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CRUZ, N.A. Estudo Morfoldgico e Histoquimico do Intestino Médi o de Larvas
de Anticarsia gemmatalis (HuUbner 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) Suscetiveis e
Resistentes ao AgMNPV Alimentadas com Gendtipos de Plantas Resistent es a
Insetos . 2008/2009. 162 fls. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) é a principal praga
da cultura da soja. Para controlar este inseto, tém sido empregadas técnicas como o
controle biologico pelo nucleopoliedrovirus (AgMNPV) e a resisténcia de plantas com
cultivares que apresentam um complexo de substancias quimicas (flavonoides), que
podem torna-las toxicas para os insetos. O intestino médio é considerado o local de
entrada do virus e de atuacdo das substancias de defesa presentes nos genotipos
resistentes. Os flavondides como a rutina e genistina podem agir na formacéo de
acidos graxos pela hidrolise de fosfolipidios das membranas, alterando as barreiras
e a permeabilidade das membranas celulares. Aparentemente a rutina e genistina
provoca inibicdo da digestdo em insetos e em larvas de A. gemmatalis apresenta
efeito de antibiose e reducdo da sobrevida. Além disso, estudos tém demonstrado
que a rutina e genistina em larvas de A. gemmatalis resistentes ao virus AQMNPV,
tem aumentado mortalidade em comparacdo as larvas suscetiveis. Este estudo
descreve a morfologia do intestino médio das larvas de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AQMNPV através da microscopia de luz e miscrocopia eletronica de
varredura além da composicdo quimica das células apds tratamento com diferentes
gendtipos de soja contendo rutina e genistina em diferentes concentracfes.O
intestino médio em ambas populagfes larvais € composto de membrana peritrofica,
camada epitelial com trés tipos celulares (colunares, caliciformes e regenerativas) e
camada muscular. A camada epitelial apresenta alteragbes morfolégicas
principalmente nas células colunares, com intensa vacuolizacdo citoplasmatica,
presenca de vazios citoplasmaticos e aumento das protusdes liberadas para o
limen. Em larvas suscetiveis essas alteracdes sao evidentes no genotipo Pl 227687
composto por R= 36,82 x 10°mg/g e G= 1,22 x 10 mg/g. Em larvas resistentes as
alteracées s&o evidentes nos genétipos IAC 100 composto por R= 9,72 x 10 mg/g e
G= 1,42 x 10%mg/g e Pl 227687 composto por R= 36,82 x 10°mg/g e G= 1,22 x 10
mg/g. ApGs as analises em microscopia de varredura o intestino médio € composto
por trés regides distintas regido anterior, média e posterior, sendo diferenciadas pela
intensidade de projecbes citoplasmaticas. Essas projecbes aumentaram em
concentracdo em ambas populagdes larvais apos tratamento com genoétipos Dowling
composto por R= 4,29 x 10 mg/g e Pl 227687 composto por R= 36,82 x 102 mg/g e
G= 1,22 x 102 mg/g. Apbés as técnicas histoquimicas ficou evidenciado que as
células sdo compostas por polissacarideos, glicogénio, proteinas e lipideos. As
maiores concentra¢des desses compostos foram evidenciados no intestino médio de
larvas suscetiveis e resistentes apds o tratamento com genotipo Pl 229358, IAC 100
e Pl 227687. Dessa forma os genotipos IAC 100 e Pl 227687 sdo recomendados
para plantio por apresentarem resisténcia as larvas e também por promover a
quebra da resisténcia em larvas resistentes de A. gemmatalis.

Palavras-chave: lagarta da soja, flavonoides, rutina, genistina, plantas resistentes



CRUZ, N.A. Morphological and Histochemical Study of the Midgut of Larvae of
Anticarsia gemmatalis (Hubner 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) Susceptible and
Resistant to AgMNPV Fed Genotypes of Plants Resistant to Insects . 2008/2009.
162 fls. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest
of soybean. To control this insect have been employed as technical biological control
by nucleopolyedrovirus (AgMNPV) and the resistance of plants with cultivars that
have a complex of chemicals (flavonoids), wich can make them toxic to insects. The
midgut is considered the virus entry and perfomance of defense substances present
in the genotypes resistant. Flavonoids such as rutin and genistein can act in the
formation of fatty acids by the hydrolysis phospholipid membranes, altering the
barriers and permeability of cell membranes. Apparently rutin and genistein causes
causes of inhibition in insects and larvae of A. gemmatalis has effect antibiosis and
decreased survival. Furthermore, studies have demonstrated that rutin and genitin in
larvae of A. gemmatalis resistant virus AQMNPV has increased mortality compared to
larvae susceptible. This study describes the morphology of the midgut of larvae A.
gemmatalis susceptible and resistant AQMNPV by light microscopy and scanning
electron microscopy after treatment with different soybean genotypes with rutin and
genistin in different concentrations. The midgut in both larval population is composed
of peritrophic membrane, epithelial cells with three types cell (columnar, globet and
regenerative) and muscle layer. The epithelial layer showed changes morphological
mainly in columnar cells, with intense vacuolation presence empty and increased
cytoplasmic protusions released to the lumen. Larvae are susceptible to these
changes evident in the genotype Pl 227687 consisting of R= 36.82x10?mg/g and G=
1.22x10? mg/g. In the resistant larvae changes are evident in IAC 100 compound by
R= 9.72x10? mg/g and G=1.42x10? mg/g and PI 227687 consisting of R= 36.82x10"
’mg/g and G= 1.22x102 mg/g. The analysis in scanning electron microscopy the
midgut is composed of three distinct regions, anterior, medial and posterior, and
differentiated by intensity of cytoplasmic projections. These projections increased in
concentration in both larval populations after treatment with genotypes composed
Dowling R= 4.29x10 mg/g and P1227687 consisting of R= 36.82x10° mg/g and G=
1.22x102 mg/g. After the technical histochemical became evident that the cells are
composed of polysaccharides, glycogen, proteins and lipids. The highest
concentrations of these compounds were evidenced in the midgut of susceptible
larvae and resistant after treatment with genoptype Pl 229358, IAC 100 and PI
227687. Thus the genotypes IAC 100 and Pl 227687 are recommended for planting
because they had resistance to the larvae and also promote the breakdown of
reistance in resistant larvae of A. gemmatalis.

Key-words: velvetbean caterpillar, flavonoids, rutin, genistin, resistant plants
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1.INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.) Merril, € uma cultura de grande importancia
na area econbmica, gerando divisas no setor agroindustrial, tanto na
comercializacdo de grdos como de produtos e subprodutos derivados dos gréos. A
soja também é uma grande fonte de proteina na alimentacdo humana e animal
(MISSAO, 2006). Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor de soja no
mercado mundial, produzindo cerca de 57,10 milh6es de toneladas de grdos na
safra 2008/2009 (CONAB, 2009).

Durante o seu ciclo, a soja pode sofrer ataques de agentes que
podem afetar a sua producéo final, principalmente de insetos-pragas e doencas.
Entre as doencas, a ferrugem da soja ou ferrugem asiatica (Phakospsora
pachyrhyzi) é considerada uma das mais importantes e quando néo controlada pode
causar grandes prejuizos a lavoura (DEGRANDE, 2006). Com relagdo aos insetos-
pragas que atacam as folhas, a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (HtUbner 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae) considerada uma das principais e quando ndo controladas
causa destruicéo total das folhas.

Buscando evitar a reducao dos prejuizos causados pelas doencas e
insetos, a aplicagdo de produtos fitossanitarios € um meio bastante eficaz de
controle. Entretanto o uso indiscriminado desses produtos tem gerado preocupacoes
principalmente quanto ao desequilibrio ecologico e a selecdo de populagbes de
pragas resistentes em campo, dessa maneira vem sendo buscado solugbes mais
criteriosas, sendo que o manejo integrado de pragas (MIP) vem garantindo sucesso
ao seu cultivo.O MIP) consiste na unidao harmonica de varias técnicas de controle
aplicadas em campo, que tem como principais objetivos a reducéo da utilizacdo de
produtos fitossanitarios (principalmente os quimicos), buscando o menor impacto
sobre a populacao de inimigos naturais, a reducao de contaminagdo do ambiente e a
reducado nos custos de producao (GALLO et al., 2002; DEGRANDE, 2006).

Dentre as técnicas de controle que fazem parte do MIP o controle
biolégico de pragas através de parasitoides, predadores e agentes
entomopatogénicos e uso de plantas e/ou cultivares resistentes tem sido bastante

recomendados no controle da lagarta da soja.
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Geralmente, essas plantas ou cultivares resistentes apresentam em
sua composicao foliar substancias quimicas que as tornam toxicas e repelentes para
os insetos (LARA, 1991). Dentre os flavonoides a rutina e a genistina, tem sido
estudadas e os estudos indicam que ao serem ingeridas pelos insetos, provocam
inibicdo da digestdo (HOFFMANN-CAMPO, 1995).

Em larvas de A.gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AgMNPV,
essas substancias apresentaram efeitos adversos na sua fisiologia e na sua biologia,
e em alguns casos, tem elevado a mortalidade de larvas resistentes ao AQMNPV
(PIUBELLI, 2004).

Como o sistema digestivo é a principial via de acesso dos alimentos
e dos produtos fitossanitarios em geral, espera-se que a ingestdo destas
substancias, promovam danos ou altera¢des no intestino médio das larvas de A.
gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AGQMNPV.

Assim este trabalho teve por objetivos:

- Verificar os efeitos dos flavondides rutina e genistina no intestino
médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV, através de
técnicas morfolégicas a microscopia de luz e eletrdnica de varredura.

- ldentificar a natureza das substancias quimicas das células do
epitélio presentes no IM destas larvas, através de métodos histoquimicos.

- Comparar os dados obtidos entre LS e LR aos ja descritos na
literatura, e sugerir através destes resultados, qual (is) genotipo (s) acarreta (m)

maior (es) dano (s) ao inseto, ou seja, 0 mais resistente ao ataque da A.gemmatalis.

*Este trabalho foi elaborado em conformidade com as “Normas do Programa de Pés Graduacdo em Agronomia
da UEL para apresentacao de Dissertacdes e Teses” — ABNT\NBR 6023: 2002 “com modificagGes”
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 SOJA

A soja Glycine max (L.) Merril, € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, amplamente cultivada em diversos paises, devido a sua grande
importancia no mercado mundial nas ultimas décadas. Os seus grdos sao uma das
principais fontes de proteinas utilizadas na alimentacdo humana e animal
(EMBRAPA, 2005).

Segundo Missdo (2006), desses graos sao extraidos uma
diversidade de produtos e sub-produtos importantes, como o farelo de soja, utilizado
como complemento alimentar na racdo para gados, suinos e aves, e 0 0leo de soja
utilizado na alimentacdo humana principalmente na preparacéao de alimentos.

Além desses produtos e sub-produtos, o uso da soja e dos seus
derivados é verificado nas industrias, na fabricacdo e producdo de biocombustivel,
tintas, cosméticos, produtos farmacéuticos, entre outros.

Atualmente, a soja cultivada € muito diferente dos seus ancestrais.
Barbosa e Assumpcdo (2001) relatam que essas plantas eram rasteiras, e sua
evolucao teve inicio com o surgimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais
entre duas espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por
cientistas chineses.

Essa espécie de grande importancia econdmica, teve a citacdo no
periodo entre 2883 a 2838 a.C., quando era considerada apenas um grao sagrado, a
exemplo do arroz, trigo, cevada e milheto. Sofreu a sua domesticacdo por volta do
século Xl a.C (EMBRAPA, 2006).

De acordo com Costa e Manica (1996) essa cultura teve relatada
como principal centro de origem o continente asiatico, na regido da antiga Manchuria
na China, considerada uma das culturas mais antigas. Segundo Misséo (2006), a
sua expansao pelo mundo teve inicio por viajantes ingleses e por imigrantes
chineses e japoneses, desde entao.

No Brasil, a soja teve como primeiro registro histérico em 1882, na
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Bahia, onde Gustavo Dutra cultivou os primeiros germoplasma dessa cultura
trazidos dos Estados Unidos, na Escola de Agronomia da Bahia. Entretanto, outros
registros histéricos indicam que a soja “amarela” foi inicialmente cultivada na
Estacdo Agrondmica de Campinas, em 1891, para teste como planta forrageira
(COSTA; MANICA, 2006).

Nos anos de 1900 e 1901 o Instituto do Estado de S&o Paulo
promoveu a primeira distribuicdo de sementes para produtores paulistas, e neste
mesmo periodo surgiram os primeiros registros da cultura no Rio Grande do Sul e
em 1914 foram encontrados registros do plantio de soja para a produgéo de
sementes e ndo mais como planta forrageira (COSTA; ALMEIDA, 2007).

No Estado do Parana a soja teve seus primeiros cultivos registrados
em meados de 1950, onde sua producado era irrisoria até entdo. A partir de 1953
apOs a grande geada que destruiu os cafezais da regido norte, noroeste, oeste e
sudoeste, a cultura foi implantada para produgéo comercial, e desde entéo o estado
se tornou o segundo maior produtor do Brasil (EMBRAPA, 2006).

Atualmente, a soja tem grande importancia econémica no cenario
mundial, onde a sua producédo alcanga nimeros aproximadamente na ordem de 220
milhdes de toneladas, e uma area plantada de 96,3 milhdes de hectares distribuidos
em todo o planeta. O complexo agroindustrial da soja movimenta cerca de US$ 215
bilhdes/ano, destacando como os maiores produtores mundiais seguindo a ordem
Estados Unidos com producéo estimada em 88 milhdes de toneladas, Brasil com 62
milhdes de toneladas, Argentina com 52 milhdes de toneladas e China com 16
milhdes de toneladas (CONAB, 2009).

A América do Sul conta com uma é&rea cultivada de
aproximadamente 41,5 milhdes de hectares e uma producdo estimada de 95,3
milhdes de toneladas, na qual, o Brasil participa com uma area cultivada de 21,70
milhdes de hectares, e uma produgédo estimada para a safra 2008/2009 de 57,1
milhdes de toneladas. Destacam-se como maiores produtores nacionais, os estados
do Mato Grosso, com uma area cultivada de 5,8 milhdes de hectares e producao de
17,963 milhdes de toneladas e o Parand com area cultivada de 4,1 milhdes de
hectares e uma produgcédo de 9,510 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2006;
CONAB, 2009).

A soja tem o seu total desenvolvimento entre 100 a 160 dias desde a

emergéncia até a maturacdo, sendo divido em duas fases: uma vegetativa e outra
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reprodutiva. Durante essas fases até o desenvolvimento total da cultura, ela pode
sofrer diversas injurias que podem prejudicar a sua producdo, onde vale ressaltar
principalmente os problemas com insetos-praga e doencas (VERNETTI, 1983;
GALLO et al.,2002).

As doencgas de interesse econdmico que afetam a soja estao as que
atacam as partes areas principalmente o oidio, mildio e um maior destaque para a
ferrugem asiatica, onde essa doenca pode causar perda total da lavoura, se nao
controlada adequadamente (DEGRANDE, 2006).

No complexo de insetos-praga que atacam a soja, podemos citar os
que atacam as folhas como a lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis), falsa-
medideira (Pseudoplusia includens), lagarta enroladeira (Omiodes indicatus),
vaquinha (Diabrotica speciosa), mosca Branca (Bemisia argentifoli). Além destas
pragas temos as que atacam as vagens como o0 percevejo marrom (Euschistus
heros), percevejo barriga verde (Dichelops melacantus), percevejo verde-pequeno
(Piezodorus guildinii), percevejo verde (Nezara viridula), percevejo edessa (Edessa
meditabunda), percevejo acrosterno (Chinavia spp.) e percevejo pardo (Thyanta
perditor), entre outras (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2006).

2.2 ALAGARTA DA SOJA

2.2.1 Descrigao e Biologia

Anticarsia gemmatalis (Hubner: 1818) é uma praga pertencente a
Ordem Lepidoptera e Familia Noctuidae, de ciclo completo ou holometabolo
passando por diferentes estagios até o seu completo desenvolvimento, que dura
geralmente 47 dias (ovo: 3 dias; larva: 15 dias; pupa: 9 dias e adulto 20 dias). E um
inseto de ocorréncia natural das areas tropicais e subtropicais, distribuido nas
Américas desde o Canada, Estados Unidos, Brasil e Argentina (FORD et al.,1975;
GALLO et al., 2002). No Brasil esta praga tem sua ocorréncia e causa danos
severos, desde o Sul de Goias até o Rio Grande do Sul (PANIZZI et al., 1977;
GAZZONI et al., 1988; PANIZZI, 1990).
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Os seus ataques podem ocorrer em épocas diferentes de acordo
com cada regido do pais. Na regido norte do Parana esse ataque inicia-se em
novembro, enquanto que nos demais estados da regido sul o ataque tem seu inicio
em dezembro (HOFFMANN-CAMPO, 2000).

Esse inseto mesmo sendo considerado uma praga-chave da cultura
da soja, também promove danos em outras culturas, como no algodoeiro
(DOUGLAS, 1930; HINDS; OSTERