolvimento da soja e para manter uma producdo de qualidade, muitos dos
agricultores lancam mao da utilizacdo do uso de produtos fitossanitarios (fungicidas,
herbicidas, acaricidas e inseticidas), e muitos desses produtos sdo de amplo espectro de acao,
ou seja, nao seletivos e dessa forma acabam interferindo negativamente em populacdes de
insetos benéficas a cultura da soja.

Durante varias décadas o numero de aplicagdes realizadas durante o ciclo da
soja variava entre 3 a 10 aplicagdes por safra, e muitas aplicagdes eram realizadas de forma
inadequada e as vezes desnecessaria (GAZZONI et al.,1988). Esse alto numero de aplicagdes
desencadeava uma série de efeitos adversos como a contaminagao dos solos, rios, intoxicagao
dos proprios agricultores, ressurgéncia de pragas, surgimento de pragas secunddrias e

desequilibrio ecoldgico entre outros.
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Visando reduzir o numero de aplicacdes € a contaminagdo ambiental, o
Brasil adotou e adaptou um programa baseado no modelo utilizado nos Estados Unidos, que
consiste na utilizacdo e associa¢do de vdrias taticas de controle de pragas, e chegou a um
modelo de controle considerado ideal para as condi¢des climaticas brasileira e eficaz, esse
modelo acabou denominado de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (GEIER, 1966;
KENNEDY, 1967; METCALF, 1976; STERN et al.,1959).

Geralmente as taticas de controle abrange a associagdo ou a interacdo de
diversos métodos de controle como: uso de inimigos naturais (predadores e parasitdides), o
levantamento ¢ monitoramento de pragas através do sistema de amostragem, a aplicagdo de
inseticidas seletivos ou “natural life”, a utilizacdo dos niveis de danos econdémicos de insetos,
uso do potencial dos patdogenos existentes na cultura, utilizacdo de plantas resistentes e de
plantas e/ou cultivares geneticamente modificados (transgénicos) (CAMERON, 1971;
CLAUSEN, 1972; HOY, 1976; KOGAN, 1976; MADDOX, 1976, VAN DEN BOSH, 1971,
RUESINK; KOGAN, 1994).

Assim, o MIP ¢ caracterizado como um programa simples de manejo que
utiliza a associacdo de todas estas taticas de controle buscando reduzir as perdas causadas
pelas pragas e também pelos numeros excessivos de aplicagdes, de modo efetivo,
economicamente viavel e ecologicamente compativel com o meio ambiente (DEGRANDE;
VIVAN 2012).

Entre os métodos de controle utilizados na pratica do MIP, podemos
destacar o controle com a utilizagdo de agentes entomopatogénicos que auxiliam no controle
de pragas utilizando bactérias (Bacillus thuringiensis); fungo (Nomurae rileyi) e o virus da
familia Baculoviridae que atacam principalmente a lagarta da soja; a utilizagdo de plantas
resistentes ¢ o uso de plantas geneticamente modificadas (CASTRO et al.,, 1999;
DEGRANDE; VIVAN, 2012; KOGAN, 1976; VALLADARES-INGLIS; SOUZA; SHILER,
1998).

2.2 CONTROLE COM ANTICARSIA GEMMATALIS MULTIPLO NUCLEOPOLIEDROVIRUS
(AGMNPV)

Durante a implantacio do MIP da soja, pesquisas e programas para as
principais pragas foram desenvolvidos e implantados em campo. Entretanto, um programa
teve destaque na década de 80, no qual um virus de ocorréncia natural na propria cultura

realizava o controle de uma importante lagarta desfolhadora, A. gemmatalis. Esse virus de
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baixa incidéncia (cerca de 10%) acabou sendo entdo incorporado no MIP com grande sucesso
e acabou implantado no controle dessa lagarta em varias regides produtoras (MOSCARDI,
1983).

Esse virus teve seu primeiro relato em 1962 na cultura da alfafa no Peru. No
Brasil, sua primeira ocorréncia foi em lavouras de soja em Campinas no ano de 1972 e
posteriormente em outras regides (SOSA-GOMEZ, 1995). A partir de 1979 foram entdo
implantados os primeiros programas de pesquisa pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa Soja) em associacdo com a Emater e associacdo de produtores da
regido, para a utilizagdo do virus isolados a partir de lagartas mortas de A. gemmatalis
(CASTRO et al., 1999; MOSCARDI, 1983).

O Anticarsia gemmatalis nucleopoliedrovirus AQMNPV foi utilizado e
testado em campo nas safras de 1980/81 e 1981/82 em propriedades comerciais no Parand e
no Rio Grande do Sul. Os resultados foram satisfatorios, pois uma unica aplicagdo era o
suficiente para o controle da lagarta da soja, enquanto que a aplicagdo convencional com
produtos quimicos eram necessarias cerca 1,3 aplicagdes em média para controlar as lagartas
(MOSCARDI; CORREA-FERREIRA, 1985).

O Baculovirus ¢ um virus de poliedrose nuclear (VNPAQ) ou também
chamado de AQMNPYV, pertencente ao género Nucleopoliedrovirus e familia Baculoviridae.

A familia Baculoviridae ¢ representada por dois  géneros:
nucleopoliedrovirus (VPN) e o granulovirus (VG). O primeiro ¢ considerado o maior grupo
de virus dos artropodes cerca de 20, sendo a maioria isolada da ordem Lepidoptera
(TANADA; KAYA, 1993; VALICENTE, 2009). Entretanto, esse virus ¢ detectado em outras
ordens de insetos: Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera, Neuroptera, Trichoptera
(BILIMORA, 1991; O’REILLY; MILLER; LUCKOW, 1992).

Ambos os géneros sdo compostos basicamente por um capsideo de forma
arredondada. Esse capsideo ¢ um “core” cilindrico de DNA e proteina. Dentro desse
nucleocapsideo a fita dupla de DNA se associa com essa proteina bésica formando o “core”
cilindrico (CASTRO et al., 1999; MOSCARDI; SOUZA, 2002; VALICENTE, 2009).

O género VPN ¢ dividido em dois subgéneros: o “Virus de Simples
Nucleocapsideo” (SNPV) o qual apresenta um capsideo por envelope e sdo responsaveis pela
transmissdo de célula para célula ou transmissdo sistémica em um mesmo individuo; e o
segundo chamado de “Virus de Multiplos Nucleocapsideos” (MNPV). No qual sdo
encontrados varios nucleocapsideos em um envelope comum. Os VG por sua vez possuem

apenas um capsideo por envelope, e as oclusdes virais sdo granulares contendo um ou
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raramente dois ou mais virions por granulo (GRANADOS; FEDERICI, 1986; HUNTER-
FUJITA et al., 1998; VALICENTE, 2009).

Essas oclusdes das particulas virais em matriz proteica sdo extremamente
importantes, pois garante a protecdo e a transmissao horizontal de inseto para inseto. Dessa
forma as oclusodes virais podem ser consideradas estruturas de resisténcia a qual permite que a
infectividade do virus fora do hospedeiro, além de serem importantes para a formulagao de
bioinseticidas que podem ser utilizados para o controle de pragas (BLISSARD;
ROHRMANN, 1990; HUNTER-FUJITA et al.,1998).

A principal rota de infeccdo do AQMNPYV ¢ por via ingestdo e a digestao dos
poliedros virais que penetram no epitélio intestinal e se multiplicam no nucleo das células.
Com a ingesta dos poliedros, a massa proteica ¢ dissolvida no intestino médio dos insetos
devido ao pH altamente alcalino (8-11), ocorrendo a libera¢ao dos virions no limen intestinal.
Estas particulas infectivas, atravessam a membrana peritrofica do intestino médio, penetram
nas células epiteliais mediadas por receptores especificos localizados na membrana de suas
microvilosidades (FEDERICI, 1997; GRANADOS; FEDERICI, 1986; KAWANISHI et al.,
1972).

Esses nucleocapsideos sdo transportados até o nucleo, onde entdo libera o
DNA iniciando o processo de replicacdo viral. Apds a infec¢do primaria, as particulas
infectivas atravessam a membrana basal, atingem a hemolinfa e inicia a infec¢do secundéria
ou sistémica, onde atinge outros tecidos como corpo gorduroso, sistema sanguineo entre
outros. A forma oclusa de virus s6 comega a ser produzida nos estadios finais de infecgao,
onde ocorre o envelopamento dos virions e a produgao de novos poliedros (FLIPSEN et al.,
1995; MOSCARDI, 1983; VALICENTE, 2009; VOLKMAN, 1997).

As lagartas infectas apresentam mudangas comportamentais e morfologicas
que levam a morte do inseto. Estas lagartas apresentam um aspecto descolorido, ficam
debilitadas, perdem a capacidade de alimentacao (em torno do quarto dia apos a infec¢do), a
mobilidade e apds o sétimo dia apds a aplicacdo do produto bioldgico as lagartas morrem
(GAZZONI et al., 1981; MOSCARDI, 1983; MOSCARDI; SOUZA, 2002).

A lagarta recém morta apresenta o corpo com coloragdo amarelo-
esbranquicado, com textura mole, e com o passar dos dias ocorre o escurecimento desse
tegumento, com rompimento e a liberacdo de virus sobre as folhas, possibilitando novos
ciclos de infeccao (FEDERICI, 1997; MOSCARDI, 1983; MOSCARDI; SOUZA, 2002).

Apesar do fato do virus ser altamente eficiente alguns fatores levaram a

pouca utilizacdo ou mesmo o proprio desuso em campo pelos produtores, € também o
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desinteresse por parte de empresas particulares que visam a produgdo e comercializacio desse
produto. Entre os diversos fatores pode-se citar: o ciclo total de infeccdo desde a ingestdao dos
poliedros pelo inseto até a sua morte que tem duragdo média de sete a dez dias; a alta
especificidade do virus (geralmente uma espécie praga por cultura); alta sensibilidade dos
poliedros virais a radi¢@o solar o qual desativa o virus entre dois a cinco dias apods aplicagdo
levando entdo essa alta sensibilidade dos poliedros a necessidade da adigdo de protetores
solares as formulacdes onerando os custo de produgdo (MOSCARDI; SOUZA, 2002;
DEGRANDE; VIVAN; 2012).

2.3 PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS (TRANSGENICAS)

Plantas geneticamente modificadas (transgéncias) sdo uma alternativa para o
manejo (MIP), pois apresentam em sua estrutura caracteristicas favoraveis e responsaveis pela
manutengdo da resisténcia das plantas aos diveros fatores adversos que prejudicam o
desenvolvimento da planta.

A modificacdo genética a qual a planta ¢ submetida ¢ caracterizada
principalmente pela introducdo de DNA exdgeno em suas células, através da engenharia
genética, visando a expressao de genes heterologos ou também da sua superexpressdo ou
supressdo de genes endogenos nas plantas.

Essa tecnologia de transformacdo era muito complexa, e por isso as
primeiras plantas geneticamente modificadas Bt surgiram em 1987, quando houve a inser¢ao
de genes cry que codificavam a sintese de proteinas inseticidas em plantas de tomate (proteina
Cry 1Ab); e tabaco (proteina Cry 1Ac), entretanto, essas plantas apresentavam baixos niveis
de expressdo dos genes Cry o que levou ao aperfeicoamento das técnicas aplicadas
(FISCHOFF et al., 1987).

Para auxiliar nesse aperfeicoamento, vem sendo aplicado diferentes métodos
de transformagdo genética através de métodos quimicos como a transformacdo genética
mediada por Polietilenoglicol (PEG) e lipossomos; métodos fisicos através da microinje¢do, a
eletroporagdo, aceleracdo ou bombardeamento de particulas ou projéteis, biolistica ou
biobalistica; métodos biologicos através do uso de vetores virais e bacterianos, como a
agroinfecgdo e o sistema Agrobacterium (SANFORD, 1988; 1990).

A partir desses processos de melhoramento o uso de plantas Bt tem
acompanhado uma crescente na agricultura mundial desde 1996, porém, o primeiro cultivo

liberado para comercializagdo no Brasil foi apenas em 2005, com a liberagao do algodao que
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expressava a proteina Cryl Ac de Bt (Bollgard®). Somente em 2010 foi liberado a soja
MONS87701 X MON89788 (Bt/RR2) Glycine max (L.) Merril, com genes que codificam a
expressdo da proteina Cry 1Ac de Bt e a proteina 5-enolpiruvilchiquimato-3 fosfato sintase
(EPSPs) de Agrobacterium sp., que confere tolerancia ao herbicida Glifosato (Roundup®™)
(PARROT et al., 1994; STEWART Jr. et al., 1996; JOUANIN et al., 1998; MACRAE et al.,
2005; HOMRICH et al., 2008).

Além da liberagdo comercial da soja e algoddo outras culturas como milho,
arroz, batata e canola obtiveram a liberagdo da utilizagcdo dessas plantas Bt, que auxiliam no
manejo integrado de pragas (STEWART Jr. et al., 1996; MACRAE et al., 2005;).

Grover et al. (1999) Herbers e Sonnewald, (1999); Yuan e Knauf (1997)
relataram que os principais objetivos da transformacdo genética eram: aumentar a resisténcia
vegetal em relagdo aos herbicidas e patdgenos em geral; promover o aumento da tolerancia a
estresses abidticos; melhorar a qualidade nutricional do produto vegetal e produzir proteinas e
biopolimeros de interesse técnico e farmacéutico.

Na transformagdo genética vegetal sdo utilizados, além dos genes de
interesse, os também denominados marcadores de selecdo para cada caracteristica de interesse
e genes reporteres. Os genes marcadores de selecdo sdo capazes de conferir resisténcia ou
tolerancia a antibidticos e a herbicidas permitindo a selecdo do material transgénico de
interesse, enquanto que os genes reporteres codificam proteinas cuja presenca ou atividade
enzimatica sdo facilmente percebidas e mensuraveis, denotando a condi¢do transgénica de
células, tecidos e organismos (WALDEN; WINGENDER, 1995).

Dessa forma o gene da bactéria Bt de grande interesse, ¢ introduzida nas
culturas devido ao seu amplo espectro de utilizagdo como bioinseticida em vérias culturas
agronomicamente importantes. Essa bactéria apresenta algumas caracteristicas que se
assemelha a outras bactérias, pois espécie pode manter um periodo de laténcia na forma de
endosporos sob condigdes desfavordveis. Durante a esporulacdo, as bactérias sintetizam
proteinas que se acumulam nas extremidades dos esporos sob a forma de cristais
(PEFEROEN, 1997).

Os cristais sdo compostos de varias proteinas Cry ou Insecticidal Crystal
Proteins (ICPs) ou Proteinas Inseticidas em Formas de Cristais, que apresentam como
principal caracteristica a atividade toxica especifica, contra larvas de lepidopteros, dipteros,
coledpteros (HONGY; ZINIU; WANGXI, 2000).

O modo de agdo dessas proteinas ¢ considerado um processo complexo e

pode ser caracterizado em larvas de lepidopteros, no qual as ICPs constituintes dos cristais sao
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protoxinas solubilizadas (pH alcalino) e proteoliticamente convertidas em pequenos
polipeptideos no trato do intestino médio das larvas. Nesse processo, ocorre a remog¢ao de um
peptideo amino-terminal, composto de 25-30 aminoécidos, aproximadamente. Esses
polipeptideos associam-se a sitios especificos de ligacdo nas microvilosidades apicais das
células do intestino médio, provocando a lise osmoética das células por meio da formagao de
poros na membrana celular (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2004;).

Outro modelo foi descrito por Broderick; Raffa e Haldesman (2006), no
qual os autores descrevem que as lesdes causadas pelas ICPs no intestino médio,
possibilitaram a colonizagao da hemolinfa pela microbiota enterobacteriana residente levando
o inseto a morte devido a uma infec¢ao generalizada.

No caso de plantas com caracteristicas de resisténcia ao herbicida glifosato
(Roundup®), a inser¢io desse gene se deve a algumas caracteristicas: como a utilizagio desse
produto no campo hd mais de 30 anos; amplo espectro de agdo, flexibilidade e facilidade na
aplicacdo, eficiéncia no controle de plantas daninhas. O glifosato age de forma acumulativa
nas regides meristematicas das plantas tratadas, por ser um produto sist€émico de répida
translocacdo das folhas para as raizes, rizomas e meristemas apicais via floema, juntamente
com outros fotoassimilados. Porém, em comparagdo com outros herbicidas seus sintomas
fitotoxicos sdo relativamente lentos. A penetragdo da molécula de glifosato nas células ¢
mediada por proteinas transportadoras de fosfato, presentes na membrana plasmatica
(FRANZ; MAO; SIKARSKI; 1997; MONQUERO et al., 2004; RODRIGUES; ALMEIDA,
2005).

O glifosato atua na inibicao da sintese de aminoacidos aromaticos, apresenta
propriedade de quelatiza¢do de metais, bloqueia a enzima EPSP (5 enolpiruvoilshikimate-3-
fosfatase) sintase, a qual catalisa a formacdo da enzima EPSP fosfoenolpiruvato (PEP) e
shikimate 3-fosfato (S3P), sendo o unico herbicida capaz de inibir esta enzima, bloqueando
assim a sintese de trés aminoacidos aromadticos: o triptofano, a fenilalanina e a tirosina
(ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004).

A principal soja transgénica produzida e comercializada no mercado ¢ a soja
“Roundup Ready” conhecida como RR, que apresenta o gene que garante a prote¢do dos
efeitos adversos causados pelo herbicida glifosato. Essa planta permite a aplicacao do produto
durante toda a fase de desenvolvimento vegetativo, causando danos apenas em plantas
daninhas ou invasoras nas culturas.

Desde a liberagdo da soja transgénica, atualmente existem varias cultivares

de soja RR disponiveis no mercado que apresentam resisténcia nao so apenas para o glifosato
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como também para outros fatores. Pode-se citar a cultivar de soja BRS 359 RR que além de
apresentar a tecnologia “Roundup Ready”, também ¢ resistente a algumas doengas (Cancro da
Haste, Podriddo Parda da Haste, Podriddao Radicular de Fitofora, Mosaico Comum da Soja),
ao nematdide Rotylenchulus reniformis, apresenta também resisténcia moderada a Mancha
“Olho de Ra”, Oidio ¢ ao nematoide de galha Meloidogyne incognita além da tolerancia ao

virus da necrose da haste.

24 RESISTENCIA DE PLANTAS A INSETOS

Dentre os isoflavonoides, o grupo das isoflavonas ¢ destacado por
apresentar importantes func¢des biologicas: propriedades estrogénicas (MURPHY, 1982);
anticancerigenas (COWARD et al., 1993); antimicrobiana devido a a¢do fitoalexinas (NAIM
et al., 1974) e antioxidante considerada a mais importante entre as propriedades (ESAKI et
al., 1998; NAIM et al., 1976; SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

As isoflavonas estdo presentes em sementes e folhas de soja e apresentam
quatro formas quimicas: as agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina); os B-glicosideos
(daidzina, genistina e glicitina); os derivados glicosilados acetilados (6’’-O-acetildaidzina,
6’’-O-acetilgenistina e 6’’-O-acetilglicitina) e os glicosilados malonilados (6’’-O-
malonildaidzina, 6°’-O-malonilgenstina, 6°’-O-malonilglicitina) (LEE et al., 2003).

De acordo com Hoffmann-Campo, Mazzarin e Lustosa (1994), na soja os
compostos fenodlicos (flavonoides), sdo geralmente mais abundantes nos genoétipos com
caracteristica de resisténcia as pragas, ¢ dependendo de sua concentragdo estes compostos
podem ser atraentes, deterrentes, repelentes, ou toxicos as pragas (PIUBELLI et al., 2005).
Nos Estados Unidos foram identificadas trés introdugdes de soja (PI 229358, PI 171451 e PI
227687), que apresentavam resisténcia a multipla espécies de pragas, mas sem relacionar o
que causava essa resisténcia (CLARK et al., 1972; HATCHETT; BELAND; HARTWING,
1976). Posteriormente, foi identificado a presenga do flavonoide rutina, em folhas do genotipo
PI 227687, caracterizado por promover a defesa de plantas a larvas de lepiddpteros
(HOFFMANN-CAMPO, 1995).

Com esses resultados foram entdo realizados uma série de estudos com o
objetivo de avaliar a resisténcia da geragdo F2 descendentes do cruzamentos entre essas Pls
com variedades comerciais. Dessa forma foi comprovado que as progénies sofriam menos

danos por coleopteros e larvas de lepidopteros, concluindo que havia a transferéncia do
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caracter resisténcia para essas progénies (CLARK et al., 1972; REZENDE; ROSSETTO;
MIRANDA, 1980).

Esses compostos presentes nas plantas possuem diferentes modos de acao
sobre os efeitos em herbivoros, no qual, a ativacdo ocorre por oxidacdo e pode levar a
precipita¢do de proteinas (HARBORNE, 1991; APPEL,1993).

Durante o processo de oxidagdo ocorre a formacgdo de radicais livres,
geralmente formados no citoplasma, mitocondrias ou membrana celular, e os seus principais
alvos sdo as proteinas, lipidios, carboidratos e DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Erenel; Erbas e Aricioglu (1993) e Rice-Evans e Burdon (1993),
descreveram alguns radicais livres formados durante essa oxidacdo como, radicais do
oxigénio ou espécies reativas do oxigénio (ion superoxido O7); hidroxila (OH"), perdxido de
hidrogénio (H,0,), alcoxila (RO"), peroxila (ROO"), peridroxila (HOO) entre outros.

Appel (1993) descreveu que os radicais livres de hidroxila (OH") possuem
acdo toxica, além de serem responsaveis pela ruptura da membrana e distirbios do
metabolismo no epitélio instetinal. Em larvas de lepidopteros a ligacdo covalente do acido
clorogénico com proteinas monoméricas inibe a absor¢cdo de aminoacidos (FELTON et al.,
1989; FELTON; DUFFEY, 1991).

O modo de agao dos flavonoides esta relacionada a formagao de acidos
graxos pela acdo de fosfolipase A2, responsavel pela hidrdlise de fosfolipideos presentes nas
membranas celulares, com a liberagdo do acido araquidéonico (KUBO; HANKE, 1986;
LARA, 1991; SILVA et al., 2002; OMYILAGHA; GROTEWOLD, 2004; LOPES et al.,
2005). Eles interagem e penetram nas bicamadas lipidicas das membranas, alterando as
barreiras e a permeabilidade das membranas celulares (LIMA et al., 1999; SILVA et al.,
2001). Outras fungdes seriam relacionadas a atuagdo na expressdo de receptores de
membrana, como agentes antibacterianos e antivirais e inibidores de enzimas proteoliticas
(TOLEDO et al., 2003).

Para o melhor entendimento dos efeitos destes flavonoides nos insetos,
foram realizados testes de preferéncia alimentar em larvas A. gemmatalis com alguns
genotipos de soja, e foram observados os maiores indices de rejeigdo pelas lagartas para os
gendtipos: BR82-12547, 1AC74-2832, PI 227687, PI 229358, PI 274454 (HOFFMANN-
CAMPO; MAZZARIN; LUSTOSA, 1994).

Posteriormente foram identificadas a presenca de sete flavonoides na PI
227687, uma das mais utilizadas nos programas de resisténcia a insetos, o que poderia indicar

uma maior toxicidade desta cultivar e explicar a rejei¢ao do inseto.
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Dentre os flavonoides, a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) € a genistina
(genisteina 7-O-B-D-glicosidio) sdao reconhecidas por desempenharem papel muito importante
na defesa da planta a larvas de lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO, 1995; HOFFMANN-
CAMPO; HARBONE; McCAFFERY, 2001; PIUBELLI et al., 2005). Estes dois flavonoides
foram identificados em extratos de folhas de PI 227687, PI 274454 e outros gendtipos
resistentes a insetos (PIUBELLI et al., 2005).

A rutina ¢ um flavonoide ndo volatil que exerce efeito negativo no
comportamento e na fisiologia de alguns insetos. Esse composto ocasiona a inibicdo da
digestao em insetos herbivoros, devido a ruptura da membrana celular e por disturbios de
metabolismo no epitélio intestinal (PIUBELLI et al., 2005; CRUZ, 2010).

Outros estudos indicam que esta substancia pode ocasionar efeito antibiotico
e/ou ndo consumivel em Manduca sexta (Linnacus) (STAMP; SKROBOLA, 1993), Heliothis
virescens (Fabricius) (HOFFMANN-CAMPO, 1995) e Tricoplusia ni (Hiibner)
(HOFFMANN-CAMPO; HARBONE; McCAFFERY, 2001). Em larvas de A. gemmatalis as
doses crescentes de rutina promoveram efeitos adversos no desenvolvimento biologico
principalmente no prolongamento do estagio larval além de provocar um incremento na
porcentagem de mortalidade (GAZZONI; HULSEMEYER; HOFFMANN-CAMPO, 1997).

A genistina ¢ considerada uma isoflavona que apresenta alto grau na
capacidade antioxidante, além do efeito anti-estrogénico (BARNES, 1995; RUIZ-LARREA et
al., 1997). Esse isoflavonoide apresenta propriedades biologicas, sendo as mais importantes
relacionadas as atividades antifingicas e bactericidas das fitoalexinas, e a atividade inseticida
de rotenoides (WILLIAMS; HARBORNE, 1989). Essas caracteristicas foram observadas
através de bioensaios com A. gemmatalis, no qual resultou no prolongamento do estagio
larval, devido ao baixo valor nutricional que a genistina em associagdo com a rutina
proporciona para o desenvolvimento das larvas (GAZZONI; TUTIDA, 1996; FUGI,
LOURENCAO; PARRA, 2005).

Além das alteracdes bioldgicas, bioensaios realizados com alguns genotipos
de soja, comprovaram que a genistina, quando avaliada isoladamente ou em associa¢do com a
rutina, promoveram alteracdes negativas na morfologia e fisiologia do epitélio intestinal de
larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV (CRUZ, 2010). Tanto larvas
suscetiveis quanto resistentes essas alteragdes foram mais intensas no tratamento PI 227687.
Além disso, as larvas resistentes apresentaram grandes alteragcdes quando tratadas como o

genotipo TAC 100.
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A acdo de uma substancia quimica de defesa da planta na atividade
biologica e fisiologica do inseto ¢ raramente estudada de forma independente de outros
produtos quimicos na mistura.

O pouco conhecimento de como atuam a rutina e a genistina nos insetos
mastigadores, bem como os mecanismos de interagdo destas substincias na redugdo da
resisténcia em larvas de A. gemmatalis, reforcam a necessidade de maiores estudos sobre o
intestino médio destes insetos, considerado o local de atuacdo dos flavonoides e também a

principal via de acesso dos inseticidas biologicos (AQMNPV) e quimicos.

2.5 CANAL ALIMENTAR DE LARVAS DE ANTICARSIA GEMMATALIS

Devido a diversidade de alimentos presente no ambiente, os insetos de um
modo geral apresentam aparatos bucais e digestorios para cada tipo de dieta. Em insetos com
alimentacdo liquida, este canal ¢ caracterizado por ser longo, estreito e enrolado, além de
apresentar uma estrutura especial a cdmara filtro, que tem a finalidade de retirar o excesso de
dgua e concentrar nutrientes e substancias antes de inciar a digestdo, encontrados geralmente
em insetos sugadores de seiva (GALLO et al., 2002).

Em insetos com alimentacao basicamente solida, o canal é descrito como
um tubo reto, longo ou curto, com musculatura envolvente para protecdo contra abrasdo ou
ferimentos mecanicos, sendo caracteristicos de larvas de lepidopteros, orthdpteros e baratas
(GULLAN; CRANSTON., 2007).

De modo geral, o canal alimentar ¢ formado por trés regides
morfofuncionais distintas, além de serem delimitados por valvulas (cardia e pildrica)
(CHAPMAN, 1998). A primeira regido ¢ descrita como anterior ou estomodeu, a qual ¢
responsavel principalmente pela ingestdo, armazenamento, trituracdo e transporte do
alimento; a segunda regido ¢ a mediana ou meséntero onde sdo produzidas as enzimas
digestiva e ocorre absor¢ao do alimento e também dos inseticidas quimicos e biologicos, e por
fim, a regido posterior ou proctodeu que ¢ responsavel pela absor¢do de dgua, sais minerais e
outras moléculas formada nos tibulos de Malphigi ¢ do material remanescente (CHAPMAN,
1998).

Em larvas de A. gemmatalis, o intestino médio ¢ formado da luz para a
periferia, por uma camada acelular denominada de membrana peritréfica, seguida por uma

camada epitelial e pela camada muscular envolvente (LEVY et al., 2004; 2005; 2009).



30

A membrana peritréfica, possui a fungdo de proteger o epitélio contra
abrasdo do conteudo intestinal e atuar como barreira permeével as enzimas digestivas € aos
produtos da digestdo, além de formar uma barreira que impede a penetracdo de
microrganismos na cavidade do corpo e na hemocele (EISEMANN; BINNINGTON, 1994;
WANG; GRANADOS, 2001).

