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RESUMO

A broca da cana-de-acucar Diatraea saccharalis F. é considerada uma das principais
pragas nas Américas, sendo responsavel por danos diretos e indiretos a esta cultura. A
utilizagdo de entomopatdgenos para o controle de pragas tem se intensificado bastante nas
ultimas décadas, sendo os fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizim anisopliae
(Metch.) Sorok. os mais utilizados. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos destes
fungos, em diferentes concentragdes, sobre pardmetros bioldgicos de D. saccharalis e analisar
morfologica e quantitativamente os tipos de hemocitos desse inseto, em lagartas do terceiro
instar, desafiados imunologicamente pelos fungos estudados, em concentragdes diferentes.
Foram avaliados periodo e viabilidade larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos ¢
longevidade de machos e fémeas de D. saccharalis, pulverizando-se concentragdes de 10°,
10*, 10> conidios mL™ sobre lagartas do inseto. Com relagio a B. bassiana, os resultados
mostraram que para o periodo larval e pupal e viabilidade pupal ndo houve diferenca. A
viabilidade larval foi reduzida na concentragio de 10° conidios mL"' (56,67%). A
fecundidade, a viabilidade de ovos e a longevidade de machos e¢ fémeas foram afetadas,
principalmente na concentragio 10° conidios mL™', onde apresentaram médias de 237 ovos,

48,60 %, 2,17 e 2,50 dias, respectivamente. Para M. anisopliae foram observadas diferencas
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em relagdo viabilidade larval (56,67%), periodo pupal (7,86 dias), viabilidade pupal (53,33%),
viabilidade de ovos (52,34%) e longevidade de machos e¢ fémeas (2,17 e 2,50 dias), na
concentragdo 10° conidios mL™. Os resultados referentes & analise dos hemécitos revelaram
que as células mais freqlientes foram os esferuldcitos, plasmdcitos e granuldcitos, com
percentuais de 34,75%, 29,66% e 22,16%, respectivamente, enquanto que os hemdcitos menos
freqlientes foram os pro-hemocitos (8,33%), adipohemocitos (2,58%) e oenocitdides (2,41%).
Apbs inoculagdo com o fungo B. bassiana verificou-se que diferengas s6 ocorreram para os
granuldcitos na concentragio de 10’ conidios mL™' (24 e 36h) e para os plasmocitos nas
concentracdes 10° conidios mL™ (60h) e 10’ conidios mL™" (24 e 36h), onde houve um
aumento dos granulocitos e declinio dos plamdcitos na maior concentragdo, e aumento dos
plasmoécitos na concentragio 10° conidios/mL™". M. anisopliae ndo interferiu nos granuldcitos
e plamocitos. No que se refere aos esferulocitos verificou-se uma maior tendéncia de reducdo
dessas células no intervalo de 36h para ambos os fungos, porém diferenca significativa so6
ocorreu na concentracdo de 10° conidios/mL™" no intervalo de 60h resultando na menor média
para esse tipo de hemoécito quando desafiados pelo M. anmisopliae. Os resultados obtidos
indicaram que B. bassiana e M. anisopliae, mesmo sendo utilizados em baixas concentragoes,
tém potencial para serem utilizados em programas de controle, visto que, os mesmos afetaram

negativamente parametros bioldgicos imprescindiveis ao ciclo de D. saccharalis.
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ABSTRACT

The sugarcane borer Diatraea saccharalis F. is considered one of the main pests in
America, being responsible for direct and indirect damages to this culture. The use of
entomophatogenic fungi for the control of pests has been a lot intensified in the last decades,
and the fungi Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizim anisopliae (Metch.) Sorok
were the most used. The objective of this research was to analyze the effects of these fungi, in
different concentrations, on biological parameters of D. saccharalis and to analyze
morphologically and quantitatively the types of hemocytes of that insect, on larvae of the 3th
instar, challenged immunologically by the studied fungi, in different concentrations. It was
analyzed period and viability larval and pupal, fecundity, viability of eggs and longevity of
males and females of D. saccharalis, being sprayed concentrations of 10°, 10%, 10’ conidia
mL™" on larvae. In relation to B. bassiana, the results showed that there was no difference for
the larval and pupal period and pupal viability. The larval viability was reduced in the
concentration of 10° conidia mL™(56.6%). the fecundity, the viability of eggs and the
longevity of males and females were affected, mainly in the concentration 10° conidia mL™,
where they presented averages of 237 eggs, 48.60%, 2.17 and 2.50 days, respectively. For M.

anisopliae differences were observed in relation larval viability (56.67%), pupal period (7.86
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days), pupal viability (53.33%), viability of eggs (52.34%) and longevity of males and females
(2.17 and 2.50 days), in the concentration 10° conidia mL". The results relating to the
analysis of the hemocytes revealed that the most frequent cells were the spherulocytes,
plasmatocytes and granulocytes, with rates of 34.75%, 29.66% and 22.16%, respectively,
while the least frequent hemocytes were the prohemocytes (8.33%), adipohemocytes (2.58%)
and oenocytoids (2.41%). After inoculation with the fungus B. bassiana it was verified that
differences happened only to the granulocytes in the concentration of 10’ conidios mL™ (24
and 36h) and to the plasmatocytes in the concentrations 10° conidia mL™ (60h) and 10’
conidia mL™ (24 and 36h), where there was an increase of the granulocytes and a decrease of
the plamatocytes in the largest concentration, and an increase of the plasmatocytes in the
concentration 10° conidia/mL". M. anisopliae didn't interfere in the granulocytes and
plasmatocytes. Relating to the spherulocytes a larger tendency to reduction of those cells was
verified at an interval of 36h for both fungi. However a signicant difference only happened in
the concentration of 10° conidia/mL™ at an interval of 60h resulting in the smallest average for
that type of hemocyte when challenged by the M. anisopliae. The obtained results indicated
that B. bassiana and M. anisopliae, even being used in low concentrations, they have potential
to be used in programs of control, considering that the same ones affected negatively

indispensable biological parameters to the cycle of D. saccharalis.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
A cana-de-agucar Saccharum officinarum L. ¢ uma monocotiledonia perene, herbacea, da

familia Gramineae, propria de climas tropicais e subtropicais, originaria do sudeste da Asia. Esta
cultura foi introduzida no Brasil em 1502, sendo, em nosso pais, considerada de grande
importancia no ambito socio-econdmico, devido a sua matéria prima na producdo de alimento,
racdo animal, adubos organicos, além de favorecer a mao de obra e a geragdo de divisas como a
exportagdo de aglicar e cachaga. E também uma alternativa para o consumo automotivo
reduzindo, dessa forma, a importagdo de petréleo (Mendonga 1996, Cesnik & Miocque 2004).

Dentre os paises produtores de cana-de-agtlicar, o Brasil desponta como um dos maiores,
com uma produ¢do de aproximadamente 440.000.000 t para a safra 2005/2006 e um rendimento
em torno de 74 t/ha (UNICA 2006). Ocupa uma area de 5,2 milhdes de hectares, sendo Sdo
Paulo o detentor da maior parcela da produgdo nacional de alcool e agucar, e na regido Nordeste,
Alagoas e Pernambuco os maiores produtores (Mendonga 1996).

Um dos grandes problemas enfrentados por essa cultura estd no fato de ser vulneravel,
durante todo o seu desenvolvimento, ao ataque da broca da cana-de-agucar Diatraea saccharalis
F., onde normalmente sua incidéncia ¢ menor quando a cana ¢ ainda jovem e ndo apresenta
entrends formados, aumentando consideravelmente a sua pressdo com o desenvolvimento da
planta (Macedo & Botelho 1988).

Considerada uma das principais pragas da cana-de-agicar nas Américas, as lagartas de D.

saccharalis provocam danos diretos devido ao hédbito de perfurar a cana jovem, causando a



morte da gema apical, enquanto que na fase da cana adulta, provoca brotacdes laterais,
enraizamento aéreo, além da atrofia de entrenos e canas quebradas, reduzindo-se, dessa forma, a
producdo de cana e, conseqiientemente, do acucar (Mendonga 1996). Os danos indiretos sdo
causados por microorganismos, geralmente fungos (Fusarium moniliforme Sheldon e
Colletotrichum falcatum Went), que invadindo o entrend, através do orificio aberto pela lagarta,
provocam a inversdo de sacarose, resultando em perdas, pelo consumo de energia no
metabolismo de inversdo e pelo fato de os acucares, resultantes desse desdobramento, ndo se
cristalizarem no processo industrial (Botelho & Macedo 2002).

O manejo integrado apresenta-se, pois, como método bastante utilizado e recomendado
para o controle dessa broca, que se baseia principalmente no método bioldgico, com a
preservacgdo e multiplicacdo de inimigos naturais (Almeida ez al. 1988).

Para Macedo & Botelho (1988), as lagartas de D. saccharalis logo apo6s a sua eclosdo,
estdo sujeitas a acao de parasitoides, predadores e entomopatdgenos que agem principalmente até
a penetragdo destas no entrend, ¢ mesmo apoOs estarem no interior da cana, continuam
susceptiveis e o controle natural nesta fase ocorre em torno de 20%.

Os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. sio mundialmente conhecidos e utilizados como agentes de controle
bioldgico para diversas pragas agricolas de expressao econdmica. Um exemplo de aplicabilidade
desses entomopatogenos no Manejo Integrado de Pragas, foi o programa de controle biologico da
cigarrinha da folha da cana-de-agucar Mahanarva posticata (Stal.) através da utilizagdo de M.
anisopliae no Estado de Pernambuco, desde 1970. Segundo Marques (1992), foram produzidos
pelo Instituto do Agticar e do Alcool (IAA)/PLANALSUCAR, 38.000 Kg de conidios desse

fungo para aplicacdo em uma area de 474.000 ha de cana-de-acucar infestada por M. posticata.



O potencial do uso de isolados de M. anisopliae, testado por Sosa-Gomez & Alves (1983)
foi utilizado no controle microbiano de insetos, considerando-se como principais caracteres nao
s6 a producdo de conidios em meio artificial, a sua viruléncia, e sua resisténcia a radiacdo
ultravioleta, mas também a sua producdo sobre cadaveres de D. saccharalis.

As lagartas da broca da cana-de-agucar D. saccharalis, quando submetidas a um elevado
potencial de inoculo de B. bassiana, sob temperatura média de 25° C e UR 90% apo6s 48 horas,
reduzem a sua alimentagdo, parando o processo apds 72 horas. Em geral, 96 horas depois da
inoculacdo ocorre 100% de mortalidade e o fungo passa a crescer saprofiticamente (Alves 1998).

De acordo com Alves & Pereira (1998) esses fungos causam disturbios fisioldgicos que
atingem o tegumento, os sistemas circulatdrio, reprodutor, respiratdrio, nervoso e digestivo dos
insetos atacados. Por serem considerados de largo espectro, podem infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros, desde o ovo até a fase adulta, uma caracteristica desejavel e
muito peculiar desse grupo.

A infecgdo ocorre normalmente via tegumento, onde o fungo germina entre 12 e 18 horas,
o que depende da presenga de nutrientes, como glucose, quitina, nitrogénio, etc. A penetracao
tegumentar ocorre devido a uma a¢do mecanica e quimica, levando cerca de 12 horas. Decorridas
72 horas da inoculagdo, o inseto apresenta-se totalmente colonizado, pois o tecido gorduroso
acha-se bastante atacado, passando, em seguida, ao tecido intestinal e os tubos de Malpighi, etc.,
advindo a morte em fun¢do da falta de nutrientes e do acimulo de substancias toxicas. Sobre o
cadaver ocorre a formacdo de grande quantidade de conidioforos e conidios caracteristicos da
espécie. Os insetos atacados por M. anisopliae tornam-se rigidos e cobertos por uma camada
pulverulenta de conidios. No final da conidiogénese, o cadaver pode mostrar tons de verde que

variam de claro a escuro, acinzentados ou ainda embranquecidos com pontos verdes. Essa



doencga ¢ conhecida como muscardine verde, contrastando com a muscardine branca provocada
por B. bassiana (Alves 1998).

Sendo responsaveis por epizootias, os fungos quando estdo no ambiente, apresentam alta
taxa de crescimento, producdo elevada e capacidade de sobrevivéncia de unidades infectivas. Ja
no hospedeiro, sdo capazes de resistir as barreiras fisico-quimicas impostas pelo tegumento e
hemolinfa levando o inseto a morte (Fuxa 1987).

O uso desses fungos no controle de pragas ¢ de grande viabilidade, uma vez que,
mesmo sendo utilizados em altas concentracdes ndo ocasionam desequilibrios bioldgicos de
importancia nos ecossistemas, pois ao contrario dos inseticidas quimicos de largo espectro,
conseguem manter as populagdes de parasitoides, predadores e polinizadores presentes nesses
ambientes, colocando-se como um importante fator no Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(Pereira ef al. 1998, Neves et al. 2001).

Noma & Strickler (2000) pesquisaram os efeitos da infeccdo de B. bassiana sobre Lygus
hesperus (Knight) através de observacdes da oviposi¢cdo. Foram testadas trés concentracdes, a
saber: 1,34 x 107, 1,92 x 10% e 1,10 x 10° conidios mL™" e duas condicdes de temperatura (25° e
35° C). Os percevejos inoculados com B. bassiana, independente da temperatura, tiveram
reducdo média da oviposi¢ao de 19%.

Mulock & Chandler (2001) avaliaram os efeitos de B. bassiana na concentragio 5x10’
conidios/mL™', sobre Diabrotica virgifera virgifera Le Conte, através de observagdes do
potencial reprodutivo de fémeas sobreviventes apds a inoculacdo do fungo, viabilidade e
producdo de ovos. Observaram que as fémeas sobreviventes, dez dias apds a emergéncia, tiveram
uma média de produ¢do de ovos, 30% inferior quando comparadas aquelas ndo tratadas com o

fungo. A capacidade reprodutiva total (média do nimero de ovos/fémea) foi significativamente



mais baixa nos insetos submetidos ao tratamento fingico. Os insetos tratados, cinco dias apos a
emergéncia apresentaram grande reducdo na produgdo total de ovos, quando comparados aos
insetos tratados aos 10 e 15 dias apds a emergéncia.

Hornbostel et al. (2004) analisaram os efeitos subletais de M. anisopliae sobre Ixodes
scapularis Say e constataram que esse fungo aplicado na concentragdo 10°® conidios mL™ reduziu
a fecundidade e a massa corporea de todos os estagios ativos do carrapato. Os autores discutem
que esse impacto na fecundidade pode ser maior do que aquele sugerido pela mortalidade
causada pelo fungo devido as conseqiiéncias no potencial reprodutivo das geragdes seguintes.

Os efeitos de B. bassiana e M. anisopliae na mortalidade, fecundidade e fertilidade de
Tetranychus evansi Baker & Pritchar foram avaliados por Wekesa et al.(2006). Os autores
verificaram que adultos e deutoninfas foram mais suscetiveis aos fungos do que larvas e
protoninfas. Observaram ainda que todas as concentragdes testadas ( 3,0 x 106, 1,0 x 107e1 x
10® conidios mL™) interferiram na fecundidade das fémeas, quando comparadas com a
testemunha, mas os resultados entre as concentracdes, ndo diferiram entre si, indicando que,
mesmo na concentracdo mais baixa, a fecundidade foi afetada.

Falleiros & Gregoério (1995) estudando as células sanguineas de D. saccharalis, discutem
que os hemocitos desempenham papéis de grande importancia para a vida desses organismos.
Tais células assemelham-se aos leucdcitos dos vertebrados, sdo uma mistura de tipos de células
apresentando diferentes morfologias e funcdes biologicas, como a capacidade de diferenciar e
atuar sobre agentes estranhos através de fagocitose, citotoxinas, encapsulacdo, cicatrizacdo de
ferimentos e coagulacdo. Tais reacdes de defesa tém sido freqlientemente observadas contra
corpos estranhos que invadem a hemocele, como os patdgenos e parasitdides, dentre outros

(Hung & Boucias 1996, Falleiros et al. 2003).



Através da microscopia eletronica e de luz, Vestergaard et al. (1998) estudaram a
infeccdo do tripes Frankliniella occidentalis (Pergande) por M. anisopliae, verificando a
presenga de corpos hifais desse fungo dentro do abdome e do térax do inseto apos 3 dias de
inoculacdo. Alguns deles foram mortos neste estidgio pela infec¢do, embora tenham apresentado
poucas estruturas do fungo inoculado. S6 apdés o 6° dia, numerosos corpos hifais foram
observados na hemocele, indicando evidentes danos nos tecidos do inseto.

Ja Quesada-Moranga & Vey (2004) em seu estudo sobre o efeito da proteina toxica
Bassiacridin, secretada por B. bassiana, em ninfas do 4° instar de Locusta migratoria L.
observaram que essa proteina provoca, além da melanizagdo, alteracdes das estruturas das células
epiteliais da traquéia, dos sacos aéreos e também do tegumento.

A caracterizagdo e a purificagdo de peptidios antimicrobianos produzidos em resposta a
infeccdes causadas por fungos em vdarias espécies de insetos tém proporcionado novos
conhecimentos a respeito da organiza¢do e da regulacdo do sistema imunoldgico dos insetos.
Estudos mostram que os insetos possuem um sistema de reconhecimento de patdégenos capaz de
ativar um complexo de moléculas sinalizadoras e de coordenar a expressdo de varios genes,
sendo essas informagdes muito importantes para as perspectivas de controle biologico (Franc &
White 2000).

Para se defender de seus inimigos naturais, os insetos desenvolveram uma série de
mecanismos, tais como reagdes de reconhecimento, aglutinacdo, ativagdo de enzimas
proteoliticas, que levam a coagulagdo da hemolinfa e a producdo de melanina, reagdes celulares,
sintese de peptidios antimicrobianos e inibidores de proteases (Wheeler et al. 1993, Wilson et al.

1999).



A partir desses estudos, a presente pesquisa teve como objetivos avaliar os efeitos dos
fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae sobre pardmetros bioldgicos e analisar
morfoldgica e quantitativamente os tipos de hemocitos em lagartas do terceiro instar de D.

saccharalis, antes e ap6s a inoculagdo desses fungos em diferentes concentragdes.
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RESUMO - A broca da cana-de-agtcar Diatraea saccharalis F. é considerada uma das principais
pragas nas Américas. A utilizagdo de entomopatégenos para o controle de pragas tem se
intensificado, sendo os fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metch.) Sorok. os mais utilizados. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos destes
fungos, em diferentes concentragdes, sobre pardmetros bioldgicos da broca da cana-de-agucar.
Foram avaliados periodo e viabilidade larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos e
longevidade de machos e fémeas de D. saccharalis, apés a pulverizacdo dos fungos nas
concentragdes de 10°, 10* e 10° conidios mL™" sobre lagartas do terceiro instar do inseto. Com
relagdo a B. bassiana, a viabilidade larval foi reduzida significativamente na concentragio de 10’
conidios mL™ (56,67%). A fecundidade, a viabilidade de ovos e a longevidade de machos e
fémeas foram afetadas, principalmente quando tratadas pela concentragdo 10° conidios mL™”,
onde apresentaram médias de 237 ovos, 48,60 %, 2,17 e 2,50 dias, respectivamente. Para M.
anisopliae ndo foram observadas diferencas significativas no periodo larval e na fecundidade.
Em relacdo a viabilidade larval, periodo e viabilidade pupal, viabilidade de ovos e longevidade
de machos e fémeas, verificaram-se diferencas significativas, principalmente na concentraciao
10° conidios mL'l, com médias de 56,67 %, 7,86 dias ¢ 53,33 %, 52,34 %, 2,17 ¢ 2,50 dias,
respectivamente. Esses resultados indicam que B. bassiana e M. anisopliae, mesmo sendo usados
em baixas concentracdes, tém potencial para serem utilizados em programas de controle de D.

saccharalis.

PALAVRAS-CHAVE: Diatraea saccharalis, biologia, fungos entomopatogénicos
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EFFECTS OF Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. AND Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.
ON BIOLOGICAL PARAMETERS OF Diatraea saccharalis F. (LEPIDOPTERA:
CRAMBIDAE)

ABSTRACT - The sugarcane borer Diatraea saccharalis F. is considered one of the main pests
in America, being responsible for the direct and indirect damages. The use of entomophatogenic
fungi for the control of pests has been intensified in the last decades, and the fungi Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizim anisopliae (Metch.) Sorok. were the most used. This
work analyzed the effects of these fungi, in different concentrations, on biological parameters of
the sugarcane borer. Larval and pupal periods and viability, fecundity, viability of eggs and
longevity of males and females of D. saccharalis were investigated. Third instar larvae were
treated with 10°, 10* and 10° conidia mL™". Treated larvae with B. bassiana showed no
differences for larval and pupal periods and pupal viability. The larval viability, however, was
reduced in the concentration of 10° conidia mL™" (56.7%). The fecundity, the viability of eggs
and the longevity of males and females were affected, mainly when treated with 10° conidia mL’
' where they presented averages of 237 eggs, 48.6%, 2.17 and 2.50 days, respectively. For M.
anisopliae significant differences were not observed in the larval period and in the fecundity. In
relation to the larval viability, period and pupal viability, viability of eggs and longevity of males
and females, significant differences were verified, mainly in the concentration 10° conidia mL'l,
with averages of 56.67%, 7.86 days and 53.33%, 52.34%, 2.17 and 2.50 days, respectively. The
obtained results indicate that B. bassiana and M. anisopliae, even being used in low
concentrations, they have potential to be used in programs of control, considering that the same

ones affected negatively indispensible biological parameters to the cycle of D. saccharalis.

KEY WORDS: Diatraea saccharalis, biology, entomopathogenic fungi
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Introducio

A cana-de-acUcar Saccharum officinarum L. € uma graminea propria de climas tropicais e
subtropicais, originaria do sudeste da Asia. Introduzida no Brasil em 1502, ¢ considerada de
grande importancia no ambito sdcio-econdmico, devido a sua matéria prima para produgdo de
alimento e racdo animal, bem como uma das alternativas para o consumo automotivo,
propiciando reducdo na importagao de petréleo. (Mendonga 1996).

Com uma producao de aproximadamente 440.000.000 t para a safra 2005/2006, Sdo Paulo
destaca-se com a maior produ¢do nacional de 4lcool e agucar, sendo no Nordeste, Alagoas e
Pernambuco os maiores produtores (UNICA 2006). Entretanto, os problemas fitossanitarios tém
se constituido como um dos principais fatores limitantes para a reducdo da producdo agricola e
do rendimento industrial, sendo a broca Diatraea saccharalis F. uma das principais pragas
responsaveis por essas perdas econdmicas (Almeida et al. 1988).

Considerada uma das principais pragas da cana-de-acticar nas Américas, as lagartas de D.
saccharalis provocam danos diretos devido ao habito de perfurar a cana nova, causando a morte
da gema apical, j4 na cana adulta, provoca brotacdo lateral, enraizamento aéreo, atrofia de
entrends e canas quebradas, reduzindo a quantidade de cana e aglicar (Mendonga 1996). Os
danos indiretos sdo causados pela penetracdo de microorganismos, geralmente fungos (Fusarium
moniliforme Sheldon e Colletotrichum falcatum Went) através dos orificios deixados pelas
lagartas (Botelho & Macedo 2002).

Nas ultimas décadas o controle microbiano tem se intensificado principalmente na area
agricola, em decorréncia do uso indiscriminado e dos sérios danos que os inseticidas quimicos
tém causado aos ecossistemas. Além disso, a utilizagdo de agentes entomopatogénicos tem

demonstrado vantagens com relacdo aos pesticidas quimicos, quando observados critérios como:
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eficacia, baixo custo, redugdo de residuos quimicos nos alimentos € no meio ambiente,
preservacdo dos inimigos naturais e aumento da biodiversidade nos ecossistemas, bem como na
seguranca do homem e de outros organismos (Alves 1998a, Lacey et al. 2001).

Dentre os fungos entomopatogénicos mais utilizados em controle de pragas estdo
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., devido a ampla
distribuicdo geografica, a variedade de hospedeiros e ocorréncias de ambos em condi¢des
naturais, enzodticas ou epizodticas (Alves 1998b).

A suscetibilidade dos estagios de desenvolvimento de Megalurothrips sjostedti (Trybom) a
M. anisopliae, bem como os efeitos da infec¢do causada pelo fungo na alimentagdo, fecundidade
do adulto, fertilidade dos ovos e longevidade foram estudadas em condi¢des de laboratério por
Ekesi & Maniania (2000). Foram testadas as concentra¢des de 10°, 107 ¢ 10° conidios mL™" e foi
verificado que todas elas afetaram a fecundidade, a fertilidade dos ovos e a longevidade dos
adultos sobreviventes da infec¢do, com redugdes significativas. A fertilidade foi de 48%, 46% e
30% para as trés concentragdes, respectivamente, enquanto que a testemunha teve um percentual
de 72%, diferindo dos trés tratamentos, sendo a concentracao 10® conidios mL'l, a que mais
afetou esse parametro biologico.

Pesquisas realizadas por Alves et al. (2002) sobre os efeitos da fase leveduriforme de B.
bassiana e sua patogenicidade contra D. saccharalis e Tetranychus urticae mostraram que, para
Tetranychus urticae ndo ocorreu uma maior viruléncia das estruturas leveduriformes como
observado para D. saccharalis, mas indicaram que essas células podem ser efetivas como
indculo para aplicacdes de B. bassiana contra diferentes artropodos. A mais alta atividade das
células leveduriformes contra D. saccharalis deve ter sido devido a melhor adesdo e penetracao

dessas células através da cuticula da lagarta.
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N'Doye (1976) observou que a fertilidade de fémeas de Chilo suppressalis Walker
sobreviventes de infeccdo por B. bassiana foi reduzida. Nnakumusana (1985) relatou que
infec¢des por Aspergillus reduziram acentuadamente a longevidade, fecundidade e fertilidade
dos ovos de Anopheles gambii, Culex fatigans e Aedes aegypti em graus que dependem do instar
larval em que estes foram infectados.

Noma & Strickler (2000) pesquisaram os efeitos da infec¢do de B. bassiana sobre Lygus
hesperus (Knight) através de observacdes da oviposi¢cdo. Foram testadas trés concentracdes, a
saber: 1,34 x 107, 1,92 x 10° e 1,10 x 10° conidios mL™" e duas condicdes de temperatura (25° e
35° C). Os percevejos inoculados com B. bassiana, independente da temperatura, tiveram
reducdo média da oviposi¢ao de 19%.

Mulock & Chandler (2001) avaliaram os efeitos de B. bassiana na concentragio de 5x10’
conidios mL™, sobre Diabrotica virgifera virgifera LeConte, no potencial reprodutivo,
viabilidade de fémeas sobreviventes e producdo de ovos. Observaram que as fémeas, dez dias
apoOs a emergéncia, tiveram uma média de producdo de ovos, 30% inferior quando comparadas
aquelas ndo tratadas. A capacidade reprodutiva total (média do niimero de ovos/fémea) foi
significativamente mais baixa nos insetos submetidos ao tratamento fungico. Os insetos tratados
com o fungo, cinco dias apos a emergéncia apresentaram grande reducdo na producado total de
ovos, quando comparados aos insetos tratados aos 10 e 15 dias apos a emergéncia.

Franga (2004) analisando a reprodug¢do do percevejo predador Podisus nigrispinus
(Dallas), alimentados com lagartas do 3° instar de Alabama argillacea (Hueb.) contaminadas
com B. bassiana e M. anisopliae, observou que houve uma reducdo significativa com relagdo a
sua fertilidade, com médias de 196,5 e 191,8 ovos por/fémea, respectivamente, comparadas a

testemunha que foi de 427,0 ovos/fémea.
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Hornbostel et al. (2004) analisaram os efeitos subletais de M. anisopliae sobre Ixodes
scapularis Say e constataram que o fungo aplicado na concentragio 10® conidios mL™ reduziu a
fecundidade e a massa corporea de todos os estdgios ativos do carrapato. Os autores discutem
que, além da mortalidade causada pelo fungo, o impacto na fecundidade pode ser igualmente
importante devido as conseqiiéncias negativas no potencial reprodutivo das geragdes futuras.

Estudos foram realizados para avaliar os efeitos letais e subletais de Brevibacillus
laterosporus (Laubach) em Musca domestica (L.). Foram observados o aumento do tempo de
desenvolvimento das larvas e a reducdo do peso das pupas. Adultos sobreviventes que foram
alimentados com dieta subletal (contendo baixas concentra¢des de esporos) mostraram reducao
significativa na fecundidade e longevidade. A maior taxa de fecundidade foi observada no
controle (280 ovos) e a menor no tratamento (1,7 x 10°* esporos) que foi de 11 ovos. Verificou-se
que larvas alimentadas com dietas contendo concentragdes subletais de B. laterosporus, tiveram
o ciclo alongado e produziram moscas de tamanhos menores e com baixa fecundidade (Ruiu et
al. 20006).

Os efeitos de B. bassiana e M. anisopliae na mortalidade, fecundidade e fertilidade de
Tetranychus evansi Baker & Pritchar foram avaliados por Wekesa et al.(2006). Os autores
verificaram que adultos e deutoninfas foram mais suscetiveis aos fungos do que larvas e
protoninfas. Observaram ainda que todas as concentragdes testadas (3,0 x 106; 1,0x10"e1x 108
conidios mL™) interferiram na fecundidade das fémeas, quando comparadas com a testemunha,
mas os resultados entre as concentracoes, nao diferiram entre si.

Os patogenos geralmente induzem redugdes notaveis na fecundidade e/ou fertilidade dos

adultos sobreviventes, contudo, muitos dos trabalhos referem-se a viroses, sendo limitadas as
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informagdes sobre efeitos secundarios ou subletais de infecgdes por fungos (Bullock et al. 1970,
Simmons & Sikorowski 1973, Perelle & Harper 1986, Santiago-Alvarez & Vargas Osuna 1988).

Dessa forma, a presente pesquisa objetivou avaliar os efeitos dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae em diferentes concentracdes sobre o periodo e
viabilidade larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos e longevidade de machos e fémeas

de D. saccharalis.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Patologia de Insetos da Area de
Fitossanidade, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE), em Recife, PE.

Obtencao dos Insetos: As lagartas do 3° instar de D. saccharalis foram obtidas da criacdo do
laboratério de Controle Biologico da Area de Fitossanidade do Departamento de Agronomia da
UFRPE, e mantidas sob dieta artificial modificada de Hansley & Hammond (1968), que consiste
basicamente de solu¢do vitaminada, sais de Wesson, acucar, farelo de soja, germe de trigo, acido
ascorbico e agua.

Obtencao dos Isolados de B. bassiana e M. anisopliae: Foram utilizados os isolados ESALQ
447 de B. bassiana e E9 de M. anisopliae, provenientes da micoteca do referido laboratoério,
onde sao mantidos a uma temperatura de 6 + 2°C em tubos de vidro com meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar mais o antibidtico sulfato de estreptomicina (BDA+A) e oleo Nujol. As
suspensdes foram preparadas a partir de placas Petri contendo meio de cultura com os fungos
entomopatogénicos, adicionando-se 20 mL de 4gua destilada esterilizada para B. bassiana e

15mL para M. anisopliae acrescido de espalhante adesivo Tween 80 a 0,01% (ADE+E), sendo
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filtradas em gaze esterilizada e as concentragdes para ambos os isolados foram ajustadas em 10°,
10* € 10° conidios mL™', mediante o uso da cAmara de Neubauer. A viabilidade de conidios foi
determinada por meio de plaqueamento em BDA + A, apds 24h, em estufa incubadora B.O.D. a
26 £ 1°C e 12h de fotofase, fazendo-se a contagem de conidios germinados e ndo germinados em
microscopios opticos de luz, segundo metodologia descrita por Alves & Moraes (1998).
Avaliacao de Parametros Biologicos de D. saccharalis: Foram avaliados periodo e viabilidade
larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos e longevidade de machos e fémeas.
Lagartas: Nesse experimento, em delineamento inteiramente casualizado, foram utilizados
quatro tratamentos com cinco repeticoes com 10 lagartas cada, as quais foram pulverizadas com
as concentragdes fungicas de 10°, 10* e 10° conidios mL™ e a testemunha com 4gua destilada
esterilizada acrescido de espalhante adesivo Tween 80 a 0,01%. Em seguida, as lagartas foram
acondicionadas em uma bandeja plastica com compartimentos, contendo colmo de milho como
substrato alimentar, totalizando 50 insetos por tratamento. A inoculacdo deu-se através da
pulverizagao com o auxilio de um microatomizador de marca Paasche “VL”, sendo utilizado 1
mL da suspensdo por tratamento. As observagdes foram realizadas diariamente, colocando-se as
lagartas mortas em placas Petri para confirmacao do agente causal.
Pupas: Estas foram acondicionadas em caixas plasticas com algoddo hidrofilo umedecido,
forradas com papel filtro, protegidas com tampa telada, para o devido acompanhamento desta
fase e verificagdo do percentual de emergéncia.

O experimento para observagdes de lagartas e pupas foi mantido em condigdes de
laboratorio e a 27 + 2°C e 70 = 5% UR e 12 horas de fotofase.
Adultos: Foram utilizados 48 casais de D. saccharalis, provenientes dos tratamentos anteriores,

sendo 6 para cada tratamento, a saber: testemunha, 10°, 10* € 10° conidios mL™" totalizando 24
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casais para B. bassiana € M. anisopliae. Esses foram individualizados em gaiolas, contendo um
chumago de algoddao embebido com solugdo de mel a 10%, para sua alimentagdo, sendo, este,
renovado a cada dois dias. As gaiolas foram confeccionadas com tubos de PVC medindo 20cm
de didmetro e 22cm de altura; a parte inferior foi vedada por uma placa de plastico transparente e
na parte superior foi utilizado um tecido do tipo voil, preso por uma liga. A parte interna foi
revestida com papel sulfite umedecido para obtencdo dos ovos, os quais foram recolhidos
diariamente a fim de verificar-se a quantidade de ovos. A andlise da longevidade dos adultos foi
realizada através de observagdes diarias até o final do ciclo da populacdo experimental. Nesta
fase do experimento os individuos foram mantidos a 23 + 2°C, 70 + 5% de UR e 12 horas de
fotofase.

Ovos: As massas de ovos obtidas no papel sulfite foram retiradas diariamente das gaiolas, a fim
de passarem por processo de esterilizacdo externa. Apos esse procedimento, as posturas foram
recortadas e acondicionadas em placas Petri revestidas internamente com papel filtro umedecido.
Para determinacao da fecundidade e da viabilidade de ovos de D. saccharalis, foram efetuadas,
respectivamente, a contagem do numero de ovos e de lagartas eclodidas diariamente em todas as
posturas. O material foi acondicionado em BOD sob temperatura de 26 + 1°C e 70 = 5% UR e
12 horas de fotofase.

Analise Estatistica dos Dados Biologicos: os dados bioldgicos de D. saccharalis obtidos em
condi¢des de laboratdrio, foram analisados através da estatistica ndo-paramétrica, utilizando-se o
teste de Kruskal-Wallis, sendo as médias comparadas pelo teste ndo-paramétrico de

Comparacdes Multiplas, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

A acdo patogénica de B. bassiana e M. anisopliae em diferentes concentragdes foi
analisada sobre o periodo e viabilidade larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos e
longevidade de machos e fémeas de D. saccharalis. Os fungos utilizados foram testados quanto a
viabilidade e apresentaram percentual de germinagdo acima de 95%.

Conforme observado na Tabela 1, ndo houve interferéncia do fungo B. bassiana sobre o
periodo larval e pupal, nem sobre a viabilidade pupal de D. saccharalis. Com relacdo a
viabilidade larval, verificou-se que a média decresceu com o aumento da concentragdo do fungo
apresentando diferenca significativa (p<0, 05), sendo a menor média observada na concentragao
10° conidios mL™", que foi de 56,67% de viabilidade, diferindo da testemunha e da concentracao
de 10° conidios mL™", que apresentaram percentuais de 90% ¢ 86,67%, respectivamente.
Analisando-se esses resultados, verifica-se que a concentragio de 10° conidios mL™ de B.
bassiana reduziu a viabilidade larval de D. saccharalis, o que leva conseqiientemente, a uma
diminui¢do na populagdo de insetos adultos, reduzindo assim, a populagdo da geracdo seguinte.

Os resultados referentes a fecundidade, viabilidade de ovos e longevidade de machos e
fémeas de D. saccharalis inoculada com B. bassiana estdo apresentados na Tabela 2. Os dados
obtidos demonstram que houve redu¢do na fecundidade de D. saccharalis tratadas com a
concentragdo de 10° conidios mL"' que resultou num total de 237,00 ovos/fémea, quando
comparados a testemunha e as concentragdes de 10° ¢ 10* conidios mL™ que apresentaram os
totais de 357,17, 337,33 e 323,00 ovos/fémea, respectivamente. Com relagdo a viabilidade de
ovos, observou-se que esta foi reduzida nos tratamentos onde se utilizaram as concentragdes de
10* € 10° conidios mL'l, obtendo-se os percentuais de 63,43 e 48,60 %, respectivamente. Os

valores referentes a longevidade de machos de D. saccharalis provenientes de lagartas tratadas
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com 10° conidios mL™", foram de 2,17 dias e de 2,50 dias para fémeas, diferindo da testemunha
que foi de 3,50 dias para machos e 4,83 dias para fémeas, indicando que esta concentraciao
reduziu a longevidade do inseto. Em relagdo a esse parametro, as fémeas ja apresentaram
diferenca significativa na concentracio 10° conidios mL™", sugerindo que baixas concentracdes
podem produzir efeitos importantes no controle de populagdes de insetos.

Noma & Strickler (2000) relataram que os efeitos patogé€nicos de B. bassiana sobre a
fecundidade de L. hesperus, podem afetar o crescimento da populagdo, se esses insetos nao
forem mortos pela infecgdo. Os autores verificaram que L. hesperus teve uma redu¢do média de
19% na taxa de oviposi¢do devido a infec¢do por B. bassiana na concentragio de 1,34 x 10’
conidios mL™'. Com relagdo a fecundidade de D. saccharalis, verificou-se no presente trabalho
uma redugdo de 33,65% no percentual de oviposi¢io para a concentragdo 10° conidios/mL™,
expresso em valores absolutos na Tabela 2. A viabilidade dos ovos também foi afetada a partir
da concentracio 10* conidios/mL™, indicando redugio da populacio seguinte. Fargues et al.
(1991) demonstraram que a fecundidade do besouro Leptinotarsa decemlineata Say que
sobreviveram ao tratamento com B. bassiana na dosagem 3 x 10* conidios/cm® foi muito menor
(12 £ 9,1 ovos/fémea/dia) do que aquela dos besouros nado tratados. Constatou-se, ainda, que
machos e fémeas viveram menos, com reducgdes de 38 e 48,2%, respectivamente, em relagdo a
maior concentracao.

Com relagdo a M. anisopliae verifica-se que ndo houve diferencas relacionadas ao periodo
larval (Tabela 3). A média da viabilidade larval, submetida a concentra¢do 10° conidios mL™,
apresentou diferenga significativa (p < 0,05) quando comparada as demais concentragdes € em

relacdo a testemunha, indicando que este pardmetro bioldgico foi afetado pela acdo do patdogeno,
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reduzindo a populagdo em 34,2%, uma vez que muitas lagartas ndo conseguiram atingir o estagio
de pupa.

Em relagdo a duracdo do periodo pupal observou-se um aumento da média na concentragao
de 10° conidios mL™" (7,86 dias), diferindo da testemunha e da concentra¢io 10° conidios mL™,
onde foram obtidos 6,80 e 7,10 dias, respectivamente. A viabilidade pupal foi mais elevada no
controle e decresceu com as aplicagdes do fungo. Esta foi afetada apresentando percentual de
53,33% na concentra¢io de 10° conidios mL que diferiu do resultado da testemunha que foi de
88,33% (Tabela 3), com uma reducao de 39,6%.

Na Tabela 4, observa-se que, com excecdo da fecundidade, ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos para cada uma das outras variaveis analisadas (p < 0,05).

Apesar da fecundidade de D. saccharalis ndo apresentar diferencas estatisticas, constatou-
se uma média de 265,50 ovos/fémea para o tratamento de 10’ conidios mL™" e 344,33 ovos/fémea
para a testemunha. Os percentuais referentes a este pardmetro indicam uma redugdo de 22,89%
de ovos para a concentragio 10°conidios mL™ em relagdo & testemunha, o que do ponto de vista
bioldgico deve ser considerado. A viabilidade de ovos foi afetada, havendo reducdao em todos os
tratamentos com relagio a testemunha, sendo esse fato comprovado j4 na concentragio 10’
conidios mL™. Na concentragdo de 10° conidios mL™, o percentual de viabilidade dos ovos foi
de 52,34%, muito abaixo da testemunha que foi de 87,58%, sugerindo ser um aspecto importante
no controle da populacao.

A longevidade de machos e fémeas de D. saccharalis apresentou diferenga estatistica
apenas na concentragdo 10° conidios mL™" em relagdo & testemunha. Estudos realizados com
carrapatos I. scapularis também demonstraram efeitos subletais de M. anisopliae tendo sido

observado que apenas 30% das fémeas tratadas com o fungo conseguiram ovipositar (Hornbostel
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et al. 2004). Wekesa et al. (2006) comprovaram os efeitos de M. anisopliae e B. bassiana sobre
T. evansi verificando efeito dos fungos reduzindo a oviposigao.

Resultados semelhantes relacionados a efeitos subletais tém sido relatados por diversos
autores em insetos de diferentes ordens. Segundo Noma & Strickler (2000), o conceito de dose
subletal implica na infeccdo do inseto pelo patéogeno, com conseqii€ncias no seu
desenvolvimento e fertilidade.

No presente trabalho foi evidenciado que os fungos B. bassiana € M. anisopliae causam
efeitos secundarios que comprometem parametros biolodgicos determinantes para o sucesso de D.
saccharalis como praga, afetando a fecundidade e a viabilidade de ovos das fémeas
sobreviventes da infeccdo flingica, conseqiientemente alterando o ritmo de crescimento da
populacgdo, originando gera¢des com menos individuos e com o potencial da praga reduzido.

Esses resultados indicam que B. bassiana € M. anisopliae, mesmo sendo usados em baixas

concentragdes, tém potencial para serem utilizados em programas de controle de D. saccharalis.
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Tabela 1 — Efeito de Beauveria bassiana em diferentes concentragdes sobre periodo e
viabilidade (Média + DP) larval e pupal de Diatraea saccharalis em laboratério. Temp.: 27 +

2°C; UR: 70 £+ 5% e fotofase de 12h.

Tratamento Periodp larval Viabilidade Periodp pupal Viabilidade
(dias) larval (%) (dias) pupal (%)
Testemunha 28,04 £2,25a 90,00 £9,13a 7,53+0,31a 84,33 +20,53a
10° 24,62 +1,73a 86,67 £ 13,94a 7,47 £0,15a 76,67 £9,13a
10* 25,47+3,04a 76,67+19,00ab 7,63 £0,57a 75,33 £23,29a
10° 26,30 £2,50a 56,67 £ 19,00b 7,97 £ 0,60a 60,00 + 25,28a
Valor de p p"=0,1430 p=0,0475* pP=02713 'V =0,3404

(*) — Diferenga significante a 5,0%.

(1) — Através do teste de Kruskal-Wallis.

Obs: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si através de comparagdes pareadas
do teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2 — Efeito de Beauveria bassiana em diferentes concentragdes sobre fecundidade,
viabilidade de ovos e longevidade de machos e fémeas (Média + DP) de Diatraea saccharalis

em laboratorio. Temp.: 27 &+ 2°C; UR: 70 + 5% e fotofase de 12h.

Tratamento Fecundidade Viz:)lz/i(l)isd?%e; e Lon?zg?;ge de Lonéezf(ii(ii;Se e
Testemunha 357,17 £ 19,24a 88,41 +2,04a 3,50+ 0,55a 4,83 +0,75a
10° 337,33 £37,22a 83,28 = 3,60a 3,17 £ 0,98ac 4,00 £ 0,63b
10* 323,00 £ 58,80a 63,43 £ 8,30b 2,50 £ 0,55bc 3,33 £0,52¢
10° 237,00 £ 35,23b 48,60 + 3,22¢ 2,17 £0,41b 2,50 £0,55d
Valor de p Y =0,0074* p" <0,0001* p" =0,0008* p"=0,0186*

(*) — Diferenca significante a 5,0%.

(1) — Através do teste de Kruskal-Wallis.
Obs: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si através de comparagdes pareadas

do teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 3 — Efeito de Metarhizium anisopliae em diferentes concentragdes sobre periodo e
viabilidade (Média + DP) larval e pupal de Diatraea saccharalis em laboratério. Temp.: 27 +

2°C; UR: 70 £+ 5% e fotofase de 12h.

Tratamento Periodp larval Viabilidade Periodp pupal Viabilidade
(dias) larval (%) (dias) pupal (%)
Testemunha 33,20 £ 2,64a 86,67 + 13,94a 6,80 + 0,60a 88,33+ 11,18a
10° 33,92+ 1,57a 86,67 £ 18,26a 7,10 £ 0,22a 73,33 £ 13,69ac
10* 34,42 + 1,34a 86,67 £ 13,94a 7,27 +£0,55ab 65,33 £ 18,35bc
10° 34,85 £ 2,56a 56,67 £9,13b 7,86 £ 0,54b 53,33 £13,95b
Valor de p pV'=0,6730 p"=00257¢  pP=00366*  pV=0,0252%

(*) — Diferenga significante a 5,0%.

(1) — Através do teste de Kruskal-Wallis.

Obs: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si através de comparagdes pareadas
do teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 4 — Efeito de Metarhizium anisopliae em diferentes concentragdes sobre fecundidade,
viabilidade de ovos e longevidade de machos e fémeas (Média + DP) de Diatraea saccharalis

em laboratorio. Temp.: 27 &+ 2°C; UR: 70 + 5% e fotofase de 12h.

Viabilidade de Longevidade de =~ Longevidade de

Tratamento Fecundidade ovos (%) 3 (dias) O (dias)

Testemunha 344,33 +27,02a 87,58 +1,72a 3,50+ 0,55a 4,67 +1,03a
10° 336,33 £51,28a 82,54 + 4,590 3,50 £ 0,84a 4,17 £ 1,17ab
10* 333,00 £ 65,76a 67,74 £ 9,04c 2,67 +£0,82a 3,33 £0,82ab
10° 265,50 £ 175,16a 52,34 + 8,64d 2,17 +0,75b 2,50 +0,55b
Valor de p P =0,2245 "V =0,0002* V' =0,0055% P =0,0195*

(*) — Diferenca significante a 5,0%.

(1) — Através do teste de Kruskal-Wallis.

Obs: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si através de comparagdes pareadas
do teste de Kruskal-Wallis.
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CAPITULO 3
TIPOS E CONTAGEM DIFERENCIAL DOS HEMOCITOS EM Diatraea saccharalis F.
(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) DESAFIADOS IMUNOLOGICAMENTE PELOS FUNGOS
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. E Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. EM

DIFERENTES CONCENTRACOES.
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RESUMO - Este trabalho teve o objetivo de analisar morfologica e quantitativamente os tipos de
hemoécitos em lagartas do terceiro instar de Diatraea saccharalis F., desafiados
imunologicamente pelos fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., nas concentracdes 10°, 10° e 107 conidios mL™". Os resultados
revelaram que as células mais freqiientes foram os esferuldcitos, plasmocitos e granuldcitos, com
percentuais de 34,75%, 29,66% e 22,16%, respectivamente, enquanto que os hemocitos menos
freqlientes foram os pré-hemocitos (8,33%), adipohemocitos (2,58%) e oenocitoides (2,41%).
Apoés inoculagdo com o fungo B. bassiana verificou-se que diferengas significativas so
ocorreram para os granulocitos na concentragdo de 10 conidios mL™" (24 e 36h) ¢ para os
plasmoécitos nas concentragdes 10° conidios mL™ (60h) e 10" conidios mL" (24 e 36h), onde
houve um aumento dos granuldcitos e declinio dos plasmocitos na maior concentragdo, e
aumento dos plasmocitos na concentragio 10° conidios mL™". No entanto, o fungo M. anisopliae
ndo interferiu quantitativamente nos granulocitos e plasmocitos. No que se refere aos
esferulocitos verificou-se uma maior tendéncia de reducdo dessas células no intervalo de 36h
para ambos os fungos, porém diferenga significativa s6 ocorreu na concentragdo de 10° conidios
mL" no intervalo de 60h, resultando na menor média para esse tipo de hemécito quando

desafiados pelo M. anisopliae.

PALAVRAS-CHAVE: Diatraea saccharalis, fungos entomopatogénicos, hemocitos, morfologia
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TYPES AND DIFFERENTIAL COUNT OF HEMOCYTES IN Diatraea saccharalis F.
(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) CHALLENGED IMMUNOLOGICALLY BY THE FUNGI
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. AND Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. IN

DIFFERENT CONCENTRATIONS.

ABSTRACT - This research analyzed morphological and quantitatively the types of hemocytes
in 3th instar of Diatraea saccharalis F., challenged immunologically by the entomophatogenic
fungi Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. and Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. in the
concentrations 10°, 10> and 10" conidia mL™". The results revealed that the most frequent cells
were the spherulocytes, plamatocytes and granulocytes, with rates of 34,75%, 29,66% and
22,16%, respectively, while the least frequent hemocytes were the prohemocytes (8,33%),
adipohemocytes (2,58%) and eonocytoids (2,41%). After inoculation with the fungus B.
bassiana it was verified that significant differences only happened to the granulocytes in the
concentration of 10" conidia mL™ (24 and 36h) and for the plamocytes in the concentrations 10
conidia mL" (60h) and 10’ conidia mL" (24 and 36h), where there was an increase of the
granulocytes and a decrease of the plamocytes in the largest concentration, and an increase of the
plamocytes in the concentration 10° conidia mL". However, the fungus M. anisopliae no
interfered in the granulocytes and plamocytes. Relating to the spherulocytes a larger tendency to
reduction of those cells was verified at the interval of 36h for both fungi. However, a significant
difference only happened in the concentration of 10° conidia mL™ at the interval of 60h resulting

in the smallest average for this kind of hemocyte when challenged by M. anisopliae.

KEY WORDS: Diatraea saccharalis, entomopathogenic fungi, hemocytes, morphology
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Introducio

A Diatraea saccharalis F. ¢ considerada uma das principais pragas da cana-de-acucar, e
constitui-se num dos fatores limitantes para a sua exploracdo. Apesar de sua incidéncia ser
menor quando a planta ¢ jovem, esta ocorre durante todo o seu desenvolvimento, provocando
danos diretos, pois, devido a abertura de galerias ocasiona perda de peso, morte das gemas
laterais, secamento dos ponteiros e até tombamento das plantas; e indiretos, devido a penetracao
de fungos fitopatogénicos, a exemplo de Fusarium moniliforme Sheldon e Colletotrichum
falcatum Went, que sdo responsaveis pela inversdo de sacarose, diminuindo, dessa forma a
pureza do caldo e proporcionando menor rendimento em agucar e alcool (Botelho & Macedo
2002, Gallo et al. 2002).

Os fungos entomopatogénicos sdo bastante conhecidos mundialmente por seu alto
potencial no controle de diversas Ordens de insetos. De acordo com Alves & Pereira (1998)
esses fungos causam disturbios fisioldégicos que atingem o tegumento, sistema circulatorio,
sistema reprodutor, sistema respiratorio, sistema nervoso e sistema digestivo dos insetos
atacados.

Dentre os fungos entomopatogénicos, Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, sdo utilizados como potentes agentes no controle biologico de
insetos (Hajek & St. Leger 1994, Hegedus & Khachatourians 1996). Segundo Griesch &
Vilcinskas (1998), as proteases extracelulares produzidas por esses fungos parecem participar na
supressao da resposta imunologica celular na hemolinfa de larvas de Galleria mellonella L.

Nos insetos, os principais mecanismos de defesa sdo desempenhados pelos hemdcitos,
células livres circulantes na hemolinfa, cujo nimero e tipos diferem ndo s6 com a espécie

estudada como também com a idade e desenvolvimento do individuo. Essas células fornecem
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uma resposta agil e eficiente contra os patdgenos que atingem a hemocele, participando
ativamente dos mecanismos de defesa tais como: reconhecimento, fagocitose, encapsulagdo,
coagulagdo, formacdao dos noédulos e citotoxicidade (Gupta 1985, Ratcliffe er al. 1985). Os
hemocitos reconhecem uma variedade de corpos estranhos, pela interagdo direta de receptores de
superficie celular com moléculas do organismo invasor, ou indiretamente pelo reconhecimento
de receptores da resposta humoral que opsonizam a superficie do invasor (Lavine & Strand
2002). O sucesso das respostas de defesa depende do numero e dos tipos de hemocitos
envolvidos nestes mecanismos (Russo et al. 2001).

Nos ultimos anos tem havido um enorme progresso no conhecimento das defesas
imunologicas dos insetos (Sewify & Hashem 2001, Serebrov et al. 2001, Hoch et al. 2004, Lee
et al. 2005). A biodiversidade desses organismos tem proporcionado modelos importantes para
estudar as suas estratégicas antimicrobianas, as quais podem fornecer informagdes relevantes
para o desenvolvimento de metodologias de controle bioldgico por patdogeno. Assim, o objetivo
do presente trabalho foi analisar morfolégica e quantitativamente os tipos de hemocitos em
lagartas do terceiro instar de D. saccharalis, antes e apdés a inoculacdo dos fungos

entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana em diferentes concentragdes.

Material e Métodos
O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Patologia de Insetos da Area de
Fitossanidade, do Departamento de Agronomia e no Laboratoério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em
Recife, PE.
Obtencao dos Insetos. As lagartas de D. saccharalis foram obtidas da criagdo existente no

laboratério de Controle Bioldgico de insetos da UFRPE.
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Obtencao dos Isolados de B. bassiana e M. anisoplia: Os isolados utilizados foram B. bassiana
(447) isolado de Selenopsis invicta (Buren) e M. anisopliae (E9) isolado de Deois flavopicta
(Stal.), provenientes da micoteca do laboratério de Patologia de Insetos, onde sdo conservados na
temperatura de 6 + 2°C em tubos de vidro com meio de cultura Batata-Dextrose-Agar mais o
antibiotico sulfato de estreptomcina (BDA+A) e 6leo Nujol. As suspensdes dos fungos foram
preparadas a partir de placas Petri contendo meio de cultura com os fungos entomopatogénicos,
adicionando-se 20mL de dgua destilada esterilizada para B. bassiana e 15mL para M. anisopliae
acrescido de espalhante adesivo Tween 80 a 0,01% (ADE+E), sendo filtradas em gaze
esterilizada e as concentragdes para ambos os isolados foram aferidas em 103, 105, e 10’
conidios/mL™", mediante o uso da cAmara de Neubauer. A viabilidade de conidios foi avaliada
por meio de plaqueamento em BDA +A, apds 24h, em estufa incubadora B.O.D. a 26 + 1°C e
12h de fotofase, fazendo-se a contagem de conidios germinados e ndao germinados em
microscopio Optico de luz.

Tratamento Topico de D. saccharalis. As lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram
distribuidas em sete tratamentos, onde a testemunha foi pulverizada com agua destilada
esterilizada mais espalhante adesivo Tween 80 e os demais tratamentos receberam concentragdes
fungicas de 10°, 10° e 10" conidios mL™ de B. bassiana ¢ M. anisopliae. Cada tratamento
constou de 20 lagartas, que foram divididas em grupos de cinco, a fim de permitir a coleta de
hemolinfa, em diferentes intervalos de tempo (24, 36, 48 e 60 horas). Essas foram
acondicionadas em bandeja plastica com compartimentos, contendo colmo de milho como
substrato alimentar. A inoculag¢do foi realizada através de pulverizagdo com o auxilio de um

microatomizador de marca Paasche “VL”, sendo utilizado 1 mL da suspensao por tratamento. Os
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tratamentos foram mantidos em condicao de laboratorio a uma temperatura de 27 + 2°C, 70 + 5%
de UR e 12 horas de fotofase.

Coleta da Hemolinfa para Analise Morfolégica e Contagem Diferencial dos Hemaocitos.
Foram utilizadas 140 lagartas do terceiro instar de D. saccharalis, sendo 20 para a testemunha e
120 inoculadas com os fungos acima citados, referentes aos demais tratamentos. Amostras de
10ul de hemolinfa foram coletadas de cinco lagartas por tratamento, nos intervalos de 24, 36, 48,
e 60 horas pds-inoculagdo. Para isso realizou-se uma incisdo na regido meso-pleural da lagarta, e
com o auxilio de uma micropipeta colheu-se a hemolinfa. Em seguida, o material foi colocado
sobre uma ldmina contendo 10ul de solucdo salina para evitar a coagulagdo. Posteriormente,
realizou-se o esfregaco. Os esfregacos foram mantidos por aproximadamente 20 minutos a
temperatura ambiente para permitir uma melhor adesdo dos hemocitos a lamina. Apds este
procedimento, o material foi fixado em metanol, por cinco minutos, sendo em seguida submetido
a coloragdao pelo Giemsa, também por cinco minutos. A andlise morfoldgica foi realizada
utilizando microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49, e fotografados em fotomicroscopio
OLYMPUS BX-51. Para contagem diferencial dos hemocitos empregou-se metodologia
modificada de Falleiros et al. (2003), onde foram contadas 300 células em campos aleatérios da

lamina, utilizando-se a objetiva de imersao.

Resultados e Discussiao
Nos esfregacos da hemolinfa de lagartas do terceiro instar de D. saccharalis corados pelo
Giemsa, foram observados seis tipos de hemocitos: Pro-hemdcitos (PR), Plasmoécitos (PL),
Granulécitos (GR), Adipohemdcitos (AD), Oenocitoides (OE) e Esferulocitos (SP) (Fig 1). Esses

resultados estdo de acordo com Barduco ef al. (1988), os quais relataram a presenca dessas
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células durante todo o periodo larval nessa espécie. Esses mesmos autores citaram que ocorre
uma variagdo na populacdo celular ao longo do periodo larval, onde as células mais freqiientes
foram os plasmocitos, seguidos pelos: adipohemocitos, esferuldcitos, granulocitos, oenocitdides
e pro-hemocitos. Porém os resultados da presente pesquisa revelaram que as células mais
freqlientes foram os esferulocitos, plasmoécitos e granuldcitos, com percentuais de 34,75%,
29,66% e 22,16%, respectivamente, enquanto que os hemocitos menos freqiientes foram os pro-
hemocitos (8,33%), adipohemdocitos (2,58%) e oenocitdides (2,41%), que corroboram com o0s
dados descritos por Lackie (1988), Ratcliffe (1993), Strand & Pech (1995), os quais relataram
que nos estagios larvais em lepiddpteros normalmente as células granulares e os plasmocitos
compreendem mais de 50% dos hemdcitos circulantes, tendo a capacidade de adesdo na
superficie de corpos estranhos. Os outros hemdcitos descritos em lepiddpteros sdo células nao
adesivas, correspondendo aos esferuldcitos, oenocitodides e pro-hemdocitos. Falleiros et al. (2003)
trabalhando com microscopia de Transmissdo e Varredura, também observaram maior
freqliéncia de plasmocitos, granuldcitos e esferulocitos na hemolinfa de larvas de D. saccharalis.
Segundo Sass et al. (1994) os esferuldcitos estdo envolvidos no transporte de componentes
cuticular, o que pode explicar o seu maior percentual entre os hemocitos, pois as lagartas
encontravam-se proxima a mudanca de fase de instar. J4 os oenocitdides contém precursores da
fenoloxidase que provavelmente desempenha uma fun¢do na melanizacdo (Ashida & Dohke
1980, Iwama & Ashida 1986, Jiang et al 1997). Os pro-hemocitos sdo relatados como células
tronco que se diferenciam em um ou mais tipos de hemdocitos.

A Tabela 1 mostra que apos inoculagdo com o fungo B. bassiana diferencas significativas
sO ocorreram para os granuldcitos na concentragdo de 107 conidios mL™ (24 e 36h) e para os

plasmocitos nas concentragdes 10° conidios mL" (60h) e 107 conidios mL™" (24 e 36h), onde
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houve um aumento dos granulécitos e declinio dos plamdcitos na maior concentragdo, € aumento
dos plasmocitos na concentragdo 10° conidios mL™. No entanto, o fungo M. anisopliae nio
interferiu significativamente nos granuldcitos e plamdcitos. No que se refere aos esferulocitos
verificou-se uma maior tendéncia de reducao dessas células no intervalo de 36h para ambos os
fungos, porém diferenga significativa so ocorreu na concentragio de 10° conidios mL™ no
intervalo de 60h, resultando na menor média para esse tipo de hemocito quando desafiados pelo
M. anisopliae. Nao foram observadas alteragdes morfologicas nessas células apds inoculagio
com os fungos entomopatogénicos em relacdo a testemunha.

De acordo com Han & Gupta (1989), Eslin & Prevost (1998) e Han et al. (1998) os
hemocitos podem ser capazes de responder rapidamente a mudancas ambientais, devido as varias
funcdes fisioldgicas desempenhadas por essas células na hemolinfa, onde o numero e proporcao
de cada tipo de hemdcito liberado de 6rgdos hematopoéticos pode mudar rapidamente em
respostas as varias reagdes imunes contra patdogenos.

Os dados desta pesquisa mostraram uma flutuagdo populacional dos hemdcitos em
respostas as diferentes concentragdes dos fungos B. bassiana e M. anisopliae nos intervalos de
24, 36, 48 e 60h. No entanto, apenas o fungo B. bassiana na concentragao 107 conidios mL™! nos
intervalos de 24 e 36h, demonstrou uma interferéncia mais efetiva na populagao dos granuldcitos
e plasmocitos de D. saccharalis. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Hung ef al.
(1993), Hegedus & Khachatourians (1996) e Hung & Boucias (1996), os quais relataram um
aumento de granuldcitos em Spodoptera exigua (Hb.) e no gafanhoto Melanoplus sanguinipes F.
quando inoculados com esse fungo, enquanto que Lee et al. (2005) observaram uma diminui¢ao
dos plasmocitos em Mamestra brassicae, quando inoculadas com Nomuraea rileyi (Farlow)

Samson e B. bassiana. Segundo Chain & Anderson (1983), Gunnarsson (1988), Pech & Strand
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(1996) e Fuguet & Vey (2004) a redugdo dos plasmdcitos pode esta relacionada ao envolvimento
dessas células no processo inicial de nodulag¢do, enquanto que os granuldcitos so participam dos
estagios finais desse processo, o que justificaria o seu aumento. Esses mesmos autores sugerem
ainda que o declinio dos plasmocitos, em infeccdes com fungos, pode estar relacionada a sua
suscetibilidade aos metabdlicos secundarios toxicos produzidos por estes.

A menor interferéncia do fungo M. anisopliae, na populagdo dos granuldcitos e
plasmécitos pode estar relacionado ao isolado e/ou concentragdo, pois segundo Sewify &
Hashem (2001) quando Galleria mellonella L. foi inoculada com M. anisopliae, isolado de solo
Egipcio, na concentragio de 10’ conidios mL™, ocorreu um aumento significativo dos
granuldcitos. No entanto, Gillespie et al. (2000) observaram no gafanhoto Schistocerca gregaria,
uma reducdo significativa dos granuldcitos e plasmocitos quando inoculados por M. anisopliae
var. acridum, na concentragao 7,5 x 10* conidios mL™.

Apesar de B. bassiana ter mostrado uma acdo mais efetiva sobre a dindmica populacional
dos granulodcitos e plasmocitos de lagartas de D. saccharalis em relagdo ao M. anisopliae,
estudos mais detalhados sobre o processo de defesa imunoldgico desse inseto devem ser
realizados, no que se refere a fatores humorais e metabolicos toxicos secundarios produzidos por

esses fungos.
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Tabela 1. Médias (+ erro padrdo) dos numeros de granuldcitos (GR), plasmdcitos (PL) e

esferulocitos (SP) da hemolinfa de lagartas do terceiro instar de D. saccharalis, desafiados

imunologicamente pelos fungos B. bassiana (B.b.) e M. anisopliae (M.a.).

Tratamento Tempo apos tratamento (horas) Estatistica'
Granulo6citos 24 36 48 60 Fs,5. P
Testemunha 15,0+£2,52b 19,7+4,05b 24,3 £ 9,95 30,7 +2,73 ab 2
B.b. - 10° 28,3+3,33 ab 347+233D 37,7+ 6,36 32,7+3,76 ab -
B.b.- 10’ 29,3 +£2,90 ab 343+498D 34,3 + 8,35 39,0+4,58a -
B.b.- 10’ 443 + 8,68 aAB 61,7+9,17 aA 273+145B 31,3+4,10abB  5,37;0,0256
M.a. - 10° 23,7 +£2,96 bAB 33,0+ 2,00 bA 30,7+ 0,33 B 20,7 £2,73 bB 4.93;0,0316
M.a. - 10° 31,7+ 0,88 ab 42,3 +5,81 ab 29,7 £4,63 437+1,85a -
M.a. - 10’ 26,0£0,58abB  343+1,85bAB  35,7+2,90 A 39,7+ 1,45 aA 9,21;0,0057
Fs 14; P 4,96; 0,0064 6,60; 0,0018 2 5,62; 0,0037
Plasmocitos
Testemunha 36,0+3,46 a 33,7+3,20a 27,7+5,36 21,7+425b 2
B.b.-10° 32,7+6,12a 29,0 £4,58 ab 33,0+ 3,51 38,3+3,18a -
B.b.-10° 353+348a 26,0 £0,58 ab 30,7 £ 2,60 26,0+ 1,53 ab -
B.b. - 10’ 13,3+ 3,18 bB 13,7 +3,84 bB 31,7441 A  27,0£4,58ab AB  4,92;0,0318
M.a. - 10° 36,3+0,33a 28,0 £ 6,24 ab 28,7 +4,48 31,7+ 1,45 ab -
M.a. - 10° 38,7+ 1,45 aA 27,7+ 1,67 abB 40,3+3,38A 35,0+3,21 abAB  5,23;0,0273
M.a. - 10’ 27,0+ 1,15 aB 33,0+ 1,00aAB  32,7+1,76AB 353+167abA 6,40;0,0161
Fe 14, P 8,23; 0,0006 3,84;0,0179 - 3,80; 0,0185
Esferuldcitos
Testemunha 40,0 £ 2,08 34,7 £8,76 30,0 + 6,68 343+ 6,43 a 2
B.b. - 10° 31,0+4,58 24,7 +£5,60 243 +2,18 23,0+ 1,53 ab -
B.b.- 10’ 27,3 +6,56 29,0 £ 3,00 27,7+ 6,89 27,0 £5,13 ab -
B.b.- 10’ 23,3+10,90 14,7 £ 4,05 30,3 +4,84 24,7 £5,90 ab -
M.a. - 10° 33,0 £3,51 24,7 +£4.733 30,3+ 7,36 33,0+1,53a -
M.a. - 10° 23,7 +2.733 12,3 +5,49 20,0 £1,53 10,7+ 3,18b -
M.a. - 10’ 33,3 +2,03 27,7+1,20 29,7 £ 4,63 21,0 £2,52 ab -
Fs 14; P - - - 4,22;0,0124 -

'Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, nio diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
“Resultados ndo significativos pela ANOVA.
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Figura 1. Tipos de hemdcitos observados na hemolinfa de lagartas do terceiro instar de D.
saccharalis: Pré-hemocito (PR), Plasmocito (PL), Granulocitos (GR), Adipohemocito (AD),

Oenocitdide (OE) e Esferuldcito (SP). Coloracdo Giemsa. Aumento 1071x.
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