A membrana peritrofica € composta por fibrilas de quitina dispostas em uma
matriz proteica-glicoproteica (peritrofina) e de um polimero linear N-acetyl-D-glucosamina.
A membrana ¢ secretada geralmente em larvas de lepidopteros pelas células colunares, em
toda a extensdo do intestino médio, o qual divide o limen intestinal em dois compartimentos,
0o espago ectoperitrofico, localizado entre a membrana e o epitélio; e o espago
endopteritréfico, onde se localiza o bolo alimentar (HARPER; HOPPKINS, 1997; HARPER;
GRANADOS, 1999).

A membrana ¢ ausente em Hemiptera e Tysanoptera insetos que se
alimentam de liquidos, e em adultos de varias espécies de lepidopteros (GULLAN;
CRANSTON, 2007). Porém, em alguns casos ¢ evidenciado a presen¢a de um gel peritrofico
que possui as mesmas fungdes da membrana (TERRA, 2001).

O epitélio do intestino médio em lepidopteros € pseudoestratificado
prismatico com bordadura estriada, formado por quatro tipos celulares: as células colunares,
caliciformes, regenerativas e endocrinas (CIOFFI, 1979; CHIANG; YEN; PENG, 1986;
BINDER; BOWERS, 1994; BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; LEVY et al., 2004).

Estas células possuem caracteristicas morfologicas e funcionais peculiares.
As células colunares apresentam a superficie apical com microvilosidades, proje¢oes
citoplasmaticas e um nucleo alongado. Sdo abundantes no epitélio do intestino médio,
apresenta como principais fungdes a secrecdo de enzimas digestivas, de compostos que irdo
compor a membrana peritréfica e absor¢do de produtos provenientes da digestdo
(RICHARDS; DAVIES, 1994).

As células caliciformes apresentam cavidade em formato de calice,
margeado internamente por projecdes citoplasmaticas tipo microvilosidades, contendo em seu
interior mitocondrias. O nucleo ¢ basal e estas células auxiliam as células colunares na
homeostasia idnica e na absor¢dao de metabodlitos (CHAPMAN, 1998; BILLINGSLEY;
LEHANE; 1996).

As células regenerativas sdo observadas na base do epitélio, individualmente
ou em grupos. Estas células apresentam citoplasma escasso, nicleo central e poucas organelas

presentes (DE PRIESTER, 1971; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999; LEVY et al,,
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2004). Essas células estao relacionadas principalmente com o processo de renovacao epitelial,
no qual, as células eliminadas sdo substituidas por outras desenvolvidas a partir dos “ninhos”
de células regenerativas (CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999).
Estas células podem variar em relacdo a sua quantidade, de acordo com a aproximacao do
processo de metamorfose (ecdise) e do estagio de desenvolvimento (TERRA; FERREIRA,
1996).

As células enddcrinas encontram-se localizadas na base do epitélio. De
modo geral estas células apresentam citoplasma claro com grande quantidade de granulos
citoplasmaticos. Suas fungdes estdo relacionadas com o controle hormonal, movimentos
peristasticos, digestao, diurese, desenvolvimento e reproducao (BROWN; RAIKHEL; LEA,
1985; PRATT et al., 1989; WOODHEAD et al., 1989; COAST; KAY, 1994; SCHOOFS;
VAN DEN BROECK; DE LOOF, 1993; PATEL; HAYES; COAST, 1995).

Além dessas caracteristicas, estas células possuem semelhancas funcionais
em relacdo as células enddcrinas encontradas em vertebrados, ou seja, sdo células
neurosecretoras que sdo responsaveis pela sintese e liberacdo de hormonios polipeptideos
(IWANAGA et al., 1981; MARTOJA; BALLAN-DUFRANCALIS, 1984).

Toda essa arquitetura do epitélio ¢ sustentado por uma membrana basal
continua de origem conjuntiva e pela camada muscular constituida pelos musculos
longitudinais e circulares. A principal funcdo da camada muscular ¢ manter os alimentos
ingeridos em constante movimento no interior do intestino médio facilitando a digestdo ,
encaminhando esse “bolo alimentar” para o intestino posterior (LANE; DALLAI;

ASHHURST, 1996; GALLO et al., 2002).

2.6 RESISTENCIA DE ANTICARSIA GEMMATALIS AO NUCLEOPOLIEDROVIRUS (AGMNPV)

A estratégia mais antiga para o controle de populagdes de insetos, e ainda a
mais utilizada, ¢ baseada no uso de substancias de origem natural ou sintética, que visam
eliminar essas populagdes em qualquer fase do seu ciclo de desenvolvimento (RITTER,
1997).

Basicamente s3o utilizados produtos quimicos, agentes biologicos que
induzam a morte ou interrup¢do do ciclo biologico e a repeléncia desses insetos, € muitas
vezes a aplicagdo destes produtos uma Unica vez, ndo ¢ o suficiente para controlar ou reduzir a
populacdo de praga na cultura a niveis desejaveis que promovam danos econdmicos

(GULLAN; CRANSTON, 2007).
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Dessa forma, os produtores através de metodologias consideradas
inadequadas, promovem novas aplicagdes do mesmo principio ativo modificando apenas a
dose, levando a selecao de uma populagdo resistente.

Os insetos apresentam varias estratégias e mecanismos que permitem a
reducdo da sensibilidade a determinado inseticida. Entre elas as modificagdes
comportamentais, no qual o inseto reconhece a presenca de determinado composto quimico e
evita o contato com o mesmo; a redu¢do da penetracdo cuticular (inseticidas de contato)
associada a modificacdes na sua composicao; a resisténcia metabolica através de alteragdes na
metabolizacdo dos produtos por enzimas com caracteristica desentoxicante e as alteragdes nos
sitios alvos de acao (STONE; BROWN, 1969; MBOGO et al., 1996; HEMINGWAY, 2000;
MATHENGE et al., 2001; FFRENCH-CONSTANT; DARBON; GOFF, 2004).

A resisténcia ¢ o desenvolvimento de uma habilidade numa determinada
linhagem de algum organismo, para tolerar doses de um determinado produto toxico, que ¢
letal para a maioria dos individuos em uma populagdo normal da mesma espécie, ou seja, €
um processo estritamente genético com mutagdes que afetam as proteinas alvos dos
inseticidas e/ou seu metabolismo e essas caracteristicas sdo transferidas para as proximas
geracdes (LARA, 1991; LI, SCHULER; BEREMBAUM, 2007).

Considerando os mecanismos que promovem a resisténcia a inseticidas
podemos relacionar: (1) os fatores genéticos - nimero de alelos resistentes, frequéncia e
intesidade da resisténcia, dominancia dos alelos resistentes, valor adaptativo dos individuos
resistentes; (2) fatores bioecoldgicos — como numero de geragdes por ano, taxa de reprodugao,
modo de reproducao, mobilidade da espécie, habito alimentar, presenca de refiigio para a
populagdo suscetivel e presenca de inimigos naturais efetivos da praga; (3) fatores
operacionais — caracteristica do composto quimico (grupo, persisténcia, seletividade e
formulagdo), e as caracteristicas da aplicacdo (nivel de controle, método de aplicacio,
estratégia para o uso de produtos quimicos) (GALLO et al., 2002; GULLAN; CRANSTON,
2007).

Os casos de resisténcia em campo sdo geralmente relacionados a produtos
quimicos. A resisténcia dos insetos a produtos quimicos podem ser classificadas em 4 tipos. A
resisténcia metabolica a organoclorados, piretroides, organofosforados, carbamatos, ¢
relacionada ao aumento da detoxificacdo desses inseticidas promovida pelas enzimas:
glutationa-S-transferases  (GSTs), esterases (ESTs) e citocromo P450 (CYPs)
(HEMINGWAY, 2000; PERRY; BATTHERHAM; DABRON, 2011).
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A resisténcia por modificagdo nos sitios alvos dos inseticidas ocorre pela
substituicdo de um aminoacido por outro. Esse fato ¢ evidenciado quando ocorre uma
substituicdo do aminoacido alanina por um de serina no receptor de GABA, o qual confere
resisténcia aos inseticidas ciclodienos. Esta mutacdo ja é encontrada em Drosophila
melanogaster (Meigen) , Aedes. Aegypti (Linnaeus) e em varios outros insetos resistentes ao
inseticida (THOMPSON; SHOTKOSKI; FFRENCH-CONSTANT, 1993; FFRENCH-
CONSTANT et al., 1998).

A resisténcia a compostos reguladores de crescimento, ainda € pouco
evidenciada, entretanto, os altos niveis de resisténcia a metopreno foram observados no
mosquito Ochlerotatus nigromaculis (Ludlow) (CORNEL et al; 2002) e em Aedes
taeniorhynchus (Wiedemann) (DAME; WITCHTERMAN; HORNBY 1998). Um gene
denominado Met (de “Methoprene-tolerant”) foi identificado em D. melanogaster resistentes
ao composto metopreno (WILSON et al., 2006).

E por fim, a resisténcia cruzada e multipla. Esta refere-se aos casos nos
quais um Unico mecanismo de defesa confere resisténcia a inseticidas de uma mesma classe
ou a inseticida de classes diferentes. No qual Brogdon et al. (1999) relataram a resisténcia
cruzada a DDT e a piretroides em Anopheles albimanus (Wiedemann) da Guatemala, sendo
associada a alta atividade de oxidases do tipo CYP. E a resisténcia multipla de defesa contra
inseticidas através de mecanismos de resisténcia multiplos e coexistentes (MILANI, 1963;
BUSVINE, 1968).

Além da resisténcia dos insetos evidenciada em produtos quimicos, em
algumas plantas geneticamente modificadas que contém o gene Bt foram identificadas
populagdes resistentes. Essas populagcdes foram encontradas em bioensaios em casa de
vegetacdo com populacdes de Heliothis zea (Boddie) na cultura do algodao transgénico nos
Estados Unidos, porém os individuos evoluiram resisténcia dominante a toxina CrylAc e nao
desenvolveram resisténcia a outra toxina Cry2Ab (TABASHNIK et al., 2008).

No caso dos produtos bioldgicos ndo foram relatadas a presenca de
populacdes resistentes em campo, entretanto, Abot et al (1995) realizando ensaios envolvendo
pressdo de selegdo em larvas de A. gemmatalis com o virus AQMNPV, observaram um
processo de rapida sele¢dao a esse entomopatdogeno. Essa resisténcia desenvolvida em relacao
ao virus de certa forma ¢ semelhante a resisténcia aos inseticidas quimicos, ou seja, €
esperado um crescimento exponencial em relacdo ao virus AQMNPYV por parte dessas larvas

em condic¢des de campo (ABOT et al., 1996).
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Os resultados levaram os pesquisadores a questionar quais 0s mecanismos
de resisténcia desenvolvidos pelo inseto. Muitos fatores foram relacionados, entretanto, a
possibilidade pode estar relacionada a defesa diferencial (MOSCARDI, 1986; ABOT; et al.,
1995). Levy et al. (2005) atribuiram esse fator de resisténcia a diferenciagdo no intestino
médio, no qual ao comparar populagdes de larvas de A. gemmatalis resistentes e suscetiveis
ao virus, verificaram que a populagdo resistente apresentava uma maior concentragdo de
células regenerativas, e uma maior quantidade de protusdes citoplasmaticas nas células
colunares.

Além de diversos fatores pode-se ressaltar também o sistema imunoldgico
dos insetos, no qual, através de estruturas como os hemdcitos presentes na hemolinfa dos
insetos, podem estar associados a defesa contra o virus e demais patdogenos (NEGREIRO;
ANDRADE; FALLEIROS, 2004).

Como o IM ¢ considerado o principal local de digestdo e absor¢do de
nutrientes € compostos quimicos e biologicos, com nosso trabalho esperou encontrar
informagdes sobre o efeito dos compostos fendlicos rutina e genistina presentes em plantas
resistentes, no epitélio intestinal em diferentes niveis de resisténcia de A. gemmatalis ao
AgMNPV.

Assim podemos entender como as plantas estao influenciando na redugao da
resisténcia ao virus. Concomitantemente, avaliamos o efeito da soja transgéncia RR na
morfologia do IM de larvas resistentes ao AQMNPYV, para duas geracdes. Outro foco do nosso
trabalho diz respeito as interferéncias que a rutina e genistina e a soja RR possa proporcionar

no desenvolvimento bioldgico na 40? geracao resistente AQMNPV.
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3 ARTIGO A:

ASPECTOS BIOLOGICOS DA 40* GERACAO DE Anticarsia gemmatalis (HUBNER:
1818) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) RESISTENTES AO
NUCLEOPOLIEDROVIRUS AgMNPV EM DIFERENTES GENOTIPOS DE SOJA.

3.1 RESUMO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis, ¢ uma das principais pragas da soja e, quando nao
controlada pode causar sérios prejuizo. A praga pode ser controlada de forma eficiente
utilizando-se plantas resistente sendo o método considerado ideal por apresentar sinergismo
aos demais métodos de controle. As plantas apresentam em sua composi¢do metabolitos
secundarios que podem torna-las toxicas e repelentes prejudicando o desenvolvimento dos
insetos em geral. O objetivo do presente trabalho foi identificar e quantificar os efeitos dos
compostos quimico foliares presentes em genétipos de soja convencionais € na variedade
transgénica BRS 359 RR, nos aspectos biologicos da 40* geracao larval de A. gemmatalis
resistentes ao AQMNPV. O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia e
Ecologica Quimica da Embrapa Soja Londrina/PR, com uma populacdo larval obtida através
de bioensaios de pressio de selegdo. Larvas de 2°3° instar foram acondicionadas
individualmente em placas de Petri contendo um foliolo retirado de folhas no estddio V5 de
cada tratamento, no total de 50 lagartas foram mantidas em laboratério, em B.O.D. Foram
avaliados os seguintes pardmetros: peso inicial, peso de pupa, o que refletiu negativamente no
ganho de peso e no crescimento. O crescimento, o desenvolvimento e a eficiéncia na
conversdo do alimento em biomassa foram calculados, através da analise de covaridnia
(ANCOVA). O genotipo PI 229358 foi responsavel pela maior mortalidade 32%, tempo de
alimenta¢do e desenvolvimento prolongado. Larvas alimentadas com folhas do genétipo IAC
100 apresentaram peso inicial consumo, refletindo negativamente no peso de pupas e
apresentando 12% de mortalidade, eficiéncias de conversdao do alimento digerido e ingerido
em biomassa. A PI 227687 influenciou negativamente no consumo. As larvas alimentadas
com Dowling, aprensetava o maior peso de fezes, menor peso de pupa influenciado pela
assimilagdo menor do alimento. PI 229358, IAC 100 e PI 227687 ¢ BRS 359 RR
influenciaram negativamente no desenvolvimento biolégico das larvas. As alteragdes
causadas pelos gendtipos com caracteristicas de resisténcia a insetos podem estar relacionados
aos flavonoides rutina e genistina encontados na sua composi¢do quimica foliar que variavam
em concentracdo nos diferentes gendtipos. A soja trangénica BRS 359 RR ndo ou a qualidade
nutricional dessas plantas apresentou flavonoides na sua composicdo, assim a presenga de
outros compostos podem ter influenciado negativamente no desenvolvimento das larvas.

Palavaras chave: Lagarta da soja. Mortalidade. BRS 359 RR. Flavonoides.
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BIOLOGICAL ASPECTS OF THE 40™ GENERATION Anticarsia gemmatalis
(HI"JBNER: 1818) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NUCLEOPOYHEDROVIRUS
AgMNPYV RESISTANT IN DIFFERENT SOYBEAN CULTIVARS.

3.2 ABSTRACT

The velveltebean caterpillar, Anticarsia gemmatalis, is a major pest of soybean and if not
controlled ca cause great to tese crop damage. This pest can efficiently controlled using by
resistant plants. This method is considered ideal for presenting synergism with other methods
of control. Plants have metabolites in their compositon that can render them toxic and
repellents impading in the development of insects, in general. The aim of this study was to
evaluate the effect chemical compounds present in leaves of soybean genotypes on the,
biological aspects of the 40™ generation of larval A. gemmatalis resistant AQMNPV. The
experiment was conducted at the Laboratory of Entomology and Chemical Ecology of
Embrapa Soybean, located at Londrina/PR. The larval population was obtained through the
method of selection pressure. Larvae of 2/3" instar larvae were placed individually in Petri
dishes containing ode leaflet leaves removed at V5 of each treatment, a total of 50 larvaes per
treatment was mantained at laboratory B.O.D. The following parameters were evaluated:
initial weight, pupal weight, mortality, consumption, feeding time and development. The
growth, development, efficiency o food assimiliation and convertion in biomass were
calculated by ANCOVA analysis. Larvae fed BRS 359 RR leaves had the lowest
consumption, resulting in lower pupal weight, also reflecting in weight gain and growth of
insects PI 229358 genotype caused the lighest mortality, feeding time and development; the
cycle was delayed. Larvae fed on IAC 100 leaves presented lowet initial weight less,
consumption, lower efficiency in assimilation and convertion of food into biomass, negaturely
refleting in the weight of pupae. Leaves PI 227687 of caused negative influence on insect
consumption. Feeding on Dowling leaves negatively affected the food assimilatio libely
caused by a big production of fezes resulting in the insect final weigh. The results that PI
229358, PI 227687 and IAC 100 and soybean BRS 359 RR influenced negatively the
biological parameters of A. gemmatalis. These effect promoted by genotypes with
characteristics of insect resistance may be related to the flavonoids rutin and genistin found in
varied concentration on soybean leaves. Transgenic soybean BRS 359 RR did or the nutritionl
quality of these plants not present these flavonoids in its composition, but likely other
compounds may have negative influence on the larvae, development.

Keywords: Velvetbean cartepillar. Mortality. BRS 359 RR. Flavonoids.
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33 INTRODUCAO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Hiibner: 1818) (Lepidoptera:
Noctuidae), ¢ um inseto holometadbolo que apresenta diferentes estagios de desenvolvimento,
passando, de modo geral por cinco estadios larvais, até a sua completa metamorfose (FORD
et al.,, 1975; GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2006). Porém, depedendo das
condicdes climdticas, planta hospedeira e do valor nutricional do alimento essas larvas podem
atingir de cinco a sete instares (FUGI, LOURENCAO; PARRA, 2005; MOSCARDI et al.,
1981;WATSON, 1916).

E considerado uma das principais pragas desfolhadoras da cultura da soja e,
quando ndo controladas de forma eficaz, podem provocar o desfolhamento parcial ou total da
planta, provocando perdas significativas na producdo final de graios (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2000).

A fase larval ¢ considerada a mais importante, pois acarreta os principais
danos na soja. As larvas consomem desde a sua eclosdo o limbo foliar deixando pequenas
perfuracdes nas folhas. Entretanto, a partir do quarto instar, apresentam a maior capacidade de
desfolha, sdo mais vorazes ¢ consumem completamente as folhas, o consumo médio de 100 a
150 cm?® de folhas (SOSA-GOMEZ et al., 2006). Apds o quarto instar as lagartas consomem
95% do alimento durante todo o seu desenvolvimento (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Para combater essa praga a maioria dos produtores baseia-se exclusivamente
em de produtos quimicos. Porém, a maioria desses produtos considerados ndo seletivos. Pois
agem de forma negativa, diminuindo as populagdes de insetos benéficos, provocando o
ressurgimento da populagdo da praga, a selecdo de insetos resistentes € a contaminagdo do
ambiente.

Buscando a redu¢do dos efeitos negativos causados pela aplicagdo excessiva
de produtos quimicos, varias taticas de controle de A. gemmatalis tém sido estudadas, entre
elas: o controle bioldgico, a utilizacdo de produtos seletivos e bioinseticidas a base de
AgMNPV, o uso de plantas resistentes. A utilizacdo de plantas resistentes entre as taticas de
controle ¢ considerada como ecologicamente recomendavel, pois apresenta alta
compatibilidade, sinergismo com o controle quimico, bioloégico e cultural (HOY, 1976;
KOGAN, 1976; METCALF, 1976; KOGAN, 1986).

A utilizagdo de plantas geneticamente modificadas surgem como

alternativas para o controle dessa praga (FISCHOFF et al., 1987).
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Muitos sdao os fatores que contribuem para a manifestacdo dessas
caracteristicas de resisténcia em plantas, entre eles pode-se citar: a anatomia das plantas que
apresentam células epidérmicas mais espessas e com maior grau de lignificacdo e/ou
silicificacdo; ateragdes fisiologicas e bioquimicas que provocam maior producdo de
substancias quimicas ou metabolitos secundarios que causem repeléncia ou inibicdo da
herbivoria da praga (KOGA; ORTMAN, 1978; LARA, 1991).

Caracteristicas que conferem resisténcia foram identificadas nos genotipos
de soja PI 227687, P1 229358 e PI 171451. Estes apresentaram resisténcia a algumas espécies
de insetos desfolhadores, como em Diabrotica speciosa (Germar), Heliothis virescens
(Fabricius), Trichoplusia ni (Hiibner), Pseudoplusia includens (Walker), A.gemmatalis e
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (FUGI; LOURENCAO; PARRA, 2005; HATCHETT;
BELAND; HARTWING, 1977; HOFFMANN-CAMPO 1995; HOFFMANN-CAMPO;
HARBONI; MCCAFFERY, 2001; REZENDE; ROSSETO; MIRANDA, 1980; ROSSETO;
MIRANDA, 1981). As plantas resistentes apresentam em sua composi¢ao quimica foliar
substancias quimicas (metabolitos) que podem torna-las toxicas e repelentes para os insetos
(LARA, 1991). Dentre estas substancias quimicas os flavonoides rutina e genistina sdo
reconhecidos por desempenharem importante fung¢do na defesa da planta as larvas de
lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO 1995; PIUBELLI et al., 2005; SALVADOR, 2008).
Extratos de folhas de PI 227687 contendo os dois compostos causaram maior impacto na
biologia de T. ni (HOFFMANN-CAMPO; HARBONE; MCCAFFERY, 2001).

Compostos fendlicos agem na formacao de acidos graxos pela hidrolise de
fosfolipidios das membranas, alterando as barreiras e a permeabilidade dessas membranas
celulares, promovendo a inibi¢do da digestdo, devido a formacao de pontes de hidrogénio, ou
pela formacao de ligagdes covalentes, com proteinas digestivas (APPEL, 1993). Em larvas de
lepidopteros, a ligacdo covalente do &acido clorogénico com proteinas monoméricas, por
exemplo, inibe a absor¢cdo de aminoacidos (FELTON et al., 1989; FELTON; DUFFEY,
1991).

Em A. gemmatalis a rutina apresenta efeitos adversos na fisiologia e na
biologia causando, redu¢do da sobrevida, e em alguns casos elevado a mortalidade em larvas
resistentes a0 AGQMNPV (GAZZONI; HULSEMEYER; HOFFMANN-CAMPO, 1997;
PIUBELLI, 2004; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Em bioensaios realizados com a
mesma espécie foram observadas o prolongamento do estadio larval, devido ao baixo valor

nutricional proporcionado para o desenvolvimento das larvas alimentadas como genotipo IAC
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100 provavelmente devido a presenca de metabolitos presentes nesse gendtipo (FUGI;
LOURENCAO; PARRA, 2005; GAZZONI, TUTIDA, 1996).

Este trabalho tem por objetivos identificar, quantificar e avaliar os efeitos
dos compostos quimicos foliares presentes nos gendtipos de soja e na variedade transgénica
BRS 359 RR, nos aspectos biologicos da 40* geragao larval de A. gemmatalis resistentes ao

nucleopoliedrovirus AQMNPV durante o desenvolvimento larval.
3.4  MATERIAL E METODOS
3.4.1 Genotipos Utilizados

Foram utilizados os seguintes gendtipos de soja: BRS 257 e BR 16
(suscetivel a insetos), Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI 227687 (resistentes a insetos) € BRS
359 RR (transgénica resistente ao glifosato). A descrigdo da genealogia e as concentracdes de

flavonoides dos genoétipos testados estdo descritos na Tabela 3.1

Tabela 3. 1 — Genotipos de soja resistentes e as concentragdes de flavonoides em ng/mg:

Concentracao (ng/mg)

Genotipos Genealogia
Rutina Genistina

1. BRS 257 BR93-32109 x BR94-23396 0.0 0.0
2.BR 16 D69-1310-M58 (D49-772 x D49-2491) x

¢ ‘o 0,0 6,57

Davis
3. Dowling Semmes x PI 200492 0.0 9.85
4. P1 229358 T(’)quio, Japﬁo 7.87 66.94
5.TIAC 100 ‘TAC 12° x IAC 78-2318 1736 88.52
7. BRS359 RR ALS83RS x BRS262 0.0 0.0

Fonte: VALLE e LOURENCAO (2002); ARRABAL (informagio pessoal)

Foram semeadas cinco sementes em dez vasos por tratamento, totalizando
70 vasos com capacidade de cinco litros de terra. A irrigacdo foi por gotejamento e para
garantir plantas em estadio V5, durante todo o desenvolvimento das larvas, foram realizados
trés plantios escalonados, totalizando 210 vasos. Os vasos, apos semeadura foram dispostos

em mesas, e distribuidos de acordo com o delineamento experimental estatistico (inteiramente
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casualizado), em casa de vegetagdo do tipo telada com incidéncia de luz durante o dia na
Embrapa Soja Londrina-PR. Nao foi realizada adubagdo de cobertura e aplicagdes de produtos
fitossanitarios para nao influénciar na biologia das lagartas.

Ao atingirem o estadio V5 (FEHR; CAVINESS, 1977), as folhas foram
coletadas no laboratorio foram lavadas em solugdo de hipoclorito de soédio a 5%, enxaguadas

com agua destilada e secas em papel filtro, antes de serem oferecidas para as lagartas.

342 Quantificacao de Rutina ¢ Genistina

3.4.2.1 Preparo das amostras

Para verificar se a resisténcia dos gendtipos estudados se deve as
substancias quimicas neles presentes foi realizada a analise foliar, com a identificagdo e
quantificagdo dos compostos rutina e genistina. O 5° trifdlio de cada gendtipo no estadio V5
foi utilizado para o preparo das amostras. Depois de retirados os peciolos, aliquotas de cada
amostra (300 a 500 mg) foram pesadas e moidas em cadinho de porcelana com nitrogénio
liquido, transferidas para tubos de vidro, adicionado-se MeOH 80%, no volume de 10 vezes a
massa da amostra. Os tubos foram levados ao ultrasson por 20 minutos. Posteriormente, as
amostras foram filtradas e secas em nitrogénio gasoso. Apds secagem, as amostras foram
ressolubilizados em 1,5 ml de 80% MeOH . As amostras foram, entdo, transferidas para tubos
de amostrador automatico e analisadas em cromatografo liquido de alta performance

(Shimadzu, HPLC).

3.4.2.2 Analises cromatograficas

Aliquotas de 10uL foram injetadas no HPLC sendo as andlises realizadas
em coluna de fase reversa C18 (250 mm de comprimento 4,6 mm de diametro interno,
contendo particulas de 5 micrometros). O método utilizado teve como fase modvel um
gradiente com 2% acido acético (HOAc) em agua (A) e uma mistura de metanol, acido
acético e agua, na propor¢ao de 18:1:1 (MeOH:HOAc:H,0O) (B). O sistema inicial do
gradiente era composto de 75% da solugdo A e 25% da solugdo B. Aos 40 minutos, o sistema
foi invertido e, voltando aos 45 minutos, a situagdo inicial, permanecendo até completar 50
minutos de corrida. O fluxo do solvente foi de ImL/ min. e a absor¢do de UV foi medida a

260 nm.
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Os padrdes de flavonoides utilizados foram rutina (C,7H3006) (quercitina 3-
O-raminoglicosidio) e genistina (C;H20019) (genisteina, 7-O-B-D-glicosidio), ambos da
marca Sigma. Para a obtengao das areas das substancias padroes, sete concentracdes de rutina
(0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,16, 0,32 e 0,64 mg/ml) e quatro de genistina (0,01, 0,02, 0,04 e 0,08
mg/ml) foram injetadas em cromatografo, conforme descrito anteriormente. Com os valores
das areas das substincias padrdo e de suas respectivas concentragdes, foi construido um
grafico de dispersdo e a obtencdo de uma equagao de regressdo linear. ApoOs injecdo das
amostras, a area das substancias rutina e genistina foi obtida, aplicando este valor na equacao,
obtendo-se a concentracdo das substancias (mg/ml) em cada genotipo. A concentragdo das
substancias em mg/g de folha foi obtida através da divisdo da concentragdo obtida (mg/ml)

pela massa da folha de cada gendtipo, considerando o volume de ressolubilizacao.

3.4.3 Obtencao dos Insetos

Para a instalacao desse bioensaio foi utilizada a 40° geracao da populacao de
A. gemmatalis resistente ao AQMNPV. Essa geragdo de larvas foi obtida através de bioensaios

de pressdo de selecdo.

3.4.3.1 Bioensaio de pressao de selegao

A partir de uma concentragdo estimada a partir dos bioensaios de pressao de
selecdo e da taxa de resisténcia realizados anteriormente, com o objetivo de obter 80% de
mortalidade e 20% de sobreviventes (Concentragdo Letal — CLgy) de acordo com os
procedimentos de Abot et al (1996), foi quantificada e preparada uma solucao do virus LDBgy
com concentragdo de 160000 cpi/mL. Uma aliquota de 30 mL da solugdo foi inoculada em
270 mL dieta artificial (HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA; MOSCARDI, 1985), e mantida
em temperatura ambiente.

Ao atingir o estado semi-solido, a dieta inoculada era cortada em pequenos
pedacos, acondicionados em pequenos copos plésticos, e em seguida era adicionadas de trés a
quatro larvas de A. gemmatalis de 2° instar (pertencente a AgRV39), totalizando 1500 larvas
inoculadas. As bandejas contendo esses copos eram levadas para estufas incubadoras do tipo
B.0.D., com temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa em torno de 70 + 20% e fotoperiodo

de 14 horas dia/10 horas escuro. Ao 3° dia pds-inoculacdo, essas larvas eram avaliadas e as
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que apresentavam sintomas de infeccdo pelo virus ou mesmo mortas pelo mesmo eram
descartadas.

Ao atingirem o estdgio de pupa, os insetos sobreviventes (resistentes) eram
contabilizados, alocadas em gaiolas de acrilico, para emergirem e acasalarem, obtendo-se
dessa forma a 40? gera¢do. As gaiolas eram forradas com papel sulfite para ovoposicao.
Diariamente os papéis eram recolhidos, sendo os locais com posturas recortados em pequenos

pedagos, contendo aproximadamente 100 ovos e armazenadas.

3.4.4 Instala¢do e Condugdo do Bioensaio

As posturas obtidas eram fixadas na tampa da caixa gerbox, totalizando
quatro gerbox por tratamento (gendtipo). Na base dessas caixas era colocado papel filtro,
contendo também uma folha “in natura” do respectivo tratamento. Para manter a umidade
dessas folhas, foi colocado no seu peciolo um pequeno pedago de algodao umedecido.

Apos eclosdo as larvas, foram mantidas em folhas frescas dos respectivos
gendtipos até atingirem o segundo instar, quando entdo elas foram pesadas para obtencdo do
peso inicial e individualizadas em placa de Petri. Para a obtencdo do peso seco inicial das
larvas, foi retirada uma aliquota de cinco larvas por tratamento, que apds serem pesadas,
foram mortas e secas em estufa por 72h a 60°C e novamente pesadas para obten¢do do peso
seco. Com esses valores obteve-se um fator de correcao médio, que foi calculado pela divisao
entre peso médio seco e fresco das larvas. Esse fator de corre¢ao foi multiplicado pelo peso
fresco de cada larva do experimento, obtendo-se assim, o seu peso seco inicial.

O foliolo de soja de cada tratamento devidamente pesados para calcular o
consumo final. Os tratamentos foram mantidos em camara do tipo B.O.D., sob condigdes
controladas de temperatura 25+2°C, umidade 70 £10% UR e fotoperiodo 14h luz/10h escuro,
e distribuido de acordo com o delineamento experimental inteiramente casualizado. As larvas
foram avaliadas diariamente, onde eram observados fatores como a mortalidade, tempo de
desenvolvimento de cada estadio, além do consumo foliar e a necessidade de reposi¢do das
folhas.

Os foliolos fornecidos para as larvas foram lavados em solucao de
hipoclorito de sodio a 5% (cinco minutos), enxaguadas em agua destilada (cinco minutos) e
pesadas antes de serem oferecidos para as larvas. Para obter o peso seco do alimento foi
coletada uma aliquota de cinco amostras de cada tratamento, armazenados em sacos de papel

identificados e colocados em estufa por 72h a 60°C. Dessa forma obteve-se o fator de
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corregao médio que foi calculado pela divisdo do peso seco médio e fresco do alimento. O
alimento remanescente foi coletado, como no procedimento inicial colocado em pequenos
sacos de papel e seco em estufa a 60°C por 72 horas para obten¢do do peso seco do alimento
remanescente. O fator de corre¢do foi calculado como descrito na fase anterior.

Ao atingirem o estidgio de pré-pupa, o alimento foi retirado, as fezes
remanescentes eram coletadas, armazenadas em copos de plasticos com tampas identificadas,
e levadas para estufa (60°C por 72 horas) para obtencdo o peso seco de fezes para calcular o
alimento digerido. As pré-pupas eram mantidas na placa de Petri até atingirem o estagio de
pupa, quando eram pesadas, 48h apos a transformacdo, acondicionadas em copos plasticos

identificados e armazenados em estufa a 60° por 72h para obter o peso seco de pupa.

34.5 Analise Estatistica

3.4.5.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado para a biologia de A. gemmatalis foi o
inteiramente casualizado com sete genotipos de soja (BRS 257, BR 16; Dowling; PI 229358;
IAC 100; PI 227687 ¢ BRS 359 RR) e 50 repeti¢des, totalizando 350 parcelas experimentais
(aspectos biologicos). As varidveis respostas mensuradas no experimento (relacionado aos
aspectos biologicos de A. gemmatalis foram: mortalidade de larvas por instar e total; peso
fresco e seco inicial de larvas, peso de pupa (seco e fresco), consumo e peso de fezes. Os
valores dessas variaveis foram expressos em mg e também foi considerado o tempo de

alimentac¢do e tempo de desenvolvimento de cada instar e total (dias).

3.4.5.2 M¢étodos de andlises estatistias para as variaveis mensuradas

Os métodos estatisticos para todas as varidveis deste estudo foram realizadas
em diferentes etapas: na primeira foram realizadas as andlises exploratorias para avaliar as
pressuposi¢des da Andlise de Varidncia (ANOVA) como: a mortalidade ¢ a independéncia
dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965; PARENTE, 1984); ndo aditividade do modelo (TUKEY,
1949) e homogeneidade de variancias (BURR; FOSTER, 1972). Na seguda foram realizados
os testes de comparacdes multiplas de médias na ANOVA pelos testes de Tukey (BANZATO;
KRONKA, 2006) e teste de médias ajustadas de Tukey-Kramer para ANCOVA (KRAMER,

1956). A ANCOVA foi usada para os casos das variaveis respostas mensuradas estarem
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interferindo ou interagindo nas suas relagdes com as variaveis respostas. A ultima etapa foram
também realizados os testes de (y°), estatisticas descritivas e desvios padrio para cada
gendtipo. O nivel de significancia considerado para os testes utilizados foi o de (p < 0,05)

com excessdodo teste de homogeneidade de variancias que esse nivel foi de (p< 0,01).

3.4.5.3 Aspectos biologicos de Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPV

A mortalidade foi analisada pelo teste de qui-quadrado (yx°) de Cochran-
Mantel-Haenszel (GIOLO, 2012), ao nivel de 5% de probabilidade. Os softwares estatisticos
nas analises foram o SAS — Statistical Analysis System, versdao 9.2 (2001), Sanest para DOS
(ZONTA; MACHADO; SILVA JUNIOR, 1982). Para os calculos das esperancas do
Quadrado Médio o efeito dos tratamentos foi fixo com excegdo do efeito da repeticao que foi
aleatdrio.

A andlise de covaridancia (ANCOVA) foi utilizada para estimar o
crescimento, consumo, ganho de peso, eficiéncia na conversdo do alimento, conforme
proposto por Raubenheimer e Simpson (1992). Todas as andlises de covaridncia foram
realizadas utilizando-se os pesos secos.

O crescimento € 0 consumo para cada tratamento foram obtidos através do
ajuste, respectivamente, do peso de pupa e quantidade de alimento consumido pelo tempo de
alimentacdo. O ganho de peso foi estimado através do peso de pupa pela covariavel peso
inicial. O peso de pupa posteriormente foi ajustado pela quantidade de alimento ingerido e/ou
consumido e digerido (quantidade de alimento consumido menos a quantidade de fezes
produzidas pelas lagartas) para obter a eficiéncia na conversdo do alimento ingerido e
digerido em biomassa. A assimilagdo desses alimentos foi obtida através da correcdo da
quantidade de fezes produzidas pela covariavel quantidade de alimento consumido.

Apos a realizacdo da ANCOVA, quando a interacao entre a covariavel e o
tratamento foi significativa, considerou-se o efeito dos tratamentos ajustados pela covariavel,
porém, quando essa interagdo (covariavel x tratamento) ndo foi significativa, utilizou-se o

modelo de linhas paralelas, considerando somente o efeito dos tratamentos.

3.4.54 Extragao de flavonoides

Para a realiza¢do das analises de compostos secundarios o delineamento

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, dos sete tratamentos (BRS 257, BR 16,
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Dowling, PI 229358, IAC 100, PI 227687 e BRS 359 RR) com seis repetigdes, totalizando 42

unidades experimentais ou parcelas.
3.5  RESULTADOS

3.5.1 Mortalidade, Tempo de Desenvolvimento, Peso Seco Inicial, Peso de Pupa, Alimento
Consumido, Peso de Fezes, Alimento Digerido e Tempo de Alimentacdo da 40*

Geracdo De A. gemmatalis Resistentes ao AQMNPV

Ao avaliar os efeitos dos tratamentos na mortalidade das larvas de A.
gemmatalis resistentes ao AQMNPV da 40* geragdo, observou-se que o efeito foi variavel
durante os diferentes instares larvais. No desenvolvimento total do inseto a mortalidade foi
maior no genotipo PI 229358 com 32% de mortalidade, a testemunha por sua vez obteve 16%
de mortalidade, sendo o segundo valor de mortalidade entre os demais tratamentos, € o
gendtipo IAC 100 obteve 12%, no qual essas diferengas foram comparadas com o valor de
X2(5;0,05) = 59,79 (Tabela 3.2). Os maiores valores ocorreram no quarto instar que apresentou
mortalidade em todos os tratamentos, com exce¢ao da soja BRS 359 RR que ndo provocou
mortalidade. Estes valores foram obtidos quando as larvas foram tratadas com o genotipo PI
229358 (24%), BRS 257 (16%) e PI 227687 (10%). No decorrer do desenvolvimento a
mortalidade foi decrescendo em todos os tratamentos, com exce¢do do gendtipo PI 229358,
que manteve mortalidade até o sexto instar, inclusive nos estagios de pré-pupa (2,7%) e pupa
(5,4%). Para considerar a mortalidade nestes estdgios foram consideradas duas caracteristicas
morfoldgicas: a ndo transformagdo das larvas em pupa (quando ndo ocorria a liberacdo da
capsula cefalica e do tegumento) e a segunda caracteristica a presenca de pupas deformadas

(deformacao abdominal).
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Tabela 3.2 —Tempo de desenvolvimento total (dias) (Média + EP) e porcentagem de
mortalidade total no desenvolvimento da 40* geragdo de A. gemmatalis resistente
ao nucleopoliedrovirus AQMNPYV tratadas com diferentes gen6tipos de soja.

Tratamentos Dias de Desenvolvimento Total Mortalidade Total (%)

BRS 257 10,69 = 0,22 ab 16,00

BR 16 10,57 0,18 b 8,00

Dowling 10,87 + 0,18 ab 8,00

PI 229358 11,57£0.28 a 32,00

IAC 100 11,43 £ 0,30 ab 12,00

PI1 227687 11,36 £0,17 ab 10,00

BRS 359 RR 11,06 + 0,17 ab 2,00
ValordeF297 ””””””””””””””””””””” -

CV% 11,5 -
% ST R

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (P<0,05). *P<0,05; **P<0,01;***P<0,001

O tempo de desenvolvimento das larvas de A. gemmatalis resistentes ao
AgMNPV foi afetado pelos tratamentos e observado na ANOVA (Tabela 3.1). O efeito foi
maior quando foram alimentadas com o gendtipo PI 229358 (11,60 dias), em comparagao
com a testemunha BRS 257 (10,70 dias) considerando o desenvolvimento total. Em todos os
instares o mesmo tratamento PI 229358, proporcionou o prolongamento dos estadios larvais.

Nas varidveis: peso inicial das larvas de (2°3° instar), peso de pupas,
consumo foliar, peso de fezes e alimento digerido houve interferéncia significativa dos
diferentes tratamentos conforme apresentado na ANOVA (Tabela 3.3).

O peso inicial foi influenciado negativamente pelo tratamento IAC 100, no
qual a lagarta apresentou menor peso em comparagdo aos demais gendtipos (0,33 mg),
refletindo num menor peso de pupa (24,22 mg) em relacdo a testemunha BRS 257 (30,17
mg).

Larvas alimentadas em folhas da PI 229358 apresentaram o maior peso
inicial (0,65 mg), peso de pupa semelhante ao obtido pelas larvas que consumiram folhas da
testemunha (BRS257 e BR 16). Ainda esses individuos se alimentaram por um tempo mais
longo em relagdo aos demais.

Além do tratamento IAC 100, larvas quando alimentadas em folhas da
Dowling e BRS 359 RR resultaram em menores peso de pupas (25,35 e 22,84 mg)

respectivamente. O menor peso de pupa observado nas larvas alimentadas com BRS 359 RR
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pode estar relacionado, ao fato das larvas desse tratamento ter consumido a menor quantidade
de alimento (consumo foliar) entre os demais genotipos (196,86 mg), proporcionando dessa
maneira, a menor quantidade de alimento digerido (109,99 mg).

As larvas provenientes do tratamento IAC 100 foram as que obtiveram o
maior consumo foliar com (268,45 mg), proporcionando dessa forma a maior quantidade de
alimento digerido (184,86 mg) superior ao valor apresentado na testemunha BRS 257 (125,14
mg).

A maior e as menores quantidades de fezes foram produzidas pelas larvas
alimentadas em folhas dos gendtipos Dowling (102,55 mg), PI 229358 (80,32 mg) e PI
227687 (80,88 mg) conforme apresentado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Peso seco inicial de larvas de 2°3° instar (mg), peso seco de pupa (mg),
consumo foliar (mg), peso seco de fezes (mg), alimento digerido (mg), tempo
total de alimentagdo (dias) (Média = EP) da 40® geracdo de A. gemmatalis
resistente ao AQMNPV tratadas com diferentes gendtipos de soja.

Tratamento Pe‘sq Seco Peso Seco de Consumo Foliar Peso seco de A!ime.nto Xfil:lnz(r)l t(:l :::ﬁo Total
Inicial (mg) Pupa (mg) (mg) fezes (mg) Digerido (mg) (dias)

BRS 257 0,44 + 0,012 be 30,171,042 21726 +7,56cd  92,04+3,07abc 125,14+ 695b 927+020b
BR 16 0,500,013 b 25,86 + 1,06 be 233,10 +£8,14bc 96,93 +3,30 ab 136,17+ 7,65 b 9,02+0,16 b
Dowling 0,41+ 0,010 ¢ 2535+0,77 ¢ 216,58+ 9,35¢d  102,55+3,55a 127,37+£9,10b 9,33+0,18b
PI 229358 0,65+ 0,027 a 28,51 + 1,22 ab 247,86 £ 6,60 abc 80,32 £3,83 ¢ 167,54+ 8,17 a 10,23 £ 0,26 a
IAC 100 0,33+0,019d 2422+ 1,08¢ 268,45+7,57 a 83,60 + 3,37 be 184,86 + 6,88 a 9,76 + 0,24 ab
PI 227687 0,410,018 ¢ 26,29+ 1,03abc 258,86 +7,19ab 80,88 +2,82¢ 177,98 + 6,59 a 9,83 0,16 ab
BRS 359 RR 0,48 0,01 be 22,84+0,69¢ 196,86 +5,73 d 87,07 +£2,55 cb 109,99 + 5,62b 9,15+0,16 ab
Valor de F 29907 6,597 12,017 6,96 16,34™" 4,61"
CV% 21,79 22,06 19,40 20,99 30,07 11,96

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (P<0,05), *P<0,05; **P<0,01;***P<0,001.

3.5.2 Crescimento, Consumo Ganho de Peso, Eficiéncia na Conversio do Alimento

Ingerido e Digerido em Biomassa e Assimilacao na Conversao do Alimento

Ao analisar a interacdo entre o tempo de alimentacdo (covariavel) em
relagdo a todos aos tratamentos oferecidos para as larvas de A. gemmatalis, pode ser
observado que ndo houve interagdo significativa (Tabela 3.4 a). Ambos os fatores tratamento
e a covariavel tempo de alimentacdo foram significativos de forma independente, pois, ndo ha

uma relacdo entre elas (Figura 3.1).
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A relagdo entre o peso de pupa e o tempo de alimentagdo (crescimento)
pode ser representada pelo modelo de linhas paralelas, observando-se uma tendéncia positiva
no crescimento das larvas em todos os tratamentos, ou seja, maior tempo de alimentacdo
resultando em maior tempo de alimentacao resultando em maior peso. A testemunha BRS 257
apresentou a maior média em peso de pupa (30,42 mg) em relacdo aos demais gendtipos

como observado no grafico de colunas inserido na Figura 3.1.

Tabela 3.4 —Analise de Covariancia (ANCOVA) para avaliacdao dos efeitos dos tratamentos
no ajuste de peso de pupa pelas covariaveis tempo de alimentacdo (a) peso
inicial (c), alimento digerido (d) alimento consumido (e); alimento consumido;
pela covariavel tempo de alimentacdo (a), peso de fezes pelas covaridvel
alimento consumido (e) na 40° geracdo de A. gemmatalis resistente ao
nucleopoliedrovirus AQMNPV.

Valor de F
Variagio GL Peso de Alimento
Pupa Consumido Peso de Fezes

(a) Tempo de Alimentacdo (covariavel) 1 6,65*** - --
Tratamento (gendtipos) 6 593" - -
Tempo de Alimentagdo x Tratamento 6 0,57™ - -
Residuo 231 - - -
Tratamento (genotipos) 6 6,72"" - -
Tempo de Alimentagdo 1 6,00 - -
Residuo 237 - -- --
(b) Tempo de Alimentagdo (covariavel) 1 - 51,48 --
Tratamento (genotipos) 6 - 1,427 --
Tempo de Alimentagdo x Tratamento 6 -- 1,60™ --
Residuo 229 -- - --
Tratamento (genotipos) 6 -- 13,817 --
Tempo de Alimentagdo 1 - 50,71 --
Residuo 235 -- - -
(¢) Peso Inicial (covariavel) 1 2,197 - -
Tratamento (gendtipos) 6 6,55 -- -
Peso Inicial x Tratamento 6 0,58"™ - --
Residuo 231 -- - -
Tratamento (genotipos) 6 6,62 -- -
Peso Inicial 1 2,21™ - -
Residuo 237 - - -
(d) Alimento Digerido (covariavel) 1 7,14" - -
Tratamento (gendtipos) 6 2217 - -
Alimento Digerido x Tratamento 6 0,60™ - -
Residuo 231 - - -
Tratamento (genotipos) 6 7217 - -

Alimento Digerido 1 16,46 - -
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Residuo 237 -- - -
(e) Alimento Consumido (covariavel) 1 19,49 -- 15,447
Tratamento (genotipos) 6 0,48"™ -- 2,22
Alimento Consumido x Tratamento 6 0,42 - 1,37
Residuo 231 -- - -
Tratamento (gen6tipos) 6 7117 - 7,387
Alimento Consumido 1 19,78"" -- 15,30
Residuo 237 -- -

*P<0,05; **P<0,01;***P<0,001; ns — ndo significativo.

Figura 3.1 —Relagdo entre peso de pupa (mg) e tempo de alimentacdo (dias) de larvas da 40*
geracdo de A. gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus AGQMNPV.
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Os dados apresentados para o consumo na Tabela 3.4 b, mostram que nao
houve interacdo significativa entre a covariavel tempo de alimentacdo e os tratamentos. Dessa
forma, a relagdo pode ser representada através do modelo de linhas paralelas (Figura 3.2). O
efeito do tratamento e do tempo de alimentacdo foi significativo, mostrando que o consumo
foi influenciado pela covariavel (tempo de alimentagdo) e pelos tratamentos de forma
independente. Os maiores consumos pode ser observado em larvas tratadas com folhas de
IAC 100 e PI 227687 em relagao aos tratamentos BRS 257, Dowling e BRS 359 RR,

conforme representado no grafico de colunas inserido na Figura 3.2.
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Figura 3. 2 — Relacdo entre alimento consumido (mg) e tempo de alimentacdo (dias) de
larvas da 40* geragdo de A. gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus

AgMNPV.
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A andlise para ganho de peso foi realizada através do ajuste da variavel peso
de pupa pela covaridvel peso inicial das larvas. Nao houve efeito significativo para a interagao
entre a covariavel (peso inicial) e os demais fatores (Tabela 3.7 c). Assim sendo assume-se
que os dados obtidos na ANOVA sao validos a relagcdo pode ser representada pelo modelo de
linhas paralelas, no qual, pode ser observado que o ganho de peso ocorre de forma constante
em todos os tratamentos, e houve apenas efeito significativo dos tratamentos (Figura 3.3). O
maior ganho de peso pode ser observado em larvas tratadas com folhas de BRS 257 em

relacdo aos demais genotipos.
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Figura 3. 3 — Relacdo entre quantidade o peso seco de pupa (mg) e o peso seco inicial (mg)
da 40* geragdo de A. gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus AQMNPV
tratadas com diferentes genotipos de soja.
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Durante o desenvolvimento larval, as quantidades de alimento ingerido dos
diferentes tratamentos nao apresentaram efeito significativo na interacdo com o peso de pupa
(Tabela 3.8 e). Entretanto, o efeito das varidveis foi independente, ou seja, para o tratamento
(gendtipo) e o alimento ingerido e/ou consumido.

Na Figura 3.4 observa-se a relagdo positiva entre os tratamentos, entretanto,
as larvas do gendtipo IAC 100, ndo foi eficiente na conversdo do alimento em biomassa,

apresentou menor média (o peso de pupa foi o menor 22,92 mg) entre os tratamentos.
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Figura 3. 4 — Relacao entre peso de pupa (mg) e alimento ingerido (mg) da 40* geragao de A.
gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus AgMNPV tratadas com
diferentes gendtipos de soja.
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A relagdo entre a covariavel alimento digerido e os genotipos nao
apresentaram interagdo significativa na avaliagdo do ganho de peso ou peso de pupa (Tabela
3.4 d). Dessa forma o crescimento da pupa ¢ independente entre as varidveis. De um modo
geral, todos os insetos ndo foram eficientes na conversdo de alimento digerido em biomassa

(peso de pupa).
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Figura 3. 5 — Relacdo entre peso de pupa (mg) e alimento digerido (dias) da 40 geracao de
A. gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus AgMNPV tratadas com
diferentes gendtipos de soja.
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Na andlise de covariancia para estimar a assimilacdo de alimento ingerido
e/ou consumido, a interacdo entre o consumo (covariavel) e os tratamentos nao foi
significativa (Tabela 3.4 ¢). Porém, quando o consumo foi avaliado independentemente dos
tratamentos, foi verificado que had uma influéncia significativa no peso de fezes produzidas
pelas larvas. Uma relagdo positiva entre a quantidade de alimento consumido e o peso de
fezes pode ser observada na Figura 3.6. O tratamento Dowling provocou nas larvas uma
maior perda de nutrientes através das fezes em relacdo ao consumo. Nos tratamentos IAC
100, PI 229358 e PI 227687 observa-se os menores valores, e podem ser considerados os mais
eficientes na assimilacdo do alimento pelas larvas, ou seja, quanto menor o peso médio de
fezes, menor a quantidade de alimento consumido perdido nas fezes do inseto em relagdo a

Dowling (Figura 3.6).
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Figura 3. 6 — Relacao entre peso de fezes (mg) e alimento consumido ou consumo (mg) da
40" geragdo de A. gemmatalis resistente ao nucleopoliedrovirus AQMNPV

tratadas com diferentes genotipos de soja.
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3.5.3 Identificagdo e Quantificagdo de Flavonoides Rutina e Genistina

A Tabela 3.5 mostra a ocorréncia de seis compostos fenolicos (daidzina,
genistina, malonil daidzina, rutina, malonil genistina e genisteina) nos gendtipos de soja. O
genotipo BRS 257 apresentou em sua composicao as isoflavonas daidzina e malonil daidzina;
nos gendtipos BR 16 e Dowling foram identificados as isoflavonas: genistina, malonil
daidzina, malonil genistina e genisteina; os genotipos PI 229358, TAC 100 e PI 22687 eram
compostos por genistina, rutina e genisteina e a cultivar transgénica BRS 359 RR apresentava

em sua composicao daidzina, malonil e genisteina.



Tabela 3. 5 — Concentragao (ng/mg) (média + EP) de flavonoides nos gendtipos de soja
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Flavonoides Concentragio (ng/mg)

Tratamentos

Daidzina Genistina Ma.lmtil Rutina Mal(‘)nil Genisteina

Daidzina Genistina

BRS 257 0,18+0,18a 0,00 £ 0,00 d 1,34+ 0. 50 be 0,00 £ 0,00 d 0,00 £ 0,00 b 0,00 £ 0,00 a
BR 16 0,00+ 0,00 a 6,57+3,22d 516+0,61 a 0,00+ 0,00d 110,08+ 11,44a 021+0,14a
Dowling 027+027a 9,85+5,04d 1,70+ 031 b 0,00 £ 0,00 d ;07’ BEI293 3310040
PI1229358 0,00 = 0,00 a 66,94+ 6,57 b 0,00 £ 0,00 ¢ 7,87+0,73 ¢ 0,00 + 0,00 b 0,49£0,19a
IAC 100 0,00+ 0,00 a 88,52+833a 0,00 £ 0,00 ¢ 17,36 £ 1,02 b 0,00+ 0,00 b 0,52+0,20a
PI1 227687 0,00 £ 0,00 a 33,80+5,29 ¢ 0,00 £ 0,00 ¢ 3581+0,35a 0,00 £ 0,00 b 0,550,227 a
BRS359RR  123+0,78a 0,00 +0,00d 4,44 +0,30 0,00 £ 0,00 d 0,00+ 0,00 b 0,24+024a
Valor de F 1,97 51,64 47,55 440,917 66,44 0,85™
CV (%) 326,75 41,89 45,24 16,95 51,32 147,81

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns — ndo significativo

Figura 3. 7 — Concentragdo (ng/mg) (média + EP) de flavonoides nos genotipos de soja
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3.6  DISCUSSAO
3.6.1 Mortalidade, Tempo de Desenvolvimento, Peso Seco Inicial, Peso de Pupa, Alimento
Consumido (Consumo), Peso de Fezes, Alimento Digerido e Tempo de Alimentacdo

da 40* Geragao de A. gemmatalis Resistentes ao AQMNPV

Ao analisar a variavel mortalidade em larvas de A. gemmatalis resistentes ao
nucleopoliedrovirus AQMNPV da 40* gera¢ao alimentadas com folhas de soja, pode observar

que o tratamento PI 229358 (24%) com caracteristica de resisténcia a insetos, obteve a maior
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porcentagem de mortalidade. Alguns estudos realizados por Piubelli et al. (2005) ao
verificarem os efeitos deletérios de diferentes extratos foliares adicionadas a dieta artificial, na
biologia de A. gemmatalis suscetiveis ao virus AQMNPV, observaram apenas 5,1% dos
insetos morreram ao se alimentarem de folhas da PI 229358. Hoffmann-Campo (1995), ao
verificar o efeito dos extratos de gendtipos de soja adicionados a dieta artificial em
H.virescens, observou mortalidade de 45% na PI 227687 ¢ apenas 10% na PI 229358. Mas
vale ressaltar que ambos os estudos foram realizados com a utilizagdo do extrato puro em
dieta artificial, diferindo da metodologia aplicada em nossos experimentos, no qual, as larvas
foram alimentadas com folhas dos genotipos “in natura”. Nossos resultados poderiam ser
confrontados com os obtidos por Hatchett, Beland e Hartwig (1976), que observaram
elevados valores de mortalidade 100% (PI 229358), entretanto em outro inseto. Apds a anélise
dos extratos, foliares da PI 229358 observou-se em sua composicdo foliar os flavonoides
genistina (66,94 ng/mg) e rutina (7,87 ng/mg), sendo que a agdo de ambos podem estar
influenciando na mortalidade dos insetos, concordando com Gazzoni, Hiilsemeyer e
Hoffmann-Campo (1997). Esses autores relatam que as doses crescentes de rutina, provocam
efeitos biologicos adversos em A. gemmatalis que reflete em aumento da mortalidade do
inseto.

Além de causar a mortalidade durante os estadios larvais, o gendtipo PI
229358 foi o Unico tratamento que promoveu mortalidade no estdgio de pré-pupa (2,7%) e
pupa (5,4%). Geralmente o baixo indice de mortalidade no estdgio de pré-pupa deve-se a
dréstica reducdo de ingestdo de folhas na transicdo deste estdgio reduzindo a ingesta de
flavonoides, entretanto ha que se considerar que isoflavonas (por exemplo, daidzina) podem
ser retirados (sequestrados) chegando até a fase adulta.

Foi observada a presenca de algumas larvas de 5° e 6° instar com
caracteristica de bloqueio de ecdise, devido pela impossibilidade de liberar tanto o tegumento
como a capsula cefalica. Quando essas larvas completaram a sua transformacao em pupa foi
observado a presenca de deformagdo abdominal. Fugi, Lourengdo e Parra (2005), notaram
estas mesmas anomalias em pré-pupas e pupas de A. gemmatalis suscetiveis ao virus, nos
tratamentos ‘IAC24°, ‘IAC 17’e PI 229358 respectivamente.

A presenca de pupas deformadas pode estar relacionada a uma deficiéncia
nutricional ou presenca de compostos toxicos como apresentada pelo genotipo PI 229358.
Hirai (1976) verificou a presenca de pupas deformadas de Leucania separata (Walker) ¢
atribuiu a alta concentragdo de acido ascoérbico (metabodlito do metabolismo primario de

insetos) presente na dieta oferecida as larvas. Outros autores relatam a presenga desse evento



57

em varias espécies de Noctuideos, mesmo quando o alimento fornecido era artificial (na
forma de dieta) ou natural (“in natura”) (HIRAI, 1976; MIHSFELDT; PARRA, 1999;
SALVADORI; PARRA, 1990).

Além do fator nutricional do alimento a presenca dos flavonoides pode ser
determinante, pois durante a fase de pupa o inseto passa por profundas transformagdes
morfologicas e fisiologicas. Estas transformagdes requerem a intensa demanda na atividade
bioquimica, e elevada participagdo hormonal e enzimatica, que pode ser prejudicada pela acao
dos flavonoides durante a fase larval, bloqueando as rotas bioquimicas e reduzindo a
assimilagdo de substancias essenciais ou no acumulo de reservas (DUFFEY; ISMAN, 1980;
ISMAN; DUFFEY, 1982). Além disso, as anomalias observadas podem ser atribuidas as
alteracdes fisioldgicas ocorridas no intestino médio das larvas principalmente nas células
endocrinas. As células endocrinas estdo diretamente ligadas a diversas fungdes e
principalmente no desenvolvimento do inseto. Estas células secretam peptideos como
alatotropina e alatostatina (hormdnios) ambos sdo aminas hidrossoluveis e estdo relacionados
a regulagdo da sintese do hormodnio juvenil acelerando ou retardando a sintese do mesmo
(PRATT et al., 1989; WOODHEAD et al., 1989; EDWARDS; WEAVER, 2001). O hormonio
juvenil e outros componentes enddcrinos estdo relacionados com a regulagdo dos diversos
processos enddcrinos como desenvolvimento, muda e metamorfose (NIJHOUT, 1998).

Outras variaveis influenciadas pelos efeitos dos tratamentos foi o tempo de
desenvolvimento e alimentagdo total, no qual, o tratamento PI 229358, prolongou o ciclo
larval e o tempo de alimentagdo, diferindo das testemunhas suscetiveis a insetos BRS 257 e
BR 16. Gazzoni e Tutida (1996) e Fugi, Lourencao e Parra (2005), observaram também o
incremento no tempo de desenvolvimento em larvas de A. gemmatalis suscetiveis ao virus
quando essas larvas foram alimentadas com soja resistente a insetos.

O prolongamento no tempo de desenvolvimento e no periodo de
alimentacdo pode ser atribuido diretamente a alguns fatores importantes como: a baixa
qualidade nutricional apresentada pelo gendtipo (SCRIBER; SLANSKI JUNIOR, 1981) e a
presenga de toxinas que tornam esse alimento inadequado para a alimentacdo (GAZZONI,
TUTIDA, 1996; PANIZZI; PARRA, 2009). O prolongamento no tempo de alimentagdo
devido ao fator nutricional ¢ normal em lagartas, pois estrategicamente para atingir o peso
ideal prolonga o periodo de alimentacdo. Esse fato tem uma vantagem para o inseto, e
desvantagem para a planta. Entretanto ¢ necessario considerar que, da mesma forma o inseto

estard por mais tempo sujeito a p redagdo e parasitismo.
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De Bortoli et al. (2005) avaliaram aspectos bioldgicos de A. gemmatalis em
diferentes substratos (genotipos de soja, amendoim e dieta artificial), e observaram que o
amendoim prolongou o seu tempo de desenvolvimento. Os autores correlacionaram esse fato
a deficiéncia de nutrientes necessarios para o desenvolvimento larval. Outro fator relacionado
ao prolongamento no tempo de desenvolvimento pode ser a presenga de substancias quimicas.
Gazzoni, Hiilsemeyer, Hoffmann-Campo (1997) observaram que a presenca de rutina e
quercentina prolongaram o ciclo e aumentaram o ntmero de instar A gemmatalis,
possivelmente para atingir as condigdes necessarias para completar o seu desenvolvimento.

No desenvolvimento larval o 5° instar apresentou as maiores médias em
relagdo a quantidade de dias diferindo dos demais tratamentos. O tratamento BRS 359 RR
obteve a maior média e IAC 100 a menor média. Nas populagdes suscetiveis o nimero médio
de instares larvais sdo cinco, entretanto, em larvas resistentes todos os tratamentos observados
apresentaram larvas atingindo seis instares.

O prolongamento do 5° instar observados em lagartas do tratamento IAC
100 e PI 229358 pode estar relacionado ao custo metabolico que as larvas resistentes ao virus
AgMNPV possuem para manter o mecanismo. Dessa forma as lagartas necessitam armazenar
energia e atingir o peso ideal para a muda mantendo-se resistente ao virus. Segundo Abot
(1997) o fato de uma populagdo ser submetida a pressao de selecao ao virus AQMNPV pode
provocar uma série de reacdes, que de acordo com a espécie e com as condi¢gdes que afetam
ou ndo o seu desenvolvimento.

A variavel peso inicial das lagartas de A. gemmatalis alimentadas com IAC
100 teve interferéncia negativa em comparacao com as testemunhas suscetiveis (BRS 257 e
BR 16). Esse fato foi observado também por Salvador (2008) que observou com a mesma
espécie valor inferior no peso das lagartas de 2/3° instares (peso inicial) alimentadas com
folhas de IAC 100 sem afetar drasticamente o desenvolvimento do inseto. Entretanto as larvas
com maior peso inicial do tratamento PI 229358, no presente trabalho foi responsavel pelo
maior indice de mortalidade. Esse fato coincide com os de Klocke e Kubo (1991), no qual os
autores correlacionam a presenca deterrentes de consumo que afetam inicialmente apenas o
comportamento dos insetos, porém podem tornar-se toxicos se atingirem altos niveis no seu
organismo (aumento na concentragdo) ao longo do desenvolvimento, pois nem todos os
compostos sdo totalmente excretado, parte ¢ retido no corpo o inseto.

Em geral o baixo consumo até o 3° instar quando 3% do consumo total de
todo o seu ciclo larval pode ser estratégico para o inseto (LEPPLA et al., 1977; GAZZONI et
al., 1981).
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IAC 100, além de influenciar no peso inicial, foi responsavel pelo menor
peso de pupa. O mesmo ocorreu com os experimentos de Salvador (2008), ao tratar lagartas
A. gemmatalis suscetiveis ao virus chegaram a valores aproximados. O autor atribuiu o baixo
peso ao fato do gendtipo IAC 100 apresentar em sua composicdo quimica concentragdo
intermediaria de rutina e uma das maiores concentracdes de genistina em comparagdo aos
demais genotipos analisados.

O fato foi confirmado em nosso experimento, pois apds a quantificagdo dos
compostos quimicos observou-se a mesma propor¢do. Ou seja, observou-se valor médio
(17,36 ng/mg) para rutina e alto (88,52 ng/mg) para genistina em comparagdo aos demais
tratamentos.

Além dos flavonoides a presenca de outros compostos quimicos podem
estar interferindo negativamente no peso de pupa. Silva et al. (2002), observaram que as
folhas do genotipo IAC 100 produzem a enzima lipoxigenase. Esta enzima esta relacionada
com o aumento da expressao de genes de defesa da planta, principalmente as plantas que
expressam para os inibidores de proteases (IPIs).

A presenca de outros compostos quimicos ou possivelmente outras enzimas
de outras rotas metabdlicas foliares pode ser responsaveis pelos efeitos de BRS 359 RR sobre
A. gemmatalis. Nesse gendtipo ndo apresentou rutina ¢ genistina na composi¢do quimica
foliar, mas neste tratamento observou-se o menor peso de pupa e consequentemente menor
ganho de peso evidenciando possivelmente a presenca de outros compostos e dos inibidores
que pode estar ligado aos mesmos compostos e/ou enzimas que confere a este gendtipo a
resisténcia ao herbicida glifosato.

Pilon, Oliveria e Guedes (2006) relatam que alguns dos inibidores de
proteases (IPIs) sdo produzidos naturalmente por plantas que possuem tanto a caracteristica de
resisténcia a herbivoria causada por insetos, como também em plantas transgénicas com
resisténcia a outros fatores nesse caso ao glifosato. Nos experimentos desses autores a
presenca dessas susbstancias interfere no peso de pupas de A. gemmatalis. Os IPIs sdo
substratos especificos das proteases digestivas dos insetos formando um complexo estavel, no
qual, a protedlise ¢ limitada e extremamente lenta (TIFFIN; GAUT, 2001). A ingestdo cronica
dessas substancias pode acarretar a deficiéncia de aminoacidos essenciais que influenciam no
crescimento e desenvolvimento do inseto (PILON; OLIVERIA; GUEDES, 2006).

Levando em consideracdo a variavel peso de pupa, o tratamento que foi
mais favoravel foi a testemunha BRS 257, a qual ndo apresenta flavonoides na sua

composi¢ao foliar. A qualidade da reserva nutricional contida nas pupas nao foi determinada
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em nossos estudos. Entretanto Piubelli (2004) observou que a maior porcentagem de lipideo
foi acumulada nas pupas, cujas lagartas foram alimentadas com BR 16, o qual ndo contém
rutina e genistina em baixa concentracao (a mais baixa neste estudo).

Sabe-se que em insetos o alto peso estd associado a um elevado nivel de
reserva, ou seja, o acumulo de gordura ou lipideo, que sdo necessarios para o bom
desenvolvimento do inseto na fase reprodutiva (copula, fertilidade, oviposi¢ao, viabilidade) e
dispersao (BROUGHT; DIXON 1989; MASON; JOHNSON; WOODRING, 1989;
GAZZONI; TUTIDA; 1996). Assim esse nivel de reserva pode estar associado a qualidade do
alimento fornecido as larvas durante o seu desenvolvimento.

Esse fato pode ser observado na variavel consumo foliar, no qual o gendtipo
mais consumido foi obtido em larvas tratadas com IAC 100 (268,45 mg) e o menor foi
observado no tratamento BRS 359 RR (196, 86 mg). Os resultados desse trabalho sdo
semelhantes aos de Piubelli et al. (2005) pois as larvas tratadas com dieta contendo extratos
do gendtipo TAC 100 foram as mais consumidas, assim possivelmente nao hd deterrentes
nessa cultura. Entretanto, como o maior consumo ndo influenciou de forma positiva no
crescimento nas lagartas, vale ressaltar que os extratos foram responsavel pela elevada
mortalidade. Nos nossos trabalhos esse mesmo tratamento interferiu no peso inicial e de pupa,
mas a mortalidade foi de apenas 12% dos individuos.

Esse resultado mostra que apesar do genotipo IAC 100 que ¢ descendente
das PI 227687 e PI 229358 apresentar as caracteristicas de resisténcia e a presenga dos
flavonoides rutina e genistina, que causam interferéncias bioldgicas e provocam efeitos
antibidticos lagartas de A. gemmatalis ndo a rejeitaram. Contrariando Rosseto e Miranda
(1981) que observaram baixo desfolhamento provocado por e coledpteros mastigadores D.
speciosa e Cerotoma arcuata (Olivier) nos gendtipos progenitores (PI 227687 ¢ PI 229358)
que atribuiram o fato possivelmente a presenca de deterrentes alimentares. Ou seja,
possivelmente esse gendtipo apresenta resisténcia multigénica a insetos, sendo que as
combinagdes de fatores morfologicos, fisicos e quimicos interferem na biologia do inseto,
como observado em D. speciosa ¢ C. arcuata (ROSSETO; MIRANDA, 1981; ROSSETO et
al., 1995), Bemisia tabaci (Gennadius) (VALLE; LOURENCAO; 2002), A. gemmatalis
(OLIVEIRA; HOFFMANN-CAMPO; MAZZARIN, 1993). Os fatores morfologicos nao
foram analisados por Piubelli (2004) e Salvador (2008), pois estes autores trabalharam com
extratos de plantas. Segundo Lara (1991) uma mesma planta pode apresentar todos os niveis

de resisténcia, e estes fatores podem se manifestarem de forma positiva ou negativa devido a
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algumas caracteristicas como a planta, insetos (espécie, biotipo, fase de desenvolvimento),
condi¢gdes ambientais (temperatura, umidade e luminosidade).

O maior volume de fezes foi produzido pelas larvas alimentadas com o
gendtipo Dowling. A elevada quantidade de fezes pode significar que o alimento ingerido foi
perdido. Por outro lado, o inseto pode eliminar substincias que lhe causem toxicidade. O
tratamento Dowling apresentou em sua composi¢ao quimica foliar além da genistina outras
isoflavonas como: daidzina, malonil daidzina, malonil daidzina, malonil genistina, gliciteina e
genisteina, que podem promover distirbios nas larvas.

A presencga de genistina e de outros compostos, podem ter provocado efeitos
adversos sobre os herbivoros. Apds a ativacdo dos compostos fendlicos por oxidagdo, a
formam-se radicais livres de hidroxila que tornam os compostos fendlicos mais toxicos aos
insetos, rompendo a membrana do intestino médio interferindo diretamente na digestdo e no
metabolismo no epitélio intestinal do inseto (APPEL, 1993). Outro fato que pode ser atribuido
¢ em relagdo aos resultados obtidos por Hoffmann-Campo, Harbone, McCaftery (2001), ao
estudarem os efeitos de extratos do genotipo PI 227687 na fisiologia e comportamento de T.
ni, notaram que as larvas alimentadas com tratamento sem adi¢do de extrato (testemunha),
produziram menor quantidade de fezes, demonstrando que a presenga de qualquer composto

fendlico pode influenciar na biologia das larvas.

3.6.2 Crescimento, Consumo, Ganho de Peso, Eficiéncia na Conversio do Alimento

Ingerido e Digerido em Biomassa e Assimilagdo na Conversdo do Alimento

Na presente pesquisa, ndo foi observado o efeito das covaridveis sobre a
varidvel principal. Dessa forma os dados foram apresentados através do modelo de linhas
paralelas para todas as covariaveis.

Os dados mais relacionados a fisiologia do inseto foram avaliados através da
ANCOVA proposta por Raubenheimer e Simpson (1992), que sdo alternativas ao uso de
indices nutricionais propostos por Waldbauer (1968). Através dessa analise ¢ possivel retirar
ou corrigir o efeito das covaridveis sobre a variavel principal, por exemplo, o efeito do peso
inicial, o tempo de desenvolvimento no peso de pupa (ganho de peso) etc.

Assim sendo, observou-se que os insetos alimentados das cultivar BRS 257
proporcionaram um crescimento maior e mais rapido aos insetos. Possivelmente pela auséncia

de metabdlitos secundarios de agdo direta na defesa do inseto. Nas analises cromatograficas
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nao foi observado a presenca de rutina e genistina, que podem impactar negativamente no
crescimento e outras variaveis indicativas de desenvolvimento dos insetos.

Hoffmann-Campo et al. (2006) notaram que as larvas alimentadas com
doses crescentes de rutina foram influenciadas negativamente no desenvolvimento de T. ni,
cujas pupas apresentaram os menores pesos influenciado pela inibi¢do alimentar em
decorréncia do efeito toxico de rutina nas lagartas desta espécie. Piubelli (2004) obteve
resultado semelhante; com experimentos com A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao
AgMNPV, quando alimentadas com dieta artificial com diferentes concentragdes de rutina, as
lagartas da testemunha (sem rutina) tiveram o desenvolvimento mais rapido ¢ consumiram
mais dessa dieta. Entretanto, em larvas das duas populacdes (suscetivel e resistente) que se
alimentaram, com a dieta, no qual, adicionou rutina, o periodo de alimentacdo foi maior na
tentativa de se alimentar pouco mais por longo tempo se adaptou ou sobrepujou o efeito
toxico do flavonoide.

A sintese dos flavonoides pode afetar diretamente, além de influenciar
significativamente no desenvolvimento da taxa de crescimento das larvas de A. gemmatalis
(PIUBELLI, 2004; SALVADOR, 2008; PANIZZI; PARRA, 2009).

O crescimento das larvas e o consumo mostraram uma relagdo positiva,
entretanto, a relacdo nao pode ser considerada proporcional, ou seja, as larvas que se
alimentaram do genotipo testemunha (BRS 257) apresentaram menores tempos de
alimentagdo, conseguira um rapido desenvolvimento e o maior crescimento. Por outro lado, as
largartas tratadas com IAC 100 e PI 227687 mostraram os maiores consumos, porém, nao
reflete em maior crescimento.

Em larvas resistentes de A. gemmatalis, o alimento consumido além de ser
direcionado para o desenvolvimento e crescimento, também ¢ utilizado para a manutenc¢ao da
caracteristica de resisténcia, como a que essas lagartas apresentam em relagdo ao virus
AgMNPV.

Ainda a interferéncia dos pardmetros crescimento e consumo estdo
diretamente ligadas a qualidade do alimento oferecido as larvas, no qual, um alimento
inadequado além de prolongar o consumo, pode provocar outros disturbios fisiologicos
(BELAND; HATCHETT, 1976; PANIZZI; PARRA, 2009). Os distirbios podem ser
atribuidos as caracteristicas da planta, no qual o consumo e a utilizacdo do alimento por parte
dos insetos estdo diretamente relacionadas, principalmente as caracteristicas fisicas e
quimicas, por sua vez, podem variar com a cultivar e com os fatores abioticos (PARRA, 1991;

PUROHIT; KUMAR, 1996).
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Entretanto, a qualidade nutricional de cada gendtipo nao foi aqui avaliada.
Aryal, Guan ¢ Xu (2007), verificaram a influéncia direta de um composto secundario, o
alcaloide cafeina, sobre Creatonotos transiens (Walker), e as altas concentra¢des de cafeina
reduziram a qualidade nutricional do alimento, interferindo nos parametros bioldgicos.

Em nossos resultados foi observado que a soja BRS 359 RR proporcionou
menores taxas de crescimento ¢ consumo a A. gemmatalis. Esse fato foi também observado
também em Spodoptera eridania (Cramer), quando as larvas foram alimentadas com a
cultivar Monsoy 8757 (que contém o gene para resisténcia ao glifosato) e os parametros
crescimento e consumo, foram influenciados possivelmente pela presenca de toxinas. Muitos
compostos podem ser ndo proteicos (antibioticos, alcaloides, terpenos, glucosideos,
cianogénicos) ou proteicos (lectinas, arcelinas, vicilinas siteminas, quitinases, glucanases)
com efeitos pré e pds-ingestivos (FRANCO et al., 2002; DE BORTOLI et al., 2012).

O ganho de peso foi analisado através da ANCOVA para estimar o efeito do
peso inicial e no peso de pupa. Lagartas alimentadas com folhas da PI 229358 tiveram o
maior peso inicial de larvas, mas isto ndo se refletiu em maior ganho de peso. Dessa maneira
reforcando que a ingesta de alimentos e de compostos toxicos interferem negativamente apos
um determinado periodo de tempo em certa concentragdo. Vale destacar que até o 3° instar a
capacidade de consumo foliar ¢ baixo (menos de 3% do total). Em geral, inicialmente as
lagartas recém-eclodidas nos primeiros instares o inseto se alimenta do corio dos ovos e apos
consomem uma pequena quantidade de tecido foliar. Assim, eventuais substancias que
conferem antibiose as cultivares podem nao ter sido ingeridas em quantidades nao suficientes
para expressar seu efeito (GAZZONI et al., 1981).

O crescimento do inseto também pode estar relacionado com a quantidade
de alimento ingerido e/ou consumido (covaridvel) convertido em biomassa (peso de pupa).
Em geral o peso de pupa aumentou com a ingestdo e/ou consumo em todos os tratamentos.
Algumas dessas particularidades podem ser observadas quando se analisa o grafico de
dispersdao bicoordenado e de colunas. Segundo Raubenheimer e Simpson (1992) como
alternativa para verificar a eficiéncia na conversdo do alimento ingerido em biomassa, os
graficos de dispersdao bicoordenados podem distinguir quando um alimento afetou o inseto
quantitativamente ou qualitativamente, pois nem sempre o alimento em maior quantidade
ingerido garantird o maior peso de pupa, como observado com IAC100. Nesse tratamento, o
consumo foliar foi maior, mas a lagarta foi menos eficiente na conversao do alimento ingerido
em biomassa. Por outro lado, as lagartas do gen6tipo BRS 257, mesmo ndo apresentando um

dos maiores valores de consumo foliar, foi o responsdvel pela maior eficiéncia na conversao
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desse alimento ingerido em biomassa. Isso significa que com menor quantidade de alimento, o
inseto conseguiu atingir o peso considerado ideal para completar o seu ciclo bioldgico em
menor tempo. Meneguim et al. (2010) ao verificar o efeito de cultivares de amoreira em
Bombyx mori (Linnaeus) observaram que o hibrido ‘SK4’ registrou a maior capacidade de
utilizar eficientemente o alimento para o crescimento, mesmo esse hibrido ‘SK4’ ter obtido a
menor taxa de consumo relativo em relagao ao cultivar comercial ‘Miura’.

Segundo Waldbauer (1964, 1968) a eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido em biomassa varia de acordo com o valor nutricional do alimento, com a ingestdo de
nutrientes e com as quantidades proporcionais da por¢ao digerivel do alimento que em partes
sao convertidas em substancias do corpo e metabolizadas para a producdo de energia e
manuten¢do de caracteristicas fisiologicas do inseto. Assim, as possiveis causas na diferenga
nessa eficiéncia da utilizacdo do alimento pelas larvas para os tratamentos BRS 257 e IAC
100 sdo atribuidas a estes fatores citados, os quais estdo relacionados as caracteristicas
intrinsecas de cada tratamento.

Lagartas alimentadas com folhas de BRS 359 RR e IAC 100 apresentaram
os menores pesos de pupa. Porém, em relagdo ao alimento digerido o tratamento TAC 100
apresentou os maiores valores médios. Esse fato significa que mesmo um determinado
tratamento apresentando os maiores indices, nao reflete em maior conversao desse alimento
no peso final de pupa. Evangelista (1994) ao trabalhar com cinco cultivares de amoreira
observou que a eficiéncia de conversdo do alimento digerido em biomassa apresentou
resultados semelhantes. O autor notou que mesmo o alimento com maiores valores de
digestibilidade (Tailandesa) apresentou a menor conversao do alimento. Dessa forma esse
tratamento ndo foi eficiente na conversio em biomassa, como observado em nossos
experimentos. Assim a eficiéncia de conversao pode estar relacionada ao valor nutricional do
alimento ¢ com o nivel de ingestdo de nutriente, ndo dependendo da digestibilidade
(WALDBAUER, 1968). Essa eficiéncia pode decrescer com o aumento da por¢ao de alimento
assimilado gasto para a produ¢do de energia de manutencdo (MENEGUIM, 2010).

No caso das larvas de A. gemmatalis resistente ao virus AQMNPV a porg¢ao
do alimento assimilado ¢ gasto para manter os niveis de resisténcia das larvas que requerem
um alto gasto metabolico. Segundo Scriber e Slansky Junior (1981), o maior custo metabdlico
pode ser atribuido a presenca de determinadas substancias nos alimentos que afetam a
fisiologia do inseto. Por outro lado o tratamento BRS 359 RR obteve os menores valores
médios de alimento digerido, e esse baixo valor refletiu na conversdo em biomassa obtendo

dessa forma o menor peso de pupa, ou seja, este alimento oferece baixo valor nutricional as
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larvas. Reese (1979) atribuiu esse fato a presenca de substancias que bloqueiam a utilizagao
dos nutrientes ou as taxas desfavoraveis de aminoacidos.

O efeito da assimilacdo do alimento foi maior para os tratamentos IAC 100,
PI 227687 e PI 229358 que apresentaram os menores pesos de fezes, indicando a maior
eficiéncia quanto a assimilagdo dos tratamentos pelas larvas, ou seja, a menor quantidade do
alimento consumido foi perdido nas fezes das larvas. Resultados semelhantes foram obtidos
por Piubelli et al. (2005), que ao fornecerem dietas artificiais contendo extrato do gendtipo
IAC 100 resultaram na menor produgdo de fezes resultando em maior assimilagao.

A maior assimilagdo desses alimentos estd relacionada com o gasto para o
armazenamento de energia e também para o metabolismo do inseto, pois os trés tratamentos
apresentam rutina e genistina na sua composi¢cdo o que pode estar ligado ao fato da maior
assimilacdo para armazenar energia para os proximos estdgios como também para os

mecanismos de defesa do inseto.

3.7 CONCLUSOES

As larvas de A. gemmatalis apos serem tratadas com o genotipo IAC 100
apresentaram menor peso inicial, menor peso de pupa refletindo dessa forma no ganho de
peso, € mesmo apresentando um maior consumo foliar essas larvas foi menos eficientes na
conversao desse alimento ingerido e digerido;

Além da interferéncia nesses parametros outro genétipo foi responsavel por
outros efeitos negativos como a PI 229358 que mostrou maior mortalidade entre os instares
larvais e na mortalidade total, elevou o tempo de alimentacdo e influenciando no maior tempo
de desenvolvimento, e na quantidade de alimento digerido;

A soja transgénica BRS 359 RR por sua vez interferiu no crescimento, no
consumo € no ganho de peso, podendo ser atribuido a interferéncia de outros compostos
nessas larvas e ndo apenas rutina e genistina;

Além de influenciar no peso de pupa o genétipo Dowling interferiu na
assimilagdo de alimento, no qual a genistina em associagdo com outros compostos

influenciam no desenvolvimento do inseto;
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4 ARTIGO B:

ANALISE HISTOPATOLOGICA EM GERACOES LARVAIS, DOS EFEITOS DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE SOJA NO INTESTINO MEDIO DE Anticarsia
gemmatalis (HUBNER, 1818) RESISTENTES AO VIRUS AgQMNPV

4.1 RESUMO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis tem como controle o uso do bioinseticida a base do
nucleopoliedrovirus (AQMNPV) e plantas que apresentam compostos que promovem
resisténcia a insetos. O intestino médio (IM) ¢ a principal via de acesso e local de absorcao
dos alimentos e inseticidas. A camada epitelial ¢ formada por diferentes tipos celulares, com
variadas fungdes e apresentam-se quimicamente constituidas por moléculas e macromoléculas
que sdo importantes para a manutencao e desenvolvimento do inseto. Recobrindo o epitélio e
separando-o do meio externo, encontra-se a membrana peritréfica. O objetivo desse trabalho
foi verificar os efeitos de alguns flavonoides, como a rutina e a genistina, presentes na soja,
tanto na morfologia quanto na composicao quimica das células constituintes do IM de larvas
de A. gemmatalis resistentes a0 AQMNPV em quatro geragdes. As geragdes foram obtidas
através de bioensaios de pressdo de selegdo. As larvas foram tratadas com soja “in natura”
BRS 257 (testemunha); BR 16 (suscetivel a insetos), Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI
227687 (resistente a insetos). O IM das larvas de 3°4° instar foi coletado, fixado em
Karnovsky, processado para analise morfologica e histoquimica (detec¢do de carboidratos
neutros) e analisadas ao microscopio de luz. A analise morfolégica mostrou a aparente
auséncia da membrana peritrofica nos tratamentos: PI 227687 (15 e 40* geragdes); Dowling,
PI 229358, TAC 100 e PI 227687 (180* geragdo). No epitélio, as células colunares foram as
mais alteradas em todas as geracdes e apresentou intensa vacuolizagdo citoplasmadtica, com
liberagdo de protusdes citoplasmaticas (com nucleo celular). As células caliciformes
apresentaram a aparente turgidez da cAmara nos tratamentos PI 229358 e PI 227687 das 15* e
180" geracdes ¢ Dowling da 180* geracdo. As células regenerativas apresentaram intensa
prolifera¢do, com visivel aumento numérico, inclusive com a presen¢a de “ninhos de células”
nos tratamentos PI 227687 da 25* geracdo e IAC 100 180" geracdo. As reagdes histoquimicas
revelaram que houve altera¢des qualitativas na composicdo quimica das células epiteliais nas
quatro geragdes, com variagdo de localizacdo e intensidade de reagdo, nos tratamento e
geracdes. Destaque para os tratamentos Dowling, IAC 100 e PI 227687, bastante expressivos
em todas as geragdes. Nossos resultados mostraram que os flavonoides rutina e genistina
presentes nos cultivares resistentes Dowling e IAC 100 e nas plantas utilizadas nos programas
de resisténcia de plantas a insetos PI 227687 e PI 229358 apresentam caracteristicas
consideradas ideais para a utilizagdo na quebra da resisténcia das larvas de A. gemmatalis
resistentes ao AQMNPV.

Palavra-Chave: Genistina. Rutina. Morfologia. Microscopia. Carboidratos. Glicogénio.
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ANALYSIS HISTOPATOLOGICAL IN GENERATIONS LARVAL, THE EFFECTS
OF DIFFERENT GENOTYPES SOYBEAN IN MIDGUT OF Anticarsia gemmatalis
(HfIBNER, 1818) RESISTANT TO VIRUS AgMNPV

4.2 ABSTRACT

The veveltbean caterpiller Anticarsia gemmatalis is to control the use of biopesticide based
nucleopolyhedrovirus (AQMNPV) and plants that have compounds that promote resistance to
insect. The midgut (IM) is the main access road and site of absorption of food and
insecticides. The epithelial layer is formed by different cell types with different functions and
present chemically composed of molecules and macromolecules that are important for the
maintenance and development of the insect. Overlying epithelium and separating it from the
external environment, is the peritrophic membrane. The objective of this study was to
investigate the effects of some flavonoids, such as rutin and genistin present in soybeans, both
in morphology and chemical composition of the constituent cells of larvae of A. gemmatalis
IM resistant AQMNPYV in four generations. Generations were obtained through the method of
selection pressure. Larvae were treated with soy "in natura" BRS 257 (control); BR 16
(susceptible to insects), Dowling, PI 229358, PI 227687 and TAC 100 (resistant insect). The
IM larvae 3™/ 4™ instar was collected, fixed in Karnovsky, processed for morphological and
immunohistochemical analysis (detection of carbohydrates neutral) and analyzed by light
microscopy. Morphological analysis showed the apparent absence of a peritrophic membrane
in treatments: PI 227687 (15™ and 40™ generations); Dowling, PI 229358 and PI 227687 IAC
100 (180™ generation). In the epithelium, the columnar cells were the most changed in all
generations and showed intense cytoplasmic vacuolization with release of cytoplasmic
protrusions (with nucleus). Goblet cells showed apparent turgor camera in PI 229358 and PI
227687 of 15" and 180™ generations Dowling and the 180™ generation treatments. The
regenerative cells showed intense proliferation with visible numerical increase, including the
presence of "cell nests" in PI 227687 of the 25" generation and TAC 100, 180 generation
treatments. The histochemical reactions revealed that there were qualitative changes in the
chemical composition of epithelial cells in four generations, ranging from location and
intensity of reaction, the treatment and generations. Highlight for Dowling, IAC 100 and PI
227687 treatments, very expressive in all generations. Our results showed that the flavonoids
rutin and genistin present in resistant cultivars Dowling and IAC 100 and plants used in
programs of plant resistance to insects PI 227687 and PI 229358 have characteristics
considered ideal for use in breakdown the resistance of the larvae of A. gemmatalis resistant
AgMNPV.

Keywords: Genistin. Rutin. Morphology. Microscopy. Carbohydrates. Glycogen.
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4.3 INTRODUCAO

Os insetos pragas sdo responsaveis por reduzirem a produtividade em vérias
culturas como soja, milho, algoddo e etc. As altas infestagdes de pragas na soja sdo
controladas geralmente através da utilizacdo de produtos fitossanitarios, na grande maioria de
origem sintética. O uso excessivo e de forma indiscriminada pode desencadear uma série de
efeitos adversos como: resisténcia dos insetos a esses produtos, surtos de pragas secundarias,
efeitos adversos em organismos benéficos, residuos em alimentos, contaminagdo do ambiente
e intoxicagao dos agricultores.

Na sojicultura, a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae), quando ndo controlada de forma eficaz pode causar 100% de
desfolha (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; SOSA-GOMEZ et al., 2006). Buscando
controlar essa praga e reduzir a utilizacdo dos fitossanitarios, alguns métodos tém sido
utilizados, como o uso de inseticidas bioldgicos e o de plantas resistentes (HOFFMANN-
CAMPO; HARBONE; McCAFFERY, 2001).

O bioinseticida a base de virus AQMNPV (Anticarsia gemmatalis multiplo
nuclepoliedrovirus), especifico para a lagarta da soja vem sendo bastante utilizado para o seu
controle (MOSCARDI; CARVALHO, 1993; ABOT et al., 1996).

A infec¢do pelo virus inicia quando as larvas ingerem folhas que contém os
poliedros virais. Os virions sdo liberados no limen intestinal apds acdo do meio alcalino do
intestino médio (KAWANSHI et al., 1972; GRANADOS; FEDERICI, 1986, FEDERICI,
1997).

Outro método alternativo de controle ¢ a utilizagdo de plantas com
resisténcia a pragas, muito recomendada, pois apresenta alta compatibilidade e sinergismo
com os demais métodos aplicados (KOGAN, 1986).

As plantas manifestam varias caracteristicas que conferem a resisténcia
sendo que a composi¢do quimica ¢ considerada bastante importante, e abrange uma série de
substancias que podem torna-las repelente, toxicas ou inadequadas para os insetos provocando
efeitos fisiologicos (EBEL, 1986; PIUBELLI, 2004).

Essas substancias sdo denominadas de aleloquimicos ou metabolitos
secundarios e afetam a sobrevivéncia, o crescimento, comportamento, fecundidade e
fertilidade do inseto (HOFFMANN-CAMPO; MAZZARIN; LUSTOSA, 1994; PIUBELLI et
al., 2005).
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Na soja esses compostos estdo presentes na forma de flavonoides (KUBO;
HANKE, 1986). De acordo com Hoffmann-Campo; Mazzarin e Lustosa (1994), os
flavonoides sdo geralmente mais abundantes nos genotipos com caracteristica de resisténcia
as pragas, sendo que em folhas do gen6tipo PI 227687, uma das mais utilizadas em programas
de resisténcia a insetos, foram identificados sete flavonoides (HOFFMANN-CAMPO, 1995).

A rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) e a genistina (genisteina 7-O-B-D
glicosidio), reconhecidas por desempenhar fun¢do importante na defesa da planta a larvas de
lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO; HARBONE; McCAFFERY, 2001; PIUBELLI et al.,
2005), foram identificados em extratos de folhas de PI 227687 e PI 274454 e em outros
genotipos resistentes.

Efeitos antibidticos e/ou ndo consumivel em larvas de lepidoptera como A.
gemmatalis, Manduca sexta (Linnaeus), Heliothis virescens (Fabricius) ¢ Trichopluia ni
(Hiibner) foram descritos por Stamp e Skrobola, (1993); Hoffmann-Campo, (1995);
Hoffmann-Campo; Harbone e McCaffery (2001); Piubelli et al., (2005).

Tanto os virus como os flavonoides, devem ser ingeridos pelas larvas e apds
a ingestdo, esses compostos atuardo no canal alimentar do inseto, no intestino médio (IM),
considerado o principal local das reagdes de digestdo e absor¢do dos alimentos e dos produtos
fitossanitarios quimicos e biologicos (TERRA; FERREIRA, 1991; CHAPMAN, 1998).

Em larvas de A. gemmatalis o IM ¢é formado pela membrana peritrofica;
camada epitelial, composta por quatro tipos celulares (colunares, caliciformes, regenerativas e
enddcrinas) e camada muscular (musculos longitudinais e circulares) (LEVY et al., 2004;
2005; 2009). Essas estruturas do IM apresentam em sua composi¢do quimica a presenca de
moléculas como polissacarideos, carboidratos, proteinas e lipideos entre outras responsaveis
por desempenharem diversas fungdes estruturais e funcionais especificas.

Durante o ataque de patdégenos ou substincias quimicas toda essa estrutura
do IM pode apresentar alteracdes na sua morfologia, fisiologia, composi¢do quimica e
metabolismo, resultando em fragilidades que poderdo permitir as larvas completar o seu ciclo
de desenvolvimento ou leva-las a morte (FUGI; LOURENCAO; PARRA, 2005;
SALVADOR, 2008; CRUZ, 2010).

Estudos prévios ja& descreveram o sistema digestivo de larvas de
A.gemmatalis suscetiveis ¢ resistentes ao AQMNPYV alimentadas com dietas isentas ou com o
virus AQMNPV (LEVY, 2005) e também com gendtipos de soja contendo rutina e genistina
(SALVADOR, 2008; CRUZ, 2010). Entretanto, inexistem trabalhos morfologicos e

histoquimicos sobre os efeitos e as alteracdes promovidas no IM de diferentes geragdes de
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larvas de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV, em diferentes niveis de resisténcia (pressao
de selecdo). Assim o objetivo deste trabalho foi detectar as modificagcdes na morfologia e
composi¢do quimica celular das estruturas do IM apods o consumo de folhas contendo
principalmente o flavonoide rutina e o isoflavonoide genistina, correlacionando os efeitos

desses compostos na quebra da resisténcia ao virus.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Obtengdo dos Insetos Resistentes

A partir de uma unica concentracdo estimada advindo de bioensaios
anteriores de pressdo de selecdo e do calculo da taxa de resisténcia, com o objetivo de obter
80% de mortalidade e 20% de sobreviventes (Concentracdo Letal — CL g), foi quantificada e
preparada uma solugdo do virus LDBgy com concentragdes variadas conforme descrito na

Tabela 4.1 (ABOT et al., 1996).

Tabela 4. 1 — Geragdes de Anticarsia gemmatalis resistente ao AQMNPV, concentragdo do
virus e taxa de resisténcia.

Geracao Concentracio cpis/mL de dieta Taxa de Resisténcia (%)
15* 7000 10,21

25¢ 30000 73,63

40° 180000 96,18

180? 8000000 3,96

Fonte: Dados nédo publicaos (informacdes experimentais)

Aliquotas de 30 mL desta solugdo foram inoculadas em 270 mL de dieta
artificial (HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA; MOSCARDI, 1985) previamente preparada e
mantida em temperatura de 50°C.

Ao atingir o estado semi-solido, a dieta inoculada era cortada em pequenos
pedagos, acondicionados em copos plasticos, ¢ em seguida eram adicionadas quatro larvas
resistentes (geragdes antecessoras) de A. gemmatalis de segundo instar, totalizando 1500
larvas inoculadas. As bandejas contendo esses copos eram levadas para estufas do tipo
B.O.D., com temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa em torno de 70 = 20% e fotofase 14h

luz e 10h escuro e monitoramento didrio. Ao atingir o terceiro dia pos-inoculagdo, as larvas
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eram avaliadas e aquelas que apresentavam sintomas de infec¢dao pelo virus ou mortas eram
contabilizadas para calculo da porcentagem de mortalidade e posteriormente descartadas.

Ao atingir o estadgio de pupa, as mesmas eram contabilizadas, alocadas em
gaiolas de acrilico, para emergirem e se acasalarem. As gaiolas eram forradas com papel
sulfite off-set linha d’agua para oviposi¢dao. Diariamente esses papéis eram recolhidos, as
posturas recortadas em pequenos pedagos, contendo aproximadamente 100 ovos e

armazenadas para a realiza¢do da proxima pressao de selegao.
4.4.2 Plantio e Gendtipos Utilizados

Foram utilizados os genotipos de soja: BRS 257 (testemunha) auséncia de
rutina e genistina; BR 16 (suscetibilidade a insetos) e Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI
227687 (com caracteristicas de resisténcia a pragas). A genealogia dos genotipos e as

concentragdes de flavonoides rutina e genistina estdo descritos na Tabela 4.2.

Tabela 4. 2 — Genotipos de soja resistentes e as concentracdes de rutina e genistina em

ng/mg.
Concentrac¢iao (ng/mg)
Tratamentos Genealogia Rutina Genistina

1. BRS 257 BR93-32109 x BR94-23396 0,0 0,0
2.BR 16 D69-1310-M58 (D49-772 x D49-2491) x ‘Davis’ 0,0 6,57
3. Dowling Semmes x PI 200492 0,0 9,85
4. PI 229358 Toquio, Japdo 7,87 66,94
5.IAC 100 ‘JAC 12° x IAC 78-2318 17,36 88,52
6. PI 227687 Okinawa, Japao 35,81 33,80

VALLE e LOURENCAO, (2002)

Foram semeadas cinco sementes em vasos com capacidade de cinco litros,
contendo terra e irrigacdo por gotejamento, em uma quantidade de sete vasos por tratamento,
totalizando 42 vasos ou unidades experimentais. Esses vasos, apds semeadura foram dispostos
em mesas e distribuidos de acordo com o delineamento experimental estatistico (inteiramente
casualizado), em casa de vegetagdo do tipo telada com incidéncia de luz durante o dia da

Embrapa Soja Londrina PR. Nao foram realizados tratos culturais e fitossanitarios (adubagdes
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de cobertura e aplicagdes de produtos quimicos e bioldgicos) para nao ocorrer interferéncia no

experimento.

4.4.3 Insetos e Coleta do Material

As posturas de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV eram fixadas na
tampa da caixa gerbox, totalizando quatro caixas gerbox por tratamento (genotipo). Essas
caixas continham em sua base papel filtro, com uma folha “in natura” do respectivo
tratamento. Para manutencdo da umidade dessa folha e garantia folhas tenras, foi adicionada
no peciolo uma pequena por¢ao de algodao umedecido.

Apos eclosdo os insetos eram alimentados com folhas de soja “in natura” no
estadio V5 dos respectivos genotipos (FEHR; CAVINESS, 1977). Foram coletados o quinto
trifélio de cada tratamento, levadas ao laboratdrio e lavadas em solugdo de hipoclorito de
sodio a 5%, enxaguadas em agua destilada, secas em papel filtro e armazenadas em caixa do
tipo gerbox com os ovos de A. gemmatalis.

As larvas foram monitoradas diariamente até atingirem o segundo instar,
quando entdo foram replicadas em quatro gerbox contendo cerca de 15 larvas/gerbox, para
facilitar a manutengao e evitar a competividade por alimento. As folhas eram entdo trocadas a
cada 12 horas para ndo ocorrer a falta de alimento.

Ao atingirem o quarto instar (10-12 dias de desenvolvimento pos-eclosdo),
as larvas foram anestesiadas por resfriamento (cinco minutos) e dissecadas sob microscopio
estereoscopio, com solugdo salina para insetos (1,80g de NaCl; 1,88g de KClI; 0,16g de CaCl;
0,004g de NaHCO;3; e H,O — q.s.p. 100 mL). Os tubos eram coletados em niimero de 15 por
tratamento, fixados em solucdo fixadora de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido
4,0% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,2) por seis horas e processados de acordo com
protocolo de Cerri e Cerri-Sasso (2003). A inclusdo foi realizada em resina glicolmetacrilato
(GMA - Kit de embebi¢io Historesin® da Leica) conforme orientagdes do fabricante. O
material emblocado foi cortado com 4um de espessura com navalha de tungsténio, em
microétomo rotativo automatico modelo LEICA RM 2265, e colocados em laminas de vidro

previamente limpas em solucao de alcool etilico + éter (1:1).
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4.4.4 Analise Morfologica

As laminas contendo os cortes foram hidratados (cinco minutos) em H,O
destilada, corados com Hematoxilina de Harris (40 minutos); lavados em agua corrente (10
minutos), corados com Eosina Aquosa (30 minutos), lavados em H,O destilada (cinco
minutos); desidratados em alcool etilico 95% e 100%; diafanizados em sequéncia de trés
banhos em xilol (10 minutos cada); montados em balsamo do Canada e apds secagem foram
analisados e documentados em fotomicroscopio de luz (Axiophot da Zeiss) do Departamento

de Histologia da UEL.

4.4.5 Analise Histoquimica Para Polissacarideos Neutros

Utilizou-se 0o método do acido periodico-Schiff (PAS) para detecgdo de
polissacarideos neutros (grupamentos 1,2-glicol); PAS + acetilagdo (bloqueio pela acetilagdo)
e associacdo PAS + amilase salivar (detec¢dao do glicogénio) descritos em Pearse (1985).

O material foi submetido ao tratamento com solu¢do de acido periddico
0,1% a 56°C em estufa (15 minutos), corado com Reativo de Schiff (60 minutos), lavado em
H,O corrente, contra-corado com Hematoxilina de Harris (30 minutos), lavados, desidratados
em séries crescentes de alcool etilico (70 a 100%), diafanizados em xilol, montados em
balsamo do Canada e analisados. Para controle foi efetuado o bloqueio pela acetilacao.

Para a detecgdo de glicogénio pela alfa amilase, os cortes foram submetidos
ao tratamento com solu¢do de amilase salivar 0,5% (= 37°C em estufa) por duas horas,

lavados em H,O corrente e destilada e submetido a técnica do PAS e analisadas.
4.5  RESULTADOS
4.5.1 Resultados Morfologicos
As alteracdes observadas na membrana peritrofica e no epitélio (células
colunares, caliciformes e regenerativas) do IM das larvas de A. gemmatalis para as quatro

geracgdes resistentes ao AQMNPV e alimentadas com os diferentes gendtipos de soja, estdo

descritas nas Tabelas 4.3 ¢ 4.4.
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Tabela 4. 3 — Avaliagdo das alteragdes causadas pelos flavonoides rutina e genistina na
membrana peritrofica e nas células colunares (Co) de quatro geracdes larvais
de Anticarsia gemmatalis resistentes ao nucleopoledrovirus AQMNPV.

Regides/ Estruturas

Gerasio fratamentos Mer-nbf'ana Protusoes Porcio Apical Porcao Basolateral
Peritréfica
BRS 257 - - - B
BR 16 - + + _
152 Dowling - ++ T+ _
PI 229358 - - + _
TAC 100 - + - -
PI1 227687 4+ +++ -+ _
BRS 257 - - - _
BR 16 - - - -
252 Dowling - - . "
PI 229358 - - - +
TIAC 100 - - - +
PI 227687 - - T+ n
BRS 257 - - - B
BR 16 - - - _
40? Dowling - - - .
PI 229358 - - T+ T
IAC 100 - - +++ T+
PI 227687 +++ e -+ _
BRS 257 - - - _
BR 16 ++ +++ + T+
1802 Dowling +++ +++ 4+ +++
PI 229358 4+ -+ +++ +++
IAC 100 4+ -+ +++ ++
PI 227687 +++ +++ +++ +++

Legenda: (-) sem alteragdo; (+) leve alteragdo; (++) moderada alteragdo; (+++) forte alterag@o.
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Tabela 4.4 — Avaliagdo das alteragdes causadas pelos flavonoides rutina e genistina nas
células caliciformes (Ca) regenerativas (Cr) de quatro geracdes larvais de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao nucleopoliedrovirus AQMNPV.

Geracoes
Tipo Celular Tratamentos
152 252 40 1802
BRS 257 - - R
BR 16 ] ] )
Caliciformes Dowling e - - ——t
PI 229358 +++ - - 44+
IAC 100 -+ - - it
PI 227687 +++ - - -+
BRS 257 - - R
BR 16 ) . ) .
Regenerativas Dowling - + - e
PI 229358 ] ] . o
IAC 100 ] . . .
PI 227687 s ) .

Legenda: (-) sem alteragdo; (+) leve alteragdo; (++) moderada alteragdo; (+++) forte alterag@o.

De modo geral o IM das larvas testemunha era constituido da luz para a
periferia, pela membrana peritrofica que delimitava os espacos endoperitrofico e
ectoperitréfico, pela camada epitelial composta pelas células colunares, caliciformes e
regenerativas € camada muscular (composta de musculos longitudinais e circulares) (Figs.:
41A;42A;43Aed44A).

As alteragcdes ocorridas no intestino foram avaliadas nas seguintes
estruturas: membrana peritrofica (MP) e camada epitelial (protusdes, células colunares,
caliciformes e regenerativas)

A membrana peritrofica estava aparentemente ausente nos tratamentos Pl
227687 das 15 e 40* geragdes (Figs.: 4.1 F e 4.3 F) e em todos os tratamentos (com exce¢ao
da testemunha) na 180* geracao (Figs.: 4.4 B; C; D; E e F).

Nas protusdes citoplasmaticas as alteracdes foram variadas, desde o
aparente aumento na sua quantidade, quando comparado a testemunha (BRS 257), até
variagdo entre as geragodes. Esse aparente aumento foi notado no tratamento PI 227687 na 15?
geracao (Fig.: 4.1 F), em todos os tratamentos da 180" geragdo (Figs.: 4.4 B; C; D; E e F).
Observou-se a presenca de protusdes com nucleos celulares sendo descartadas para o limen
intestinal no tratamento Dowling da 15* e 180* geragdes (Figs.: 4.1 C e 4.4 C). Além do

nucleo foram notadas protusdes com por¢des de bordadura estriada nos tratamentos IAC 100
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e P1 227687 da 40* geragao (Figs.: 4.3 E e F); BR 16, P1 229358 ¢ PI 227687 na 180" geragdo
(Figs.:4.3 B, D e F).

As maiores alteragdes foram mais evidentes nas células colunares (Co),
variando de porcao citoplasmatica (apical e basolateral), intensidade, tratamento e geragao.

A bordadura estriada estava ausente nos tratamentos Dowling ¢ PI 227687
da 15" geracdo (Figs.: 4.1 C e F); intensamente desorganizada nos tratamentos PI 229358,
IAC 100 e PI 227687 da 180" geracdao (Figs.: 44 D, E e F) e com espessamento nos
tratamentos PI 227687 da 25* geragdo (Fig.: 4.2 F) e PI 229358, IAC 100 e PI 227687 da 40*
geracgdo (Figs.: 4.3 D; EeF).

Além das alteragdes na por¢ao apical das Co pode ser observada intensa
vacuolizacdo citoplasmatica nos tratamentos BR 16, Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI
227687 na 180? geracdo (Figs.: 4.4 B; C; D; E e F).

As porgdes basolaterais das células colunares de alguns tratamentos
Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI 227687 da 25 geracao (Figs.: 4.2 C; D; E e F) e Dowling,
P1229358 e IAC 100 na 40" geragao, apresentaram nilicleo com aspecto granuloso e cromatina
descondensada (Figs.:4.3 C; D e E).As células caliciformes (Ca) apresentaram alteracdes que
variavam desde menor quantidade aparente no tratamento Dowling da 15* geragdo (Fig.: 4.1
C) (necessario contagem) e alteragdo no citoplasma (turgéncia) nos tratamentos PI 229358,
IAC 100 e PI 227687 nas 15* e 180" geracdes (Figs.: 4.1 e 4.4 D; E e F) e no tratamento
Dowling da 180% geracdo (Fig.: 4.4 C). As células regenerativas (Cr) foram observadas com
alteragdes nos diferentes tratamentos, entre as geracdes, com aparente aumento numérico na
base do epitélio. As células eram visualizadas individualmente ou em pares nos tratamentos
BR 16, Dowling, IAC 100 e PI 227687 das 25 e 180" geracdes (Figs.: 4.2 ¢ 4.4 B; C; E e F);
IAC 100 da 40* geragdo (Fig.: 4.3 E) e PI 229358 da 180* geragdo (Fig.:4.4 D). Os “ninhos”
de células regenerativas foram observados nos tratamentos PI 227687 na 25* geracao (Fig. 4.2

F) e IAC 100 (180* geragdo).

4.5.2 Resultados Histoquimicos

As quatro geragdes de larvas de A.gemmatalis resistentes ao AQMNPV
tiveram os seus IM avaliados por técnicas histoquimicas especificas. Os resultados obtidos
possuem cardcter qualitativo, ou seja, sdo sinalizados com o sinal positivo (+) e negativo (-),
indicando a presenga ¢ a ausé€ncia dos compostos procurados, respectivamente. A presenga

dos compostos foi representada por uma escala de nota na qual foram atribuidas o grau de
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intensidade de reacdo em compara¢do com o tratamento controle ou testemunha (BRS 257):

reacgdo fraca (+), reagcdo moderada (++), reagdo forte (+++) e reagdo muito forte (++++).

4.5.2.1 Polissacarideos neutros

Os resultados da deteccdo histoquimica para carboidratos neutros
evidenciados pelo método do Acido Periodico-Schiff (PAS) na MP e epitélio do IM das larvas
resistentes de A. gemmatalis pertencentes as quatro geragdes avaliadas estdo descritos nas

tabelas 4.5 € 4.6.

Tabela 4.5 — Avaliagdo da reagdo do PAS para deteccdo de polissacarideos neutros na
membrana peritrofica (MP) e células colunares (Co) de quatro geragdes larvais
de Anticarsia gemmatalis resistentes ao nucleopoledrovirus AQMNPV.

Regibes/ Estruturas

Geracio Tratamentos Memb
P el.': f;‘,na Protusdes Porcéao Apical Porcao Basolateral
eritrofica
BRS 257 - - T+ _
BR 16 - - - T+
152 Dowling - 4+ et n
PI 229358 - ++ - -
IAC 100 - - - -
PI1 227687 - - - -
BRS 257 - + 4t _
BR 16 - - - -
252 Dowling - - - _
PI 229358 - - + _
IAC 100 - - - _
PI 227687 - - - _
BRS 257 - +++ 4+ bt
BR 16 - ++ ++ 4+
402 Dowling - + 4t Tt
PI 229358 - - S+ 4
IAC 100 - - + Tt
PI 227687 - - ++ ++
BRS 257 - - +++ +++
BR 16 - - + +
180a Dowling - - + _
PI 229358 - - - -
IAC 100 - - ++ 4t
PI 227687 - 4+ +++ +++

Legenda: (-) reacdo negativa; (+) reacdo fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagdo forte; (++++) reagdo muito
forte.
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Tabela 4.6 —Avaliacao da reacdo do PAS para detecg¢ao de polissacarideos neutros nas células
caliciformes (Ca) e regenerativas (Cr) de quatro geragdes larvais de Anticarsia
gemmatalis resistentes ao nucleopoliedrovirus AQMNPV.

Geracoes

Tipo Celular Tratamentos
15® 25% 40" 180°

BRS 257 - - - +++
BR 16
Dowling
PI 229358
IAC 100
PI 227687
BRS 257
BR 16
Dowling
PI 229358
IAC 100

PI 227687 - - - -
Legenda: (-) reagdo negativa; (+) reagdo fraca; (++) reagdo moderada; (+++) reagdo forte; (++++) reagdo muito
forte.

Caliciformes

Regenerativas

Apos a reacdo para detecgdo de polissacarideos neutros notou-se a presenca
de granulos PAS positivos principalmente nas Co com variagdo de intensidade e reagdo nos
diferentes tratamentos e geracdes (Tabela 4.6).

Nas protusdes citoplasmaticas essas reagdes foram mais intensas nos
tratamentos Dowling e PI 229358 da 15* geracdo (Figs.: 4.5 C e D) e BRS 257 da 40* geracao
(Fig.: 4.6 A),

As Co apresentaram granulos PAS positivos com maior intensidade na
porcdo apical nos tratamentos BRS 257 da 15% 40* e 180 geracdes (Figs.: 4.5 A; 4.6 Ae 4.7
A); Dowling da 15? geragdo (Fig.: 4.5 C); P1 227687 da 180? geragdo (Figs.: 4.7 F); P1 229358
e [AC 100 da 40* geragao (Figs.: 4.6 D e E).

Na porgao basolateral esses resultados foram mais intensos nos tratamentos:
BRS 257 da 40* e 180° geragdes (Figs.: 4.6 A e 4.7 A); BR 16 da 15 geracdo (Fig.: 4.5 B) e
P1 227687 da 180% geracdo (Fig. 4.7 F).

As células caliciformes apresentaram granulos PAS™ no tratamento BRS

257 da 180" geracao (Fig. 4.6 7). A MP e as Cr ndo apresentaram positividade ao método.
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4.5.2.2 Glicogénio

Os resultados da deteccdo glicogénio pela digestdo pela alfa amilase nas Co

e Ca do IM das larvas resistentes de A. gemmatalis pertencentes as quatro geracdes avaliadas

estdo descritos nas tabelas 4.7 ¢ 4.8.

Tabela 4.7 —Avaliacdo da amilase para deteccdo de glicogénio nas células colunares de

quatro  geragdes larvais de Anticarsia gemmatalis resistentes ao
nucleopoledrovirus AQMNPV.

Geracdes

Regides/Estruturas

Tratamentos

Protusdes Por¢io Apical Por¢io Basolateral

15*

BRS 257
BR 16
Dowling
PI 229358
IAC 100
PI 227687

+H+

++

++

257

BRS 257
BR 16
Dowling
PI 229358
TAC 100
PI 227687

40*

BRS 257
BR 16
Dowling
PI 229358
IAC 100
PI 227687

+++
++
++

-+

++

++

++

180°

BRS 257
BR 16
Dowling
PI 229358
TAC 100
PI 227687

+++

++
+++

++
+++

Legenda: (-) reacdo negativa; (+) reacdo fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagdo forte; (++++) reagdo muito

forte
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Tabela 4.8 — Avaliagdo da amilase para deteccao de glicogénio nas células caliciformes de
quatro  geragdes larvais de Anticarsia gemmatalis resistentes ao
nucleopoliedrovirus AQMNPV.

Geracoes

Tipo Celular Tratamentos
15* 25% 40° 180°

BRS 257 - - - ++
BR 16

Dowling

PI 229358

IAC 100

PI 227687

Legenda: (-) reagdo negativa; (+) reagdo fraca; (++) reagdo moderada; (+++) reacdo forte; (++++) reacdo muito
forte

Caliciformes

Ap0s a amilase notou-se a reducdo dos granulos PAS positivos, em todos os
tratamentos variando em intensidade e geragdo. As protusdes tiveram rea¢do mais intensa nos
tratamentos Dowling da 15 geragdo (Fig. 4.8 C) ¢ PI 227687 da 180" geragdo. A porcao
apical das células colunares obteve reacao positiva nos tratamentos BRS 257 da 15* e 40°
geracOes (Figs.: 4.8 A e D); IAC 100 da 40* geracao (Fig.: 4.8 G) e PI 227687 da 180°
geracdo. Na porcdo basolateral essa reagdo foi positiva no tratamento PI 227687 da 180*
geracgdo. Para as Ca observou-se que para o tratamento testemunha BRS 257 da 180" geracao,

houve uma discreta redugdo de positividade.
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4.6 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Figura 4. 1 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 15* geracdo de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPV. Coloragdo Hematoxilina e
Eosina (H-E). Barra = 10pum.

Morfologia Geral do IM: Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B);
Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687 (F) — IM: Espaco Endoperitrofico
(Ed); Membrana Peritrofica (Mp); Espago Ectoperitrofico (Ec); Protusdes Citoplasmaticas
(P); Bordadura estriada (Be); Células Colunares (Co); Células Caliciformes (Ca); Células
Regenerativas (Cr). Barras = 10um.

Observar nas figuras B, C e F, protusdes citoplasmaticas em descarte as
vezes com nucleo celular (P*); e na figura D, células caliciformes com camara aparentemente

turgida (Ca*).
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Figura 4. 2 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 25% geracdo de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao AGMNPV. Coloragdo Hematoxilina
Harris e Eosina. Barra = 10um.

Morfologia Geral do IM: Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B);
Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687 (F) — IM: Membrana Peritrofica
(Mp); Protusdes Citoplasmaticas (P); Bordadura estriada (Be); Células Colunares (Co);
Células Caliciformes (Ca); Células Regenerativas (Cr); células colunares com cromatina

descondensada com grumos (G) e “ninhos de células regenerativas” (NCr).
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Figura 4. 3 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 40® geracdao de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPV. Coloragdo Hematoxilina e
Eosina (H-E). Barra = 10pum.

- T A

e

Morfologia Geral do IM: Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B);
Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687 (F) — IM: Membrana Peritrofica
(Mp); Protusdes Citoplasmaticas (P); Bordadura estriada (Be); Células Colunares (Co);
Células Caliciformes (Ca); Células Regenerativas (Cr).

Observar células colunares com nticleo de cromatina em grumos (G) (Figs.
C, D, E); bordadura estriada espessa (Be") (Figs. D, E, F); protusdes citoplasmaticascom
nucleo e por¢des de bordadura estriada (P") (figs. E, F).
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Figura 4. 4 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 180" geragdo de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPV. Coloragdo Hematoxilina e
Eosina (H-E). Barras = 20um.

Morfologia Geral do IM: Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B);
Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687 (F) — IM: Espagco Endoperitrofico
(Ed); Membrana Peritréfica (Mp); Espaco Ectoperitréfico (Ec); Protusdes Citoplasmaticas
(P); Bordadura estriada (Be); Células Colunares (Co); Células Caliciformes (Ca); Células
Regenerativas (Cr).

Observar presenga de vactolos citoplasmaticos nas células colunares (V)
(Figs. A, B, C, D, E, F); bordadura estriada desorganizada (Be); protusdes citoplasmaticas
descartadas com nucleo celular e porgdes de bordadura estriada (P*) (Figs. B, D, E); células
caliciformes com camara aparentemente tirgida (Ca*) (Figs. C, D, E, F) e presenca de “ninhos

de células regenerativas” (NCr) (Fig. E).
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Figura 4. 5 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 15* (A, B, C, D) e 25* (E, F)
geragdes de larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao
AgMNPV Histoquimica para detec¢do de polissacarideos neutros (PAS).
Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B); Dowling (C); PI 229358 (D); BRS 257
(E) e PI 229358 (F) Barras = 10um.

Membrana Peritrofica (Mp); Protusdes Citoplasmaticas (P); Células Colunares

(Co); Células Caliciformes (Ca); Células Regenerativas (Cr), granulos PAS™ (—>).
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Figura 4. 6 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 40® geracdo de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes a0 AQMNPYV tratadas com os genotipos BRS
257 (A); BR 16 (B); Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687
(F). Histoquimica para detec¢do de polissacarideos neutros (PAS). Barra =
10pm.

Membrana Peritrofica (Mp); Protusdes Citoplasmaticas (P); Células Colunares

(Co); Células Caliciformes (Ca); Células Regenerativas (Cr), granulos PAS™ (—>).
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Figura 4. 7— Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 180% geracdo de larvas de
Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPYV tratadas com os genotipos BRS
257 (A); BR 16 (B); Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E) e PI 227687
(F). Histoquimica para deteccdo de polissacarideos neutros (PAS). Barra =
10pm.

Membrana Peritrofica (Mp); Protusdes Citoplasmaticas (P); Células Colunares

(Co); Células Caliciformes (Ca); Células Regenerativas (Cr), granulos PAS™ (—>).



88

Figura 4. 8 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 15* (A, B, C) e 40* (D, E, F, G)
geragdes de larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao AgMNPV.
Histoquimica para detec¢ao de glicogénio apos digestdo pela a-amilase. Barra
= 10pm.

Tratamentos BRS 257 (A); BR 16 (B); Dowling (C); PI 229358 (D); BRS
257 (E), P1 229358 (F) e (G) IAC 100 Barras = 10pum. Protusdes Citoplasmaticas (P); Células
Colunares (Co); Células Caliciformes (Ca); granulos PAS" (—> ).
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4.7 DISCUSSAO

O intestino médio das larvas de Anticarsia gemmatalis resistente ao
AgMNPV pertencentes as quatro geracdes tratadas com o gendtipo BRS 257 (testemunha)
mostrou-se constituido por um epitélio pseudoestratificado prismatico com bordadura
estriada, com trés tipos celulares: as células colunares, caliciformes e regenerativas.
Revestindo o epitélio encontra-se a membrana peritrofica que separa o intestino médio (IM)
em dois espagos o ectoperitrofico e endoperitrofico. O epitélio repousa sobre a camada
muscular composta pelos musculos longitudinal e circular. Essa arquitetura ¢ semelhante a
descrita por alguns autores em outras espécies de lepidopteros como em Manduca sexta
(Linnaeus) e Heliothis virescens (Fabricius) por Hakim; Baldwin e Loeb (2001), Alabama
argillacea (Hiibner) por Sousa et al. (2009); em alguns dipteros Culex quinquefasciatus
(Linnaeus) por Okuda et al. (2007) e Dermatobia hominis (Linnaeus) Evangelista e Leite
(2003); hemiptera-heteroptera Brontocoris tabidus (Signoret) por Fialho et al. (2009); em
orthoptera Tropidacris collaris (Stoll) por Wanderley-Teixeira et al. (2006), hymenoptera
Melipona quadrifasciata anthidioides (Lepeletier) por Martins et al. (2006) entre outros.

Nossos resultados mostraram em todas as geragdes que os tratamentos
(genotipos) BR 16, Dowling, PI 229358, TAC 100 e PI 227687, que apresentavam em sua
constituicdo os flavonoides rutina e/ou genistina, provocou modificagdes em nivel de
intensidade e estrutura diferentes.

Embora pontuais, as alteragdes eram distintas e bem visiveis, como auséncia
de membrana peritrofica; presenca de vactolos citoplasmaticos nas células colunares;
aumento de protusdes citoplasmaticas algumas vezes contendo por¢des da bordadura estriada
e/ou nucleo em seu interior, sendo descartadas para o espago ectoperitrofico.

Sabe-se que a ingesta de alimento contendo compostos quimicos
(flavonoides), patogenos (virus, fungos e bactérias), produtos fitossanitarios quimicos e
bioldgicos, podem promover alteragdes morfologicas, fisioldgicas e metabdlicas no intestino
médio, resultando em fragilidades as quais poderdo levar a morte do inseto (FUGI,
LOURENCAO; PARRA, 2005; SALVADOR, 2008; CRUZ, 2010; COSTA et al., 2012).

A aparente auséncia da membrana peritréfica foi um indicativo de forte
alteracdo, pois essa estrutura ¢ responsavel pela defesa da camada epitelial, que atua como
barreira permedvel as enzimas digestivas na protecdo contra agentes patogénicos e abrasivos

(TERRA, 2001; WANG; GRANADOS, 2001).
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Essa auséncia pode ser associada a desorganizagdo que as células colunares
sofreram em seu citoplasma, o que pode prejudicar a formagdo e a liberagao dos produtos a
serem secretados, e consequentemente interferir na qualidade do produto a ser utilizado na
sintese e formagdo da propria membrana (HARPER; HOPKINS, 1997; HARPER;
GRANADOS, 1999).

Nas geragdes em que as células colunares nao apresentaram intensas
alteracdes, podemos notar a presenca de uma membrana peritrofica integra e conservada,
habil para evitar a agdo dos virions que necessitam atravessar os poros para se fundir as
microvilosidades das células colunares, ou mesmo, a acdo dos compostos presentes nas
folhas, a exemplo do observado em larvas de H. virescens resistentes a agdo de Baccillus
thuringiensis, no qual a MP promoveu a imobilizagdo da toxina (FERRE; VAN RIE, 2002;
BAXTER; HEWIT; HAYNES, 2008).

As células colunares sdo descritas como células digestivas ou principais,
apresentam caracteristicas morfologicas de células absortivas, com citoplasma baséfilo e
extensdes citoplasmaticas (microvilosidades) em sua regido apical que formam a bordadura
estriada, e sdo consideradas as mais numerosas no epitélio, (LEVY et al., 2004; OKUDA et
al., 2007; FIALHO et al., 2009; SOUSA et al., 2009).

Estas células apresentaram alteragdes evidentes nas quatro geragdes, com
variagdo nas regides citoplasmaticas e nos niveis de alteracdes com o passar das geracdes.
Possivelmente o aumento da concentragdo de virus (LDBgy), utilizado nos ensaios de pressao
de selecdo tornou essa camada epitelial mais alterada e sensivel. Além disso, a combinacao do
virus (concentragdes crescentes) com as pressoes realizadas e a acdo conjunta dos flavonoides
(rutina e/ou genistina) podem ter provocado os danos estruturais observados neste trabalho.

Observamos alteragdes na porcao apical das Co, como o espessamento da
bordadura estriada, a desorganizacao e desestruturagdo dessa bordadura e até a sua auséncia
(indicativo de forte alteragdo), entretanto estudos posteriores da MP deverdo ser realizados
com o uso da microscopia eletronica de transmissao, para elucidar melhor essas alteracdes.

A desestruturacao e até a auséncia da MP pode ser atribuida a concentragao
e/ou intensidade de libera¢do das protusdes citoplasmaticas, que como foram observadas em
alguns casos, levando consigo pedagos da bordadura. Por outro lado, pode ocorrer uma
varia¢do na concentracdo dessas microvilosidades, que pode variar de acordo com a regido do
intestino analisada, conforme relatado em estudos realizados no IM de larvas de Diatrea
saccharalis (Fabricius), onde a regido anterior apresentava escassez de microvilosidades,

quanto comparadas com a regido posterior (PINHEIRO; GREGORIO, 2003).
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A bordadura estriada ¢ reconhecida por conter receptores responsaveis pela
ligacdo dos virions, os quais, em um processo inicial de infeccao das células colunares irdo se
fundir com esses receptores. Dessa forma, uma alteracdo nessa estrutura, pode modificar ou
alterar a capacidade de ligacdo dos receptores nas microvilosidades, prejudicando o processo
de infec¢do do virus (PIGOTT; ELLAR, 2007). Além disso, as microvilosidades sao
revestidas pelo glicocélice e uma perda funcional dessas estruturas pode interferir na adesao
do virus AQMNPV (FLIPSEN et al., 1995; BARRET et al., 1998;).

As regionalizagdes das células colunares em porgdo apical e basolateral,
proporcionaram uma avaliagdo mais detalhada das alteragdes provocadas pelos flavonoides.

Na regido basolateral foi observado em alguns tratamentos da 25% e 40°
geragcdes, o nucleo celular com aspecto granuloso e cromatina descondensada, quando
comparado ao tratamento BRS 257. Tal fato pode ser relacionado possivelmente a alta
atividade metabolica das células. Nossos resultados sdo corroborados por Costa et al., (2012),
que observaram nucleo esférico com descondensamento da cromatina (eucromatina) € um
nucléolo evidente nas células colunares de larvas de Aedes aegypti (Linnaeus), apds o
tratamento com extrato de Annona coriaceae. Além disso, a regido apical e basolateral
contém organelas como reticulo endoplasmatico rugoso, lisossomos, vesicula de pinocitose,
elementos do citoesqueleto, complexo de Golgi, mitocondrias e granulos de secregdo
(CIOFFI, 1979; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; PINHEIRO; GREGORIO, 2003; LEVY,
2005).

Nas células colunares das larvas da 180* gera¢do eram notaveis alteragdes
na por¢ao apical (desde a liberagdao de protusdes citoplasmaticas com nucleo ou porgao dele)
sendo desprendido e/ou liberado para o espaco ectoperitréfico e intensa vacuolizagdo
citoplasmatica da por¢do basolateral. Os efeitos dos compostos foliares também foram
observados por Salvador (2008), ao comparar os efeitos dos genotipos BR 16, P1 227687, IAC
100, PI 274454 e Dowling com dieta artificial.

Alteragdes foram constatadas no IM de larvas de outras espécies de insetos,
como descritos por Rharrabe et al. (2007) que estudaram os efeitos de alguns aleloquimicos
(alcaloide) beta-carbolinas de Peganum harmalla (arruda da siria) e observaram os efeitos
citotoxicos nas células epiteliais no IM de larvas de Plodia interpunctella (Hiibner). Estas
células apresentavam os vazios citoplasmaticos, intensa vacuolizacdo e a liberagdo de
protusdes citoplasmaticas.

Efeitos similares foram observados em outras ordens de insetos como em

larvas de A. aegypti (Diptera), alimentadas com outros extratos foliares como A. coriaceae
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(COSTA et al., 2012); Magonia pubescens (REY; PAUTOU; MEYRAN, 1999; SILVA et al.
2004).

Scudeler (2012) observou o efeito toxico de 6leo de Nim no IM de larvas de
neuroptera Ceraeochrysa claveri (Navas), e relatou que esse composto provocou alteragdes
nas células colunares principalmente na por¢ao apical e basolateral destas células.

Segundo Appel (1993) as alteragdes promovidas por compostos quimicos
estdo associadas com o processo de ativacao destes compostos fendlicos através da oxidacao.
Neste caso, formando os radicais livres de hidroxila (OH’), responsaveis pela ruptura e
distarbios do metabolismo no epitélio intestinal. Em larvas de lepidopteros a ligagdo
covalente do acido clorogénico com proteinas monoméricas inibe a absor¢ao de aminoacidos
(FELTON et al., 1989; FELTON; DUFFEY, 1991).

Kakamand; Mahamound e Amin (2008) estudaram os efeitos causados por
trés inseticidas quimicos no IM de Apis mellifera (Linnaeus) e notaram que as células
colunares apresentaram alteragdes semelhantes como as descritas em nossos resultados.

Além destas alteragdes estruturais regionalizadas nas Co, observamos o
descarte de células colunares inteiras para o espago ectoperitréfico nos tratamentos Dowling
da 15* geragdo e BR 16 da 180" geragao.

Esse processo pode estar ligado a diversos fatores que podem ser desde o
processo fisiologico de renovagdo celular, no qual, as células alteradas e/ou danificadas sdo
descartadas (CRUZ-LANDIM; SILVA-DE-MORAES; SERRAO, 1996; LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; BROOKS et al., 2002; KAKAMAND,
MAHAMOUND; AMIN, 2008); secre¢ao apocrina de enzimas digestivas (CAETANO et al.,
1994; SERRAO; CRUZ-LANDIM, 1995; CRISTOFOLETTI; RIBEIRO; TERRA, 2001) ou
apoptose (morte celular programada) (TETTAMANTI et al., 2007; ROST-ROSZKOWSKA,
2008; AZEVEDO et al., 2009).

Podemos inferir que no nosso caso, essa reacdo deva-se a acdao do
flavonoide genistina, que mesmo em baixas concentracdes (BR 16 - 6,57ng/mg e Dowling -
9,85ng/mg) provocam alteragdes nestas células.

Estudos anteriores de nosso grupo mostraram o descarte dessas células na
populagdo suscetivel ao virus da mesma espécie larval, apos serem tratadas com o genotipo
Dowling. Além do efeito da genistina, também foi observado o efeito sinérgico da interacao
da rutina e da genistina no tratamento IAC 100, relatados por Cruz, (2010).

O descarte de células colunares foi observado no IM de larvas de A. aegypti

(COSTA et al., 2012). Os autores atribuiram esse descarte ao efeito da acetogenina, um
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composto encontrado em extratos A. coriacea, que possui elevado potencial citotoxico, e que
afeta a membrana mitocondrial interna, inibindo a fosforilagdo oxidativa (MENESES da
SILVA et al., 1996). Essas acetogeninas, por sua vez interferem na produgao de ATP, agindo
no complexo I da cadeia de transporte de elétrons das mitocondrias, conduzindo dessa forma
ao processo de morte celular programada ou apoptose (ALALI; LIU; McLAUGHLIN, 1999).

Apesar da formacao de protusdes citoplasmaticas no processo de liberagao
e/ou descarte para o espago ectoperitrofico ser considerada um processo normal de renovagao
epitelial, essas protusdes foram observadas em maior intensidade em alguns tratamentos de
algumas geragoes.

O processo de liberacao dessas protusoes ndo tem uma fungao bem definida
em relagdo ao sistema de defesa celular. Alguns autores atribuem esse fato ao processo de
degeneracdo celular como resultado da renovagdo epitelial (ANDERSON; HARVEY, 1966;
DE PRIESTER, 1971); elimina¢ao de artefato (RYERSE et al., 1992); pela secre¢do apdcrina
ou microapocrina na liberacdo de enzimas digestivas (SANTOS et al.,, 1984; WOOD;
LEHANE, 1991). De acordo com Anderson e Harvey (1966) os agentes ou artefatos sofrem a
acdo dessas enzimas digestivas e entdo sdo envelopados por “bolsas”, as quais serdo entdao
liberadas para o limen intestinal, ¢ em alguns casos essas protusdes podem levar consigo
por¢cdes da bordadura estriada como observado em alguns tratamentos.

A eliminacdo de protusdes sofre agdes de enzimas digestivas que sdo
formadas nas células colunares.

As protusdes relacionadas com os processos de degeneragdo, para
eliminacdo desses componentes celulares degenerados, sdo evidenciadas em condi¢des
fisioldgicas normais como na muda ou ecdise e na metamorfose dos insetos (DE PRIESTER,
1971).

O processo de formagdo das protusdes pode ser atribuido a acdo de
microrganismos ou da ingesta de produtos nocivos, no qual as células buscam esse recurso
para “eliminar e/ou expulsar” os agentes toxicos do interior das células (BROOKS et al.,
2002).

O jejum nos insetos ndo interrompe a produgdo de enzimas, dessa forma,
Khan ¢ Ford (1962), ao avaliarem a atividade enzimatica do IM de Dysdercus fasciatus
(Signoret), com a producdo de protusdes citoplasmaticas ndo observaram nenhuma relagao,
concluindo que elas representariam uma degeneracdo normal do epitélio provocada pela
privagdo de alimento, ndo levando essas células a um colapso imediato, ou seja, o processo de

liberacao de enzimas digestivas continua normalmente.
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As células colunares podem liberar essas protusdes por processo de secre¢ao
apdcrina e microapdcrina. A secrecdo microapocrina consiste na eliminacdo de pequenas
vesiculas de membrana simples ou dupla membrana nas microvilosidades das células
colunares como observado por Santos et al. (1984) em Erinnyis ello (Linnaeus) Wood e
Lehane (1991) em Stomoxys calcitrans (Linnaeus).

Cristofoletti; Ribeiro e Terra (2001) identificaram outro processo de
secre¢do, a apocrina no IM de larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus), pois a presenca de
protusdes em células colunares seria responsavel pela secrecdo de amilase. Para Martoja e
Ballan-Dufrangais (1984) esse processo foi caracterizado ultraestruturalmente pela
vesiculagdo do reticulo endoplasmatico rugoso, desaparecimento do complexo de Golgi,
aumento do niumero dos vacuolos autofagicos e rarefacio do citoplasma.

Em alguns casos a auséncia de granulos de secre¢do nas células colunares
pode estar relacionado ao fato de que as enzimas digestivas estejam sendo secretadas de outra
forma podendo ser relacionado ao processo apdcrino ou microapdcrino como observado em
E. ello, T. molitor e Spodoptera frugiperda (Smith) (SANTOS et al., 1984; JORDAO et al.,
1999; CRISTOFOLETTTI; RIBEIRO; TERRA, 2001)

Geralmente os conteudos dessas protusdes podem variar de acordo com a
regido do intestino na qual elas sdao liberadas (PINHEIRO; QUAGIO-GRASSIOTTO;
GREGORIO, 2008). Pinheiro e Gregorio (2003) relataram que as protusdes liberadas na
regido anterior do IM sdo fracas em organelas, enquanto, que as protusdes liberadas da regido
posterior contém inumeras organelas como reticulo endoplasmético, mitocondrias e vacuolos
digestivos, reforcando que ha diferenca funcional dessas estruturas de acordo com a
localizagdo de liberagio (PINHEIRO; QUAGIO-GRASSIOTTO; GREGORIO, 2008).

A formagdo e liberacdo de protusdes citoplasmaticas foram observadas por
outros autores em algumas espécies de insetos H. armigera (BROOKS et al., 2002); A.
aegypti  (ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003); A. mellifera (KAKAMAND;
MAHAMOUND; AMIN, 2008), P. interpunctella (RHARRABE et al., 2007); S. frugiperda
(Smith) (CORREIA et al., 2009); A.argilacea (SOUSA et al., 2009); C. claveri (SCUDELER,
2012).

Em nosso trabalho, a analise pontual de cada por¢ao citoplasmatica mostrou
que as modificacdes foram mais intensas na porcao apical e basolateral da 180" geracao,
enquanto que nas outras geragdes foram menos intensas.

Na 180? geragdo o tratamento Dowling foi o que gerou maiores danos na

porcao basolateral, sendo esse tratamento constituido pelo flavonoide genistina. Deste modo,
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as alteragdes sofridas nesta por¢do, afetard o labirinto basal das células colunares, assim a
genistina acabara de certa forma, alterando o transporte de compostos.

Outro grupo celular avaliado foram as células caliciformes (Ca). Essas
c¢lulas ndo apresentaram grandes alteragdes visiveis em relacdo a sua morfologia, porém,
foram evidenciadas alteracdes pontuais em alguns tratamentos e geragdes. As alteragdes
pontuais variavam, desde o aparente aumento numérico na sua distribui¢do no epitélio do IM
quando comparada a testemunha, a alteragdo em relacdo a turgéncia da camara celular, que
apresentava aparente hipertrofia do citoplasma celular.

Estudos realizados com D. saccharalis por Pinheiro; Quagio-Grassiotto e
Gregoério (2008) relataram a variacdo na composicao e formato da cavidade da camara do
calice das células caliciformes. Nas células localizadas nas regides anterior e média, a
cavidade era mais estreita e apresentava projegoes semelhantes a microvilosidades, e estas
projegoes eram localizadas no apice. Na regido posterior essa cavidade era maior na base das
células e as projecdes localizadas na base do célice, proporcionando dessa forma o aparente
aumento do volume citoplasmatico da camara nas células. Geralmente as projecdes contém
mitocondrias que sdo responsaveis pelo transporte idnico. O aumento no volume do
citoplasma de extrusdo da camara pode ser atribuido a presenca dessas mitocondrias como foi
descrito em varios insetos (ANDERSON; HARVEY, 1966; LEHANE; BILLINGSLEY,
1996; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999; LEVY et al., 2004). Algumas alteragdes nas
células caliciformes poderiam alterar o processo homeostdtico iOnico, pois, as mesmas
auxiliam as células colunares nesse processo e na absor¢ao de metabolitos (MOFFET; KOCH,
1995; BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; CHAPMAN, 1998;). Entretanto, para validar nossos
resultados alguns estudos morfométricos e histométricos deverdo ser realizados.

As células regenerativas foram observadas na regido basal do epitélio,
isoladamente ou aos pares ou em grupos, denominados de “ninhos”. Estas células
apresentavam formato oval a esférico, com o citoplasma basoéfilo como descrito por
Wanderley-Teixeira et al. (2006) em Tropidacris collaris (Stoll) e Scudeler (2012) em C.
claveri. Foi observado um aparente aumento numérico destas células, em alguns tratamentos
nas diferentes geragdes, porém, para validar esses resultados em relagdo ao aparente aumento
numérico devem-se realizar estudos quantitativos das células. Outra alteracao observada foi
em relagdo a presenca dos “ninhos de células regenerativas”. Os “ninhos” podem estar
relacionados ao processo de renovagao epitelial, o qual consiste na substitui¢do de células
eliminadas e/ou danificadas, geralmente colunares e caliciformes, por outras desenvolvidas a

partir da divisdo mitética dessas células (BILLINGSLEY; LEHANE, 1996, CHAPMAN,



96

1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999;). Assim pode-se inferir que houve o
aparente aumento na atividade mitotica destas células. Fato semelhante foi observado em M.
quadrifasciata anthidioides, no qual, esses ninhos foram evidenciados na base do epitélio do
IM de abelhas rainhas ¢ rainhas fisogastricas (FRANCA et al., 2006) ¢ em Atelura formicaria
(Heyden) no qual esses ninhos foram visualizados em processo de diferenciacdo celular
(ROST-ROSZKOWSKA; VILIMOVA; CHAJEC, 2010).

Este aumento também foi observado em A. aegypti tratados com extrato de
tingui (ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2008). Outro aspecto descrito por Cruz-Landim;
Silva-de-Moraes ¢ Serrdo (1996) pode estar relacionado com a duragdo do ciclo bioldgico do
inseto, no qual, em ciclos mais curtos estas células sao detectadas em maior quantidade
devido ao alto metabolismo, enquanto, em ciclos mais longos estas células sdo encontradas
em menor quantidade, pois o metabolismo ¢ mais lento.

Além das alteragdes morfoldgicas, observamos alteragdes promovidas na
composi¢do quimica dessas estruturas através de técnicas histoquimicas especificas. Em
relagdo a presenga de polissacarideos neutros, notou-se a presenca de granulos PAS™ em
maior concentragdo no citoplasma das células colunares, com distribuicdo de forma irregular
nas duas porcdes citoplasmaticas (apical e basolateral) e nas protusdes com variagdo entre os
tratamentos e as geracdes.

Estes granulos sdo geralmente hidratos de carbono que sdo encontrados na
natureza como polimeros com médio a alto peso molecular. Estes polimeros podem diferir na
identidade das suas unidades de monossacarideos, no comprimento das cadeias, nos tipos de
ligagdes e no grau de ramificagdo. Os compostos mais comuns sdo: glicogénio e o amido. Os
quais por sua vez sdo utilizados como combustiveis de alto valor energético (glicogénio), ou
servem geralmente como elemento estrutural das paredes celulares das plantas (celulose) e
dos exoesqueletos dos insetos (quitina) (NELSON; COX, 2006).

Segundo Terra e Ferreira (1991), tais polissacarideos encontrados nas
células colunares apresentam diferentes fungdes como absor¢do de produtos da digestdo e
produ¢do de enzimas, com variagdo de concentragdo de acordo com a regido do IM
localizada, sendo que a maior concentracdo pode ser evidenciada na regido distal do 6rgao
(RIBEIRO; FERREIRA; TERRA, 1997; PINHEIRO; QUAGIO-GRASSIOTTO;
GREGORIO, 2008).

E conhecido que as células colunares sdo responsaveis pela secre¢io de
enzimas digestivas, dos compostos da membrana peritrofica e também pela absor¢cdo dos

produtos assimilados da digestdo (RICHARDS; DAVIES, 1994; BILLINGSLEY; LEHANE,
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1996;). A alta concentracdo de granulos PAS" pode estar relacionada ao fato das células serem
responsaveis por essa secrecao ¢ formagdo da membrana peritrofica. A membrana ¢ uma
camada acelular, que consiste em uma rede de fibrilas de quitina dispostas em uma matriz
proteico-glicoproteica (peritrofina) € de um polimero linear N-acetil-D-glucosamina
(LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; WANG; GRANADOS, 2001).

A variacdo na distribui¢do dos granulos entre os tratamentos nas diferentes
geragdes pode estar relacionado a presenca dos flavonoides, neste caso a rutina e genistina.
Ambos os compostos interferem negativamente no desenvolvimento bioldgico e na fisiologia
dos insetos, através da alteracdo nas atividades enzimaticas e hormonais, bloqueando vias
bioquimicas e reduzindo a assimilacdo de substancias essenciais, além do armazenamento de
nutrientes dessas larvas (KUBO; HANKE, 1986; HARBONE, 1991).

Além dessa distribuicdo variada dos polissacarideos neutros nos tratamentos
e nas diferentes geracdes, em alguns casos pode ser observada a auséncia em algumas
geragdes e tratamentos de reacdo positiva. A auséncia de marcagdo pode ser atribuida, ndo so
pela influéncia negativa dos flavonoides, como também, ao fato da manutencdo da taxa de
resisténcia do inseto em relagdo ao virus AQMNPV. Em alguns casos o inseto, requer um
maior gasto energético. Dessa maneira ocorre a utilizagdo de fontes de energia que sao
encontradas em compostos complexos de polissacarideos, lipideos e proteinas. Geralmente
essas reservas sao retiradas ou das reservas encontradas nas células ou também em local de
armazenamento. Em larvas de A. gemmatalis este local é encontrado no corpo gorduroso, que
¢ um orgao de metabolismo e armazenamento de carboidratos, proteinas e lipideos (ARRESE;
SOULAGES, 2010; CARVALHO et al., 2013).

As células caliciformes apresentaram granulos PAS™ apenas no tratamento
BRS 257 da 180? geragdo. Pinheiro, Quagio-Grassiotto e Gregorio (2008), identificaram esses
granulos PAS" em células caliciformes em larvas de D. saccharalis e atribuiram esse fato a
exemplo de outros autores, a atividade destas células no auxilio as células colunares na
absorcdo de metabolitos ¢ na homeostasia ionica (MOFFET; KOCK, et al., 1995;
BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; CHAPMAN, 1998).

Dessa forma nossos resultados sdo corroborados por aqueles obtidos por
Pinheiro, Quagio-Grassiotto e Gregorio (2008), que relataram que a secrecdo glicoproteica
observada, ¢ produzida exclusivamente pelas células colunares e regenerativas.

A presenca de polissacarideos neutros também foi verificada por outros
autores, que identificaram essa reacdo nas células colunares e nas protusdes citoplasmaticas

no IM de larvas de outras espécies de lepidopteros como S.frugiperda (CORREIA et al.,
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2009); A. argilacea (SOUSA et al., 2009). Entretanto a presenga desses granulos ndo fica
restrita apenas aos lepiddpteros. Também foram observados em hemiptera-heteroptera em
Triatoma infestans (Klug) e Podisus nigrispinus (Dallas), em diptera nas espécies D.hominis e
A. aegypti, em orthoptera Tropidacris collaris (Stoll) e em neuroptera em larvas e adultos de
C. claveri evidenciando que os carboidratos sdo essenciais para o desenvolvimento dos
insetos (BURGOS; GUTIERREZ, 1976; ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003;
WANDERLEY-TEIXEIRA, 2006; SCUDELER, 2012).

Dessa maneira a técnica do PAS nos revela a presenca de polissacarideos
neutros que apresentam em sua estrutura grupamentos 1,2-glicois, entretanto, ndo informa
qual ¢ o tipo de polissacarideo encontrado se € de reserva ou estrutural, assim procedemos a
identificacdo do glicogénio através da digestdo pela alfa amilase, que tem por objetivo a
exclusdo desta substancia.

Sabe-se que o glicogénio e outros polissacarideos sdo considerados
importantes para o metabolismo, sendo que o glicogénio uma importante fonte de reserva que
pode ser mobilizadas e utilizadas em situa¢des que exija um maior gasto energético do inseto
como metamorfose, reproducao, defesa, locomocgao entre outros (KILBY, 1965).

Nossos resultados mostraram que apds a digestdo pela amilase salivar,
houve grande reducdo dos granulos PAS’ nas duas porgdes citoplasmaticas das células
colunares e nas protusdes. Resultados similares foram observados em P. nigrispinus, no qual,
apos esses insetos serem alimentados com presas de S. frugiperda criadas em algodao Bt,
apresentaram um menor acumulo de glicogénio na regido apical das células colunares, quando
comparadas com as cé¢lulas do controle (CUNHA, 2011).

Hock; Pilarska e Dobart (2009) verificaram a utilizagdo dessa fonte de
energia em larvas de Lymantria dispar (Linnaeus), ¢ observaram que a concentra¢do de
glicogénio aumentava, conforme o nivel de desenvolvimento larval tanto na populagdo de
larvas sadias como na populagdo de larvas infectadas com o entomopatogeno Endoreticulatus
schubergi. Porém, apés alguns dias de infec¢do a concentragdo de glicogénio, reduzia
drasticamente nas larvas infectadas, enquanto, as larvas sadias apresentavam niveis superiores
de concentragdo de glicogénio.

Tanto a liberagdo de substancias toxicas (flavonoides) ou de agentes
entomopatogenos (Bt e virus), podem estimular a liberacdo das reservas energéticas dessas
c¢lulas em respostas a reparagdo de estruturas danificadas ou no processo de defesa.

Alguns tratamentos das diferentes geragdes, mesmo apods a digestdo pela

alfa amilase apresentaram granulos PAS’, indicando dessa forma a presenca de
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polissacarideos que nao o glicogénio, provavelmente polissacarideos estruturais, que no caso
podem estar relacionado com a quitina. Esse fato ¢ corroborado por Cruz et al. (2008), ao
realizarem estudos histoquimicos especificos para identificagdo de glicoconjugados. Os
autores observaram a intensa marcagdo para N-acetilgalactosamina nas células colunares e na
membrana peritréfica, indicando dessa maneira a presenga de polissacarideo estrutural.
Entretanto para confirmar qual a natureza dos polissacarideos, testes especificos devem ser
realizados, preferencialmente com a aplicacdo de técnicas de glicoconjugados, como lectinas
conjugadas com peroxidase. De qualquer maneira a presenca dessa substincia nas células
colunares e nas protusdes citoplasmaticas, seria uma forma alternativa do auxilio no
metabolismo para o processo de desintoxicagdo dos flavonoides rutina e genistina das c€lulas
epiteliais.

A melhor estratégia na utilizacdo dos polissacarideos neutros (glicogénio e
quitina) ¢ um diferencial adotado pela maioria dos organismos, que permite aos insetos
utilizarem parte ou toda a energia acumulada para algum processo em particular que auxilie

na eliminacao de compostos toxicos, no caso os flavonoides.

4.8 CONCLUSOES

As alteracdes de reacdes observadas através da andlise morfologica e
histoquimica, sdo bons indicadores da resposta do sistema fisioldgico do inseto em relagdo a
acao das substancias toxicas e do virus no IM das quatro geragoes.

O IM das quatro geragdes das larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao
multiplo nucleopoliedrovirus Anticarsia gemmatalis AQMNPV, apresentaram alteragdes
estruturais e na composi¢cdo quimica de seus constituintes que se mostraram tanto de reserva
quanto estrutural;

As alteragdes foram evidenciadas principalmente nas células colunares e
membrana peritroéfica, sendo que na 180* geracdo, os efeitos foram bastante intensos,
provavelmente pelo efeito do aumento da concentracdo do virus (LDBg), associado a agdo
dos flavonoides;

A presenga dos flavonoides e/ou do virus pode ter estimulado a liberagao
das reservas energéticas dessas células em respostas a reparacdo de estruturas danificadas,
como processo de defesa, corroborando nossa analise morfologica.

Portanto os flavonoides rutina e genistina presentes nos cultivares

resistentes Dowling e IAC 100 e nas plantas utilizadas nos programas de resisténcia de
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plantas a insetos PI 227687 e PI 229358 apresentam caracteristicas consideradas ideais para a

utilizagdo na quebra da resisténcia das larvas de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV.
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5 ARTIGO C:

EFEITOS DA SOJA CONVENCIONAL, RESISTENTE A INSETOS E
TRANSGENICA NO INTESTINO MEDIO EM GERACOES DE LARVAS DE
Anticarsia gemmatalis RESISTENTES AO VIRUS AQMNPV: ANALISE
COMPARATIVA

5.1 RESUMO

A cultura da soja esta sujeita a ataques de varias pragas que interferem na sua producao, como
a Anticarsia gemmatalis que ataca as folhas. Esta praga tem como métodos de controles
alternativos a utilizagdo de plantas resistentes a insetos, transgénicas com caracteristica de
resisténcia e/ou tolerancia a insetos e outros fatores e os inseticidas bioldgicos a base de
nucleopoliedrovirus. O 6rgdo alvo do processamento da ingesta destes produtos ¢ o intestino
médio (IM), que tem se mostrado um exelente modelo bioldgico para estudos comparativos
de citotoxicidade. Este trabalho tem por objetivo analisar as alteragdes promovidas na
morfologia e histoquimica do IM de larvas alimentadas com diferentes variedades de soja, em
duas geragdes (25 e 40%) de larvas resistentes ao AQMNPV. As geragdes larvais resistentes
foram obtidas através de bioensaios de pressao de sele¢do e foram tratadas com as variedades
de soja “in natura” BRS 16 (testemunha — soja convencional), IAC 100 (soja resistente a
insetos) € BRS 359 RR (soja trangénica). O IM das larvas de 3°/4° instar foi coletado, fixado
em Karnovsky, processado, corado com HE para andlise histolégica e submetido as técnicas
de acido periodico-Schiff (PAS- para polissacarideos neutros) e alfa amilase + PAS
(glicogénio). Ambos os tratamentos promoveram poucas alteragcdes histologicas no IM das
larvas da 25" geracdo onde observamos o descondensamento da cromatina no nucleo das
células colunares (IAC 100) e o discreto aumento numérico das células regenerativas nos dois
tratamentos (IAC 100 e BRS 359 RR). Histoquimicamente o tratamento BRS 359 RR
apresentou reacdo positiva ao PAS na porcao apical das células colunares e apos a amilase
houve total reduc¢do desses granulos indicando a presenga de glicogénio. Na 40" geragdo as
alteragdes histoldgicas foram variadas, porém mais efetivas desde a aparente auséncia da
membrana peritrofica (BRS 359 RR); aumento nas protusdes citoplasmaticas, alteracdes na
porcao apical e basolateral das células colunares (IAC 100 e BRS 359 RR) e aumento nas
células regenerativas para os dois tratamentos. As reacdes histoquimicas foram mais evidentes
nas protusdes citoplasmaticas do tratamento (BRS 359 RR) e na porcao apical e basolateral
das células colunares nos dois tratamentos (IAC 100 e BRS 359 RR). Apds a amilase houve
reducdo de todos os granulos das protusdes e discreta reducao na porcao apical e basoltareal
dos tratamentos IAC 100 e BRS 359 RR indicando a presenca de polissacarideo estrutural,
além de glicogénio. Ambas as variedades de soja (IAC 100 e BRS 359 RR) além de
promoverem alteragdes histofisiologicas no IM, que poderdo implicar na quebra da resisténcia
da lagarta da soja em relagdo ao virus AQMNPV, apresentam caracteristicas que conferem
resisténcia a insetos e podem ser recomendadas para plantio em campo.

Palavra-Chave: Morfologia. Flavonoides. Carboidratos. Glicogénio. Lagarta da soja.
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EFFECTS OF CONVENTIONAL SOYBEAN, RESISTANT THE INSECTS AND
TRANSGENIC ON MIDGUT IN GENERATIONS OF LARVAE THE Anticarsia
gemmatalis RESISTANT TO VIRUS AQMNPV: COMPARATIVE ANALYSIS

5.2 ABSTRACT

The culture soybean is subject to several pests that interfere with their production, as
Anticarsia gemmatalis that attacks the leaves. To control this pest has the alternative methods
with use of insects resistant plants, transgenic trait with insect resistance and/or tolerance to
other factors and the biological insecticides based of nucleopolyhedrovirus. The target organ
processing the ingestion of these products is the midgut (IM), which has proven to be an
excellent biological model for comparative studies of cytotoxicity. This work aims to analyze
the changes promoved in the morphology and histochemistry of IM larvae fed different
soybean varieties, in two generations (25™ and 40™) of resistant larvae to AJMNPV. Resistant
generations larval were obtained by method of pressure selection bioassays and treated with
varieties soybean "in natura" BRS 16 (control-conventional soybeans), IAC 100 (soybean
resistant to insects) and BRS 359 RR (transgenic soybean). The IM larvae 3/4™ instar was
collected, fixed in Karnovsky, processed, stained with HE for histological analysis and
submitted to technique periodic acid-Schiff technique (PAS for neutral polysaccharides) and
alpha amylase + PAS (glycogen). Both treatments promoted a few histological changes in IM
larvae of the 25™ generation where we observe the descondensamento chromatin in the
nucleus of columnar cells (IAC 100) and the discrete numerical increase of regenerative cells
in both treatments (IAC 100 and BRS 359 RR). Histochemically treatment BRS 359 RR
showed positive reaction to PAS in the apical portion of the columnar cells and after amylase
was total reduction of these granules indicating the presence of glycogen. In the 40™
generation histological changes were varied, but more effective since the apparent absence of
a peritrophic membrane (BRS 359 RR); increase in cytoplasmic protrusions, changes in
basolateral and apical portion of the columnar cells (IAC 100 and BRS 359 RR) and increase
the regenerative cells for both treatments. Histochemical reactions were most evident in the
cytoplasmic protrusions of treatment (BRS 359 RR) and basolateral and apical portion of
columnar cells in both treatments (IAC 100 and BRS 359 RR). After amylase decreased all
beads from protrusions and a slight reduction in the apical portion of the TAC 100 and
basolateral and BRS 359 RR treatments indicating the presence of a structural polysaccharide,
and glycogen. Both varieties of soybean (IAC 100 and BRS 359 RR) besides promoting
histophysiological changes in IM, which may involve the breakdown of resistance the velvet
bean caterpiller regarding to virus AQMNPV, exhibit characteristics that confer resistance to
insects and can be recommended for planting in the field.

Keywords: Morphology. Flavonoids. Carbohydrates. Glicogen. Velvet bean caterpiller.
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53 INTRODUCAO

Na cultura da soja os sistemas de controles de pragas, doencas e plantas
daninhas aplicados pela maioria dos agricultores, baseiam-se principalmente na utiliza¢do de
produtos fitossanitarios (inseticidas, fungicidas, acaricidas e herbicidas). Muitos dos produtos
utilizados sdao formulados sintéticos, com amplo espectro de acdo, sem seletividade que
podem promover alguns efeitos adversos como: redu¢do da populagdo de insetos benéficos,
surgimento ou selecdo de populacdes de pragas resistentes e pragas secunddrias,
contaminagdo do ambiente, residuos nos alimentos, intoxicagao dos aplicadores entre outros.

Visando reduzir esses problemas causados pelo uso excessivo desses
produtos sintéticos, taticas alternativas de controle de pragas, doencas e plantas daninhas vem
sendo adotadas (KOGAN; HERZOG, 1980). Estas taticas sdo baseadas na resisténcia de
plantas e de plantas geneticamente modificadas (OGM), no controle microbiano de insetos, na
aplicacdo de produtos seletivos e bioinseticidas, na utilizacdo de predadores e parasitoides e
no manejo cultural (HOY, 1976; KOGAN, 1976; MADDOX, 1976; METCALF, 1976).

No controle da lagarta da soja estd o uso do bioinseticida a base do virus
AgMNPV, especifico para essa praga, que vem sendo aplicado em campo ha muitos anos. A
forma de infec¢do desse virus ¢ por via oral onde apods a ingestao das folhas contendo os
poliedros virais, os virions sdo liberados no limen intestinal da larva iniciando o processo de
infeccdo (MOSCARDI; CARVALHO; 1993; ABOT et al., 1996).

A utilizacdo de plantas com resisténcia a pragas ¢ considerado um método
que apresenta maior compatibilidade com os demais métodos de controle, nao exigindo
tecnologia especifica para ser aplicada em campo e ndo elevando os custos das sementes
(KOGAN, 1986). Neste aspecto, as plantas apresentam caracteristicas morfologicas, fisicas e
quimicas inadequadas para alimentacdo ou sobrevivéncia do inseto, sendo que o fator quimico
¢ considerado muito importante principalmente pela presenca de alguns compostos como os
flavonoides. Estes podem causar uma série de efeitos sobre a biologia e fisiologia do inseto,
além de provocar repeléncia, a inibicdo da alimentagdo, mortalidade, alterar a fertilidade e
fecundidade entre outros (LARA, 1991).

A utilizagdo de organismos ou plantas geneticamente modificadas ¢ uma
alternativa que vem sendo empregada no manejo de pragas, doencas e plantas daninhas, pois
sdo responsaveis pela manutencdo da resisténcia das plantas aos diversos fatores adversos que

prejudicam o seu desenvolvimento.
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A modificacdo genética a qual a planta ¢ submetida ¢ caracterizada
principalmente pela introducdo de DNA exdgeno em células de plantas, através da engenharia
genética, visando a expressao de genes heterologos ou também da sua expressao ou supressao
de genes enddgenos nas plantas.

Na tecnologia de transformagao genética sao utilizados, além dos genes de
interesse, os marcadores de selecdo para cada caracteristica e os genes reporteres. Os genes
marcadores de selecdo sdo capazes de conferir resisténcia ou tolerdncia a antibioticos e a
herbicidas permitindo a selecdo do material transgénico de interesse. Os genes reporteres
codificam proteinas cuja presenca ou atividade enzimatica ¢ facilmente percebida e
mensuravel, denotando a condigdo transgénica de células, tecidos e organismos (WALDEN,
WINGENDER, 1995).

Dentre as plantas geneticamente modificadas duas apresentam em sua
composi¢ao genes que codificam algumas proteinas de interesse: a proteina Cry 1 Ac de Bt
que confere resisténcia insetos e a proteina S-enolpiruvilchiquimato-3 fosfato sintase (EPSPs)
de Agrobacterium sp., tolerantes ao principio ativo do glifosato (Roundup®™) (PARROT et al.,
1994; STEWART et al., 1996; JOUANIN et al., 1998; MAcRAE et al., 2005; HOMRICH et
al., 2008).

O modo de acao das proteinas ¢ considerado um processo complexo e pode
ser caracterizado de acordo com o sitio de acdo. Em larvas de lepidopteros os cristais de
proteinas Cry ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs) sdo protoxinas solubilizadas em pH
alcalino e proteoliticamente convertidas em pequenos polipeptideos no intestino medio (IM)
das larvas. Os polipeptideos associam-se a sitios especificos de ligacdo nas microvilosidades
apicais das células epiteliais do IM, provocando a lise osmoética por meio da formagdo de
poros na membrana celular (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2004). Enquanto que o
glifosato transloca dentro das plantas para centros ativos dos locais de crescimento inibindo a
5-enolpiruvilchiquimato-3 fosfato sintase (EPSPs) na via do chiquimato, pois essa via ¢
responsavel pela biossintese dos aminoacidos aromaticos, mecanismos de defesa da planta
(JOUANIN et al., 1998; MACRAE et al.,2005; HOMRICH et al., 2008).

Atualmente existe varias cultivares de soja tansgénica liberadas para o
cultivo, dentre elas a cultivar de soja RR disponivel no mercado apresenta tolerancia para o
glifosato e também a outros fatores. A cultivar BRS 359 RR além da tecnologia “Roudup
Reeady”, também ¢ apreenta diferentes niveis de resisténcia a algumas doengas, como o

nematoide Rotylenchulus reniformis, resisténcia moderada a Mancha “Olho de Ra”, Oidio ¢
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ao nematoide de galha Meloidogybne incognita, além da tolerancia ao virus da Necrose da
Haste.

Por apresentar essas vantagens e apos a liberacdo do cultivo a utilizacao
delas tem aumentado continuamente nos ultimos anos. Apesar disso, poucos s3o os estudos da
composi¢ao quimica e os efeitos que a soja transgénica BRS 359 RR provoca na morfologia e
na composi¢ao quimica do IM de A. gemmatalis, considerado principal 6rgao da digestao dos
produtos ingeridos e processados nos insetos.

O objetivo deste trabalho foi comparar as alteracdes morfologicas e
histoquimicas promovidas no IM de larvas de A. gemmatalis resistentes ao virus AQMNPV
pertecentes a duas geragdes de pressao de selecao (25 e 40%), através da utilizagdo de uma
cultivar resistente a insetos (IAC 100) e da soja transgénica BRS 359 RR em relagdo a soja
convencional (BRS 16), verificando o potencial dessas plantas na quebra da resisténcia das

larvas ao virus.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Obtengao dos Insctos Resistentes

A partir de uma unica concentracdo estimada advindo de bioensaios
anteriores de pressdo de selecdo e do calculo da taxa de resisténcia, com o objetivo de obter
80% de mortalidade e 20% de sobreviventes (Concentracdo Letal — CLgy) (ABOT et al.,
1996), foi quantificada e preparada uma solugdo do virus LDBgy com concentragdes variadas

conforme descrito Tabela 5.1.

Tabela 5. 1 — Geragdes de A. gemmatalis resistente ao AQMNPYV, concentragdao do virus e
taxa de resisténcia (porcentagem)

Geracao Concentracao cpis/mL de dieta Taxa de Resisténcia (%)
25? 30000 73,63
40? 180000 96,18

Fonte: Cruz (2011;2012; 2013) dados pessoais.

Aliquotas de 30 mL desta solu¢do foram inoculadas em 270 mL de dieta
artificial (HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA; MOSCARDI, 1985) previamente preparada e

mantida em temperatura de 50°C.
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Larvas resistentes (geragcdes antecessoras) de segundo instar foram
acondicionadas em copos plasticos contendo dieta inoculada, em niimero de quatro por copo,
totalizando 1500 larvas inoculadas/experimento e criadas em estufas do tipo B.O.D., com
temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa em torno de 70 + 20% e fotofase 14h luz e 10h
escuro, com monitoramento didrio. Apds o terceiro dia pos-inoculagdo, as larvas eram
avaliadas e as que apresentavam sintomas de infec¢do pelo virus ou mortas eram
contabilizadas para célculo da porcentagem de mortalidade e descartadas.

As larvas que atingiam o estagio de pupas eram contabilizadas, alocadas em
gaiolas de acrilico, para emergirem e se acasalarem. As gaiolas eram forradas com papel
sulfite off-set linha d’agua para oviposicdo. Diariamente esses papéis eram recolhidos, as
posturas recortadas em pequenos pedacgos, contendo 100 ovos e armazenadas para a realizacao

da proxima pressdo de selegao.

5.4.2 Plantio e Geno6tipos Utilizados

Foram utilizados os genoétipos de soja: BR 16 (soja convencional, com
apenas pouca concentracdo de genistina), IAC 100 (com caracteristicas de resisténcia a
pragas, com elevada concetragdo de rutina e genistina) e a soja BRS 359 RR (tolerante ao
glifosato e isenta de rutina e genistina). A genealogia dos genotipos e as concentragdes de

flavonoides rutina e genistina estdo descritos na Tabela 5.2

Tabela 5. 2 — Gen6tipos de soja resistentes € as concentragdes de rutina € genistina em ng/mg

Concentracio
Tratamentos Genealogia (ng/mg)
Rutina Genistina
1.BR 16 D69-1310-M58 (D49-772 x D49-2491) x ‘Davis’ 0,0 6,57
2. IAC 100 ‘TAC 12° x IAC 78-2318 17,36 88,52
3. BRS 359 RR ALB83RS x BRSS262 0,0 0,0

VALLE e LOURENCAO, (2002); ARRABAL (2013) informacao pessoal

Foram semeadas cinco sementes em vasos com capacidade de cinco litros,
contendo terra e irrigacdo por gotejamento, em uma quantidade de sete vasos por tratamento,
totalizando 42 vasos. Os vasos, apos semeadura foram dispostos em mesas e distribuidos de

acordo com o delincamento experimental estatistico (inteiramente casualizado), em casa de
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vegetacao do tipo telada com incidéncia de luz durante o dia, na Embrapa Soja Londrina PR.
Nao foram realizados tratos culturais e fitossanitarios (adubagdes de cobertura e aplicacdes de

produtos quimicos e bioldgicos) para ndo ocorrer interferéncia no experimento.

5.4.3 Insetos e Coleta do Material

As posturas de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV eram fixadas na
tampa da caixa gerbox, contendo em sua base papel filtro, com uma folha “in natura” do
respectivo tratamento. Para manutencdo da umidade e garantia de folhas tenras, foi adicionada
no peciolo uma pequena porgao de algodao umedecido.

Apos eclosdo os insetos eram alimentados com folhas de soja “in natura” no
estadio V5 dos respectivos genotipos (FEHR; CAVINESS, 1977). Foram coletados o quinto
trifélio de cada tratamento, levadas ao laboratdrio e lavadas em solugdo de hipoclorito de
sodio a 5%, enxaguadas em agua destilada, secas em papel filtro e armazenadas em caixa do
tipo gerbox com os ovos de A. gemmatalis.

Apds o segundo instar as larvas foram replicadas em quatro gerbox
contendo 15 larvas/gerbox, com objetivo de facilitar a manutencao e evitar a competividade
por alimento. As folhas eram trocadas a cada 12 horas para nao ocorrer a falta de alimento.

No quarto instar (10-12 dias de desenvolvimento pos-eclosdo), as larvas
foram anestesiadas por resfriamento (cinco minutos) e dissecadas sob microscopio
estereoscopio, com solugdo salina para insetos (1,80g de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16g de CaCl;
0,004g de NaHCO3 e H,O — g.s.p. 100mL). Os tubos eram coletados em numero de 15 por
tratamento, fixados em solu¢do fixadora de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido
4,0% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,2) por seis horas e processados de acordo com
protocolo de Cerri e Cerri-Sasso (2003) e incluidos em resina glicolmetacrilato (GMA — Kit
de embebicdo Historesin® da Leica) conforme orientagdes do fabricante. O material foi
cortado com 4um de espessura com navalha de tungsténio, em micrétomo rotativo automatico
modelo LEICA RM 2265 e colocados em laminas de vidro previamente limpas em solucao de

alcool etilico + éter (1:1).

5.4.4 Andlise Morfologica

Os cortes foram hidratados (cinco minutos) em H,O destilada, corados com

Hematoxilina de Harris (40 minutos); lavados em agua corrente (10 minutos), corados com
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Eosina Aquosa (30 minutos), lavados em H,O destilada (cinco minutos); desidratados em
alcool etilico 95% e 100%; diafanizados em sequéncia de trés banhos em xilol (10 minutos
cada); montados em balsamo do Canada e apds secagem foram analisados e documentados

em fotomicroscopio de luz (Axiophot da Zeiss) do Departamento de Histologia da UEL.

5.4.5 Analise Histoquimica

Utilizou-se o método do 4acido periddico-Schiff (PAS) para detecgdo de
polissacarideos neutros (grupamentos 1,2-glicol); PAS + acetilagdo (bloqueio pela acetilagao)
e associacao PAS + amilase salivar (deteccdo do glicogénio) descritos em Pearse (1985).

O material foi submetido ao tratamento com solu¢do de acido periddico
0,1% a 56°C em estufa (15 minutos), corado com Reativo de Schiff (60 minutos), lavado em
H,O corrente, contra-corado com Hematoxilina de Harris (30 minutos), lavados, desidratados
em séries crescentes de alcool etilico (70 a 100%), diafanizados em xilol, montados em
balsamo do Canada e analisados. Para controle foi efetuado o bloqueio pela acetilagao.

Para a detec¢@o de glicogénio pela alfa amilase, os cortes foram submetidos
ao tratamento com solu¢do de amilase salivar 0,5% (+ 37°C em estufa) por duas horas,

lavados em H,O corrente e destilada e submetido a técnica do PAS. e analisadas.

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Morfologia

As alteracdes observadas no intestino médio (IM) das larvas de A.
gemmatalis para as duas geragoes resistentes ao AQMNPYV e alimentadas com diferentes tipos
de soja: convencional (testemunha BR 16); resistente a insetos (IAC 100) e transgénica (BRS

359 RR) estdo descritas na tabela 5.3 e 5.4.
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Tabela 5.3 — Avaliagdo das alteragdes causadas pela ingesta da cultivar de soja resistente a
insetos (IAC 100) e da cultivar transgénica (BRS 359 RR), em relagdao ao
controle (BR 16) no epitélio do IM de duas geracdes de larvas resistentes ao

AgMNPV.
Regides/ Estruturas
Geracio Tipo Celular Tratamentos Membrana . Porcio Porcio
o s Protusoes .
Peritrofica Apical Basolateral
BR 16 - - - -
25 COLUNAR IAC 100 _ - . +
BRS 359 RR - - - -
BR 16 - - - -
40a COLUNAR IAC 100 + 4+ 4+
BRS 359 RR +++ -+ +++

Legenda: (-) sem alteragdo; (+) leve alteragdo; (++) moderada alteragdo; (+++) forte alterag@o.

Tabela 5. 4 — Avaliagdo das altera¢des causadas pela ingesta da cultivar de soja resistente a
insetos (IAC 100) e da cultivar transgénica (BRS 359 RR), em relagdao ao
controle (BR 16) no epitélio do IM de duas geracdes de larvas resistentes ao

AgMNPV.
Tipo Celular Geracdes Tratamentos
BR 16 TIAC 100 BRS 359 RR
25% } . +
REGENERATIVA -
40° e+ bt

Legenda: (-) sem alteracdo; (+) leve alteragdo; (++) moderada alteragdo; (+++) forte alteracdo.

O IM das larvas alimentadas com o gendtipo BR 16, que serviu de
testemunha era constituido da luz para a periferia, pela membrana peritroéfica que delimitava
os espacos endoperitrofico e ectoperitrofico, pela camada epitelial composta pelas células
colunares, caliciformes e regenerativas e camada muscular (musculos longitudinais e
circulares) (Figs.: 5.1 A e D).

Para nossas andlises as alteragdes foram avaliadas para os constituintes
epiteliais e membrana peritrofica (MP).

A MP ndo apresentou alteracdes nos tratamentos da 25 geracdo e estava
aparentemente ausente na 40? geragdo em ambos os tratamentos (Figs: 5.1 E ¢ F).

Na regido apical, as células colunares (Co) ndo mostraram alteragdes nas
protusdes citoplasmaticas nos tratamentos da 25 geragdo (Figs.: 5.1 A, B e C), enquanto que
na 40* geragdo as protusdes eram visiveis sendo liberadas para o espago ectoperitréfico com
nucleo celular, nos dois tratamentos (Figs.: 5.1 E e F).

Na regido basolateral das Co observou-se uma discreta alteragdo no nucleo,

apresentando cromatina pouco corada, com caracteristicas de descondensada no tratamento
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IAC 100 da 25* (Figs.: 5.1 B) e nos dois tratamentos da 40" geracao (Figs.: 5.1 E e F). A 40°
geracao mostrou fortes alteragdes na por¢ao apical nos dois tratamentos, com espessamento
de bordadura estriada no tratamento IAC 100 e a desorganizagcdo dessa estrutura no
tratamento BRS 359 RR (Figs.:5.1 E e F).

As células regenerativas (Cr) apresentaram alteracdes que foram
evidenciadas nas duas geracdes para os dois nos tratamentos (IAC 100 e BRS 359 RR) com
aparente aumento numérico, entretanto ¢ necessdria efetuar uma contagem para confirmar

nossos resultados (Figs.: 5.1 B, C, E e F).

5.5.2 Histoquimica

5.5.2.1 Polissacarideos neutros

Os resultados da deteccao histoquimica de polissacarideos neutros
evidenciados pelo método do Acido Periodico-Schiff (PAS) do IM de larvas resistentes de A.
gemmatalis pertencente a 25* e 40 geracdes estdo descritos nas tabelas abaixo. A reagdo do
PAS foi utilizada para identificagdo de polissacarideos neutros do grupamento 1-2 vic—glicol,

que sao oxidados para aldeidos pelo acido periodico (TRICK; PUESCHEL, 1990)

Tabela 5.5 — Resultados da reagdo do PAS para deteccdo de polissacarideos neutros no
intestino médio (IM) de duas geragdes de larvas resistentes de A. gemmatalis

ao AQMNPV
Regides/ Estruturas
Geracdo Tipo Celular  Tratamentos  Membrana . Por¢io Porcio
e, Protusdes .
Peritrofica Apical Basolateral
BR 16 - -
25% COLUNAR IAC 100 - -
BRS 359 RR - - -
BR 16 - ++ ++ ++
402 COLUNAR IAC 100 - - St T+
BRS 359 RR - +++ +++ o+t

Legenda: (-) reacdo negativa; (+) reagdo fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagdo forte; (++++) reacdo muito
forte.

O IM das larvas das duas geracdes apresentaram reacio PAS' nas células

colunares com variagdo de intensidade de reagdo, estruturas e geragdes.
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Nas protusdes citoplasmaticas houve positividade ao método para 40?
geracdo nos tratamentos BR 16 e BRS 359 RR, enquanto que o tratamento IAC 100 ndo
apresentou reatividade ao método (Fig.:5.2 C).

A 25% geragdo apresentou reagao positiva na regido apical somente para o
tratamento BRS 359 RR (Fig.:5.2 A), enquanto que a 40? geragdao apresentou positividade ao
método para todos os tratamentos BR 16, IAC 100 e BRS 359 RR, com granulos PAS"
variando em intesidade de reacdo (Fig.: 5.2 B, C e D).

Na porg¢do basolateral somente os tratamentos da 40" geracdo apresentaram

granulos PAS" (Figs.: 5.2 C e D) para todos os tratamentos.

5.5.2.2 Glicogénio

Os resultados obtidos para identificacdo do glicogénio através da digestao

pela alfa amilase estdo descritos nas tabelas a seguir:

Tabela 5.6 — Resultados da digestdo pela alfa amilase para deteccdo de glicogénio no
intestino médio (IM) em duas geragdes de larvas resistentes de A. gemmatalis

ao AQMNPV.
Regides/ Estruturas
Geracao Tipo Celular Tratamentos Membrana . Por¢io Por¢io
., Protusdes .
Peritroéfica Apical Basolateral
BR 16 - - - -
25° COLUNAR IAC 100 - - - -
BRS 359 RR - - - -
BR 16 - - - -
40° COLUNAR IAC 100 ; - . ++
BRS 359 RR - - +++ ++

Legenda: (-) reagdo negativa; (+) reacdo fraca; (++) reagdo moderada; (+++) reagdo forte; (++++) reagdo muito
forte.

Apds a digestdo pela alfa amilase houve redugdo da intensidade da
positividade ao PAS na camada epitelial nos tratamentos.

Nas protusdes citoplamaticas das Co houve redugdo total dos granulos
PAS+ para os tratamentos BR 16 e BRS 359 RR da 40* geragdo, indicando a presenga de
glicogénio (Figs.:5.2 E e G).

Na porgao apical houve redugao total dos granulos presentes no tratamento

BRS 359 RR da 25* geracdo, enquanto que essa por¢do, nos trés tratamentos da 40? geragao,
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ndo apresentou variacdo na quantidade de granulos indicando a presenca de outros
polissacarideos que nado o glicogénio (Figs.: 5.2 E, F e G).

Na porgdo basolateral dos trés tratamentos houve uma discreta redugdo na
concentracdo dos granulos indicando a presenga de glicogénio e de outros polissacarideos

(Figs.:5.2 E, F e G).

5.6 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Figura 5.1 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 25* (A, B, C) e 40* (D, E, F)
geragdes de larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao AgMNPV.
Coloracao Hematoxilina Harris e Eosina (H-E). Barras = 10pum.
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Morfologia Geral do IM de larvas alimentadas com os diferentes genotipos:
Tratamentos BR 16 (A, D); IAC 100 (B, E); BRS 359 RR (C, F); IM: Membrana peritrofica
(Mp), Protusdes Citoplasmaticas (P), Bordadura estriada (Be), Células Colunares (Co),
Células Caliciformes (Ca), Células Regenerativas (Cr). Observar nas Figuras A, e B nucleos
de das células colunares com cromatina descondensada (grumos) (G); nas Figuras E e F

protusdes citoplasmaticas descartadas com nucleo celular e por¢des da bordadura estriada

(PH.

Figura 5.2 — Fotomicrografia do intestino médio (IM) da 25* (A, B, C) ¢ 40* (D, E, F, G)
geragdo de larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPYV tratadas
com os diferentes genotipos. Histoquimica para deteccdo de polissacarideos
neutros (PAS) e exclusdo do glicogénio. Barra = 10um
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Figuras A - D: Histoquimica para detec¢do de polissacarideos neutros (PAS)
Tratamento BRS 359 RR (A, D); BR 16 (B) e IAC 100 (C) —. Mp (Membrana Peritrofica);
Protusdes Citoplasmaticas (P); Células Colunares (Co); Células Caliciformes (Ca), granulos
PAS positivos (—>).

Figura E - F: Histoquimica apds digestdo pela alfa amilase para exclusdo do
glicogénio Tratamentos BR 16 (E); IAC 100 (F) e BRS 359 RR (G). Protusdes
Citoplasmaticas (P); Células Colunares (Co); Células Caliciformes (Ca); granulos positivos

(outros polissacarideos neutros (—>).

5.7 DISCUSSAO

A soja convencional BR 16 considerada como tratamento controle ¢ uma
cultivar suscetivel a insetos, mesmo apresentando baixa concentracdo de genistina (6,57
ng/mg) em sua composi¢ao foliar. A analise histoldgica do intestino médio (IM) das larvas de
A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV alimentadas com esse genodtipo mostrou o IM
constituido por um epitélio pseudoestratificado prismatico, com bordadura estriada, formado
pelas células colunares, caliciformes e regenerativas estando separado do lumen pela
membrana peritrofica. Logo abaixo do epitélio encontrava-se a camada muscular composta de
musculos longitudinais e circulares. Essa organiza¢do estrutural do IM ¢ a mesma descrita por
varios autores para outras espécies de larvas de lepidopteros (EISEMANN; BINNINGTON,
1994; BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; HAKIM et al., 2001; LEVY et al., 2004; 2009;
SALVADOR, 2008; SOUSA et al., 2009).

Nossos resultados morfologicos mostraram nas duas geracdes, que os IM
das larvas da 25% geragdo sofreram modificacdes pontuais, sendo observados nucleos das
células colunares com descondensamento de cromatina, no tratamento IAC 100. Enquanto
que na 40* geragdo todos os tratamentos promoveram alteracdes mais generalizadas e com
variagdo em relacdo a intensidade e estrutura alterada, conforme a regido celular.

Observamos alteragdes desde a aparente auséncia da membrana peritrofica,
desorganizagdo e espessamento de bordadura estriada, aparente aumento das células
regenerativas e intensidade de protusdes citoplasmaticas com porgdes da bordadura estriada e
as vezes com nucleo celular.

Alguns dos processos podem fazem parte do metabolismo normal do IM dos
insetos. Porém alguns fatores podem acelerar ou aumentar o metabolismo como: a ingesta de

alimento inadequado com baixo valor nutricional, presen¢a de patdgenos ou substancias
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quimicas. Os fatores podem afetar a fisiologia do 6rgao através da alteracao na morfologia do
mesmo, promovendo fragilidades que provocardo alteragdes metabodlicas (FUGI;
LOURENCAO; PARRA, 2005).

A auséncia ou a fragmentacdo da membrana peritréfica no IM observada no
tratamento BRS 359 RR da 40" geragdo foi considerada como um indicativo de forte
alteragdo. A membrana peritrofica ¢ uma camada acelular, que funciona como uma barreira
protetora contra a abrasdo dos alimentos ingeridos e acdo de outros microrganismos (TERRA;
FERREIRA, 1991; WANG; GRANADOS, 2001). Essa estrutura ¢ composta de uma rede de
fibrilas de quitina dispostas em uma matriz proteico-glicoproteica e de um polimero, a qual ¢
secretada por produtos da digestdo e metabolismo que ocorre nas células colunares
(EISEMANN; BINNINGTON, 1994; HARPER; HOPKINS, 1997).

A auséncia de Mp pode ser associada com as alteragdes ocorridas no
citoplasma das células colunares (por¢ao apical e basolateral), pois alteragdes nessas células
podem impedir a liberagdao e a producdo dos produtos secretados, além de interferir na
qualidade do produto a ser utilizado na composicdo da membrana. A intensa liberagdo de
protusodes citoplasmaticas pode prejudicar a organizacdo estrutural da Mp, que necessita estar
integra para desempenhar a sua funcdo (HARPER; HOPKINS, 1997; HARPER;
GRANADOS, 1999).

Na porcao apical das células colunares, houve alteragdes na bordadura
estriada. No tratamento [AC 100 as Co apresentaram bordadura mais espessa, enquanto no
tratamento BRS 359 RR a bordadura estava desorganizada na 40? geragao.

A bordadura estriada ¢ composta por microvilosidades, que sdo projecoes
citoplasmadticas, que além das fun¢des como adesividade e absor¢do sdo também responsaveis
pela ligacdo dos virions presentes nos poliedros virais AgMNPV. Além disso, nas
microvilosidades estd o glicocalice composto de glicoproteinas multiadesivas e uma perda
funcional ou alteracdo nessa estrutura como as observadas por nds, pode interferir no processo
infeccioso, ndo permitindo a adesdo do virus ou retardando o processo de infec¢ao (FLIPSEN
et al, 1995; BARRET et al., 1998; FERRE; VAN RIE, 2002; LEVY 2005; PIGOTT;
ELLAR, 2007).

A auséncia ou desestruturagdo da bordadura pode ser atribuida a
concentragdo e/ou intensidade de liberacdo das protusdes citoplasmaticas, que foram
observadas em alguns casos, levando consigo por¢des da estrutura. Por outro lado também
pode ocorrer uma variagdo na concentracdo das microvilosidades, cuja concentracdo pode

variar de acordo com a regido do intestino analisada. Em estudos realizados no IM de larvas
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de Diatrea saccharalis (Fabricius) a regido anterior apresentava escassez de microvilosidades,
quanto comparadas com a regido posterior (PINHEIRO; GREGORIO, 2003).

Além das alteragdes na por¢do apical, notou-se nos tratamento BRS 359 RR
da 25* geracdo e IAC 100 e BRS 359 RR da 40? geracdo o aparente descondensamento da
cromatina no nucleo das células colunares, com a presenga de granulacao fina e nucléolos
visiveis. Este fato pode ser relacionado possivelmente a alta atividade metabodlica das células
a exemplo do observado no nucleo das células colunares de larvas de Aedes aegypti
(Linnaeus), no qual, ap6s o tratamento com extrato de Annona coriacea, os nucleos eram
esféricos e continham a cromatina descondensada (eucromatina) e nucléolo evidente (COSTA
etal., 2012).

Outra alteragdo observada foi em relagdo as protusdes citoplasmaticas, as
quais apresentavam um aparente aumento nos tratamentos IAC 100 e BRS 359 RR da 40?
geragdo. Como as células colunares sdo responsaveis principalmente pelas secrecdes de
enzimas digestivas, dos compostos da membrana peritréfica e absor¢do de produtos
provenientes da digestdo (RICHARDS; DAVIES, 1994), a presenca dos flavonoides rutina e
genistina encontrados no genotipo IAC 100, e de outros compostos como daidzina, malonil-
daidzina e a gliciteina quantificados na soja transgénica BRS 359 RR, podem alterar o
metabolismo das células, tanto no seu processamento como na sua digestao.

O aparente aumento na concentracdo de protusdes citoplasmaticas nos
tratamentos IAC 100 e BRS 359 RR podem estar relacionados com o processo de descarte
e/ou liberagdo dos compostos para o espaco ectoperitrofico. Neste caso, o processo de
formagdo de protusdes poderia estar correlacionado a acdo de microrganismos ou da ingesta
de produtos nocivos, no qual as células buscam esse recurso para “eliminar e/ou expulsar” os
agentes toxicos do seu interior (BROOKS et al., 2002). De acordo com Anderson e Harvey
(1966) os agentes sofrem a acdo das enzimas digestivas e entdo sdo envelopados por “bolsas”,
as quais serdo liberadas para o limen intestinal, em alguns casos as protusdes podem levar
consigo por¢des da bordadura estriada com o observado em alguns tratamentos.

Porém a liberacdo de protusdes citoplasmaticas ndo tem uma fun¢do bem
definida em relagdo ao sistema de defesa. Para alguns autores tal fato ¢ ligado ao processo de
degeneracdo celular fazendo parte da renovacao epitelial, eliminagao de artefato, secrecdo
apdcrina ou microapdcrina, liberacdo de enzimas digestivas (ANDERSON; HARVEY, 1966;
DE PRIESTER, 1971; SANTOS et al., 1984; WOOD; LEHANE, 1991; RYERSE et al.,
1992).
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As alteracdes provocadas no tratamento IAC 100 foram descritas por Cruz
(2010) em larvas suscetiveis e resistentes ao virus AQMNPV de A. gemmatalis onde o autor
atribuiu o efeito deletério provocado pela rutina e genistina. Salvador (2008) observou esses
efeitos no IM de larvas de A. gemmatalis, quando trabalhou com dieta artificial fornecendo
extrato puro tanto de rutina como genistina .

Muitos dos efeitos provocados pelos flavonoides estdo associados com a
ativacdo dos compostos fenolicos através da oxidag¢do, os quais formam radicais livres de
hidroxila (OH’) que possuem ag¢do toxica, sendo responsaveis pela ruptura da membrana
celular promovendo distiurbios no metabolismo das larvas (APPEL, 1993).

Os efeitos dos aleloquimicos foram observados em Plodia interpunctella
(Hiibner), que apds a ingesta de folhas de Peganum harmala (arruda da Siria) contendo o
alcaloide beta-carbolinas, notou-se o aumento da vacuoliza¢do celular, presenca de vazios
citoplamaticos e liberagdo de protusdes citoplasmaticas (RHARRABE et al., 2007). Efeitos
semelhantes foram observados em outras ordens de insetos como em A. aegypti apods
tratamento com outros extratos foliares como A. coriaceae (COSTA et al., 2012) Magonia
pubescens (REY; PAUTOU, MEYRAN, 1999; SILVA et al. 2004), que observaram a
presenga das mesmas alteracdes por nds relatadas corroborando assim com nossos resultados.

O tratamento BRS 359 RR, ndo apresentou rutina e genistina, porém
apresentou outros flavonoides como a daidzina, malonil-daidzina e a gliciteina, que sdo
compostos relacionados a resisténcia de plantas, e podem interferir negativamente no IM das
larvas. Estudos com Pseudoplusia includens (Walker) e Euchistus heros (Fabricius)
verificaramos efeitos antibioticos desses compostos nessas espécies (ALBRECHT; AVILA,
2010). Outros estudos relataram a presenca da enzima lipoxigenase que esta relacionada ao
aumento do gene que caracteriza resisténcia de plantas e sdo encontradas em plantas com
caracteristica de resisténcia a insetos e variedades transgénicas. Pilon; Oliveira e Guedes
(2006) relataram que alguns inibidores de proteases (IPIs) sdo produzidos naturalmente por
plantas que possuem tanto a caracteristica de resisténcia a herbivoria causada pelos insetos,
como também em plantas transgénicas com resisténcia e/ou tolerancia a outros fatores, nesse
caso o glifosato. Os IPIs funcionam como substrato especifico das proteases digestivas dos
insetos, pois formam um complexo estavel no qual a protedlise ¢ limitada e extremamente
lenta (TIFFIN; GAUT, 2001). A ingestdo cronica e acumulativa desses IPIs pode acarretar
deficiéncia de aminodcidos essenciais influenciando no metabolismo e fisiologia do inseto

(PILON; OLIVEIRA; GUEDES, 2006).
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Outro tipo celular que apresentou alteragdoes foram as células regenerativas
que aparentemente estavam em maior nimero nos tratamentos IAC 100 e BRS 359 RR, em
ambas as geracdes. Essas células estavam presentes isoladamente, em pares ou grupos
(“ninhos”). No primeiro caso, os tratamentos com os gendtipos IAC 100 e BRS 359 RR na
25% geragdo foram o que apresentaram a maior quantidade (aparente) das células, porém, para
confirmar tal fato devem ser realizados estudos quantitativos que comprovem nossas
observacdes. Quanto a presenca de ninhos celulares podemos creditar ao aumento da
atividade mitdtica das células aparentemente em maior quantidade no tratamento IAC 100 da
40* geracao. Estes “ninhos” estdo relacionados ao processo de renovagdo epitelial, que
consiste na formacdo de novas células para substituicdo de células danificadas (geralmente
colunares e caliciformes), por outras desenvolvidas a partir da divisdo mitdtica dessas células
(BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM,
1999).

Sabe-se que as células que formam o epitélio do IM tém fungdes
morfofuncionais especificas, além de secretarem e apresentarem em sua composi¢do quimica,
moléculas diferenciadas. Essas moléculas geralmente sdo polissacarideos neutros, proteinas e
lipideos. Tais compostos estdo ligados ao metabolismo, armazenamento de energia,
composicao estrutural entre outros processos.

Os carboidratos desempenham importante papel nos sistemas biologicos
associando-se entre si, formando oligo e polissacarideos; as proteinas, formando
glicoproteinas e a lipideos, formando glicolipideos. Tais complexos macromoleculares atuam
como reserva metabolica para as células, desempenham papel estrutural e participam
ativamente de fendmenos de reconhecimento e adesdo celular. Dentre os carboidratos mais
comuns estdo o glicogénio e o amido que por sua vez sdo utilizados como combustiveis de
alto valor energético (glicogénio), ou servem como elementos estruturais exoesqueleto dos
insetos (quitina) (NELSON; COX, 2006).

Ap0s os testes histoquimicos especificos (PAS e digestdo pela amilase), os
resultados revelaram que as alteragdes constitutivas. Na deteccdo de polissacarideos neutros,
notamos reagao positiva nas células colunares do IM das larvas da 25* geragdo tratadas com o
genotipo BRS 359 RR; enquanto a 40" geragdo mostrou positividade para os genotipos BR 16
e BRS 359 RR, porém o tratamento IAC 100 ndo apresentou reacdo ao método. Tais
polissacarideos apresentam como principais fungdes a absor¢do de produtos da digestdo e
produg¢do de enzimas, com variagdo de concentragdo de acordo com a regido do IM

localizada, sendo que a maior concentragao pode ser evidenciada na regido distal do orgao
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(TERRA; FERREIRA, 1991; RIBEIRO; FERREIRA, TERRA, 1997; PINHEIRO; QUAGIO-
GRASSIOTO; GREGORIO, 2008). Polissacarideos neutros foram evidenciados por alguns
autores em outros insetos (BURGOS; GUTIERREZ, 1976; ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA,
2003; WANDERLEY-TEIXEIRA, 2006; PINHEIRO; QUAGIO-GRASSIOTO;
GREGORIO, 2008; CORREIA et al., 2009; SOUSA et al., 2009; CRUZ, 2010; SCUDELER,
2012), corroborando nossos resultados.

Além do desenvolvimento biologico dos insetos a alta concentracdo de
granulos PAS" nas Co, pode também ser relacionada ao fato de que estas células serem
responsaveis pela secrecao de produtos que irdo formar a membrana peritréfica (composta de
quitina) (WANG; GRANADOS, 2001).

A reagdo do PAS revela a presenca de polissacarideos neutros que apresenta
em sua estrutura os grupamentos vic-glicodis, porém ndo informa qual a natureza do
polissacarideo detectado (reserva ou estrutural). Dessa forma foi procedida a identificacdo do
glicogénio, através da digestdo pela alfa amilase, que detecta a presenca do glicogénio por
exclusdo (TRICK; PUESCHEL, 1990).

Apbs a reagdo pela amilase observou-se reduciio dos granulos PAS™ nas Co,
tanto na 25 geracdo quanto na 40" geragdo, para o tratamento com a BRS 359 RR. A reducao
foi regionalizada, sendo que nas protusdes citoplasmaticas foi bem mais evidente que nas
outras regides. Sabe-se que o glicogénio ¢ extremamente importante para o metabolismo,
além de ser considerada uma importante fonte de reserva. O glicogénio pode ser mobilizado
em situagdes que exijam um maior gasto energético do inseto como metamorfose, reproducao,
sistema de defesa, locomoc¢do entre outros (KILBY, 1965). Dessa maneira nos insetos
resistentes o custo metabolico ¢ maior para a manuten¢do da resisténcia do que em inseto
suscetiveis.

Hock; Pilarska e Dobart (2009), ao estudarem larvas de Lymantria dispar
(Linnaeus) observaram que a concentragdo de glicogénio aumentava conforme o
desenvolvimento tanto em larvas sadias como infectadas com o entomopatdgeno
Endoreticulatus schubergi , porém, apos alguns dias de infec¢do essa concentragdo de
glicogénio reduzia nas larvas infectadas, enquanto as larvas sadias apresentavam niveis
superiores de concentracao de glicogénio.

Na 40* geragdo observamos que os granulos persistiram na regido apical e
basolateral nos tratamentos variando na intensidade de reagdo, indicando a presenca de outros

polissacarideos que nao o glicogénio, provavelmente estrutural, como a quitina.



120

A presenga dos granulos nas células colunares poderia esta relacionado a
secrecao dos compostos da membrana peritrofica, que consiste de uma rede de fibrilas de
quitina dispostas em uma matriz proteico-glicoproteica (peritrofina) e de um polimero linear
N-aceil-D-glucosamina (RICHARDS; DAVIES, 1994; BILLINGSLEY; LEHANE, 1996;
WANG; GRANADOS, 2001). Cruz et al. (2008) realizaram testes histoquimicos especificos
para identificacao de glicoconjugados e observaram a intensa marcacao na camada epitelial
para N-acetilgalactosamina nas células colunares e membrana peritréfica indicando dessa
maneira a presenca de polissacarideos estrutural. Porém testes especificos devem ser
realizados, preferencialmente com a aplicacao de técnicas de glicoconjugados, como lectinas
conjugadas com peroxidase. De qualquer maneira a presenga dessa substancia nas células
colunares e nas protusdes citoplasmaticas, seria uma forma alternativa de auxilio no

metabolismo para o processo de desintoxicagdo das células epiteliais.

5.8 CONCLUSOES

A andlise dos efeitos provocados pelos cultivares de soja IAC 100 e BRS
359 RR em comparacio a soja convencional BR 16, mostraram que o intestino médio (IM) de
larvas de Anticarsia gemmatalis resistentes ao AQMNPV na 25* gera¢do sofreu poucas
alteracdes morfoldgicas, enquanto que na 40* geragdo as alteracdes foram intensas nos dois
tratamentos. As alteracdes foram mais evidentes na MP e nas células colunares do
revestimento epitelial.

Histoquimicamente a 40" geracdo mostrou mais reatividade aos métodos
aplicados, sendo as Co mais reativas em todos os tratamentos.

Assim podemos concluir que a soja IAC 100 com resisténcia a insetos € a
variedade transgénica BRS 359 RR promovem alteragdes a nivel morfoldgico e quimico em
ambas as geracoes larvais. No tratamento IAC 100 ¢ provavel que os efeitos estejam ligados
aos flavonoides rutina e genistina, enquanto o tratamento BRS 359 RR as alteragdes sdo
provocadas por outros flavonoides (daidzina, malonil-daidzina e genisteina).

Ambas as variedades podem ser recomendadas para plantio em campo, por
apresentarem caracteristicas que conferem resisténcia a insetos e por quebrar a resisténcia da

lagarta da soja em relacdo ao virus AQMNPV.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Pela andlise dos parametros biologicos, morfofisiologicos e histoquimicos
das diferentes geragdes larvais de Anticarsia gemmatalis resistentes ao virus AGMNPV
alimentadas com os gendtipos de soja convencionais (BRS 257 ¢ BRS 16), resistentes a
insetos (Dowling, PI 229358, IAC 100 e PI 227687) e transgénica (BRS 359 RR) podemos
concluir que:

As larvas tratadas com o genotipo IAC 100 apresentaram menor peso
inicial, menor peso de pupa refletindo dessa forma no ganho de peso, € mesmo apresentando
um maior consumo foliar essas larvas foi menos eficientes na conversao do alimento ingerido
e digerido;

O gendtipo PI 229358 teve maior mortalidade entre os instares e total,
elevou o tempo de alimenta¢do influenciando no maior tempo de desenvolvimento, ¢ na
quantidade de alimento digerido;

Soja transgénica BRS 359 RR interferiu no crescimento, no consumo € no
ganho de peso, podendo ser atribuido a interferéncia de outros compostos nas larvas;

O genoétipo Dowling interferiu no peso de pupa, na assimilagdo de alimento,
no qual a genistina em associa¢do com outros compostos influenciam no desenvolvimento do
inseto;

As analises morfolédgicas e histoquimica apresentaram alteragdes de reacdes
observadas, sdo bons indicadores da resposta do sistema fisioldgico do inseto em relagdo a
acao das substancias toxicas e do virus no IM das quatro geragdes;

O IM das quatro geracdes das larvas de A. gemmatalis resistentes ao
AgMNPV, apresentaram alteracdes estruturais e na composi¢do quimica de seus constituintes
que se mostraram tanto de reserva quanto estrutural;

As alteragdes foram evidenciadas principalmente nas células colunares e
membrana peritroéfica, sendo que na 180* geracdo, os efeitos foram bastante intensos,
provavelmente pelo efeito do aumento da concentracdo do virus (LDBg), associado a agdo
dos flavonoides;

A presenga dos flavonoides e/ou do virus pode ter estimulado a liberagao
das reservas energéticas das células em respostas a reparacao de estruturas danificadas, como
processo de defesa, corroborando nossa analise morfologica.

A andlise comparativa dos efeitos provocados pelos diferentes cultivares de

soja IAC 100 e BRS 359 RR em comparagao a soja convencional BR 16, mostraram que o IM
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de larvas de resistentes ao AQMNPV na 25 geragao sofreu poucas alteragdes morfologicas,
enquanto que na 40 geracao as alteracdes foram intensas nos dois tratamentos. As alteracdes
foram mais evidentes na MP e nas células colunares do revestimento epitelial.

Histoquimicamente a 40" geragdo mostrou mais reatividade aos métodos
aplicados, sendo as Co mais reativas em todos os tratamentos.

Assim podemos concluir que a soja IAC 100 com resisténcia a insetos € a
variedade transgénica BRS 359 RR promovem alteracdes a nivel morfoldgico e quimico em
ambas as geracdes larvais. No tratamento IAC 100 ¢ provavel que os efeitos estejam ligados
aos flavonoides rutina e genistina, enquanto o tratamento BRS 359 RR as alteragdes sao
provocadas por outros flavonoides (daidzina, malonil-daidzina e genisteina).

Os flavonoides rutina e genistina presentes nos cultivares resistentes
Dowling e IAC 100 e nas plantas utilizadas nos programas de resisténcia de plantas a insetos
PI 227687 e PI 229358 apresentam caracteristicas consideradas ideais para a utilizacdo na
quebra da resisténcia das larvas de A. gemmatalis resistentes ao AQMNPV.

De modo geral os gendtipos resistentes a insetos IAC 100, PI 227687 e PI
229358 podem ser recomendados para o programa de melhoramento, enquanto a BRS 359 RR

e Dowling sdo recomendadas para o plantio convencional.
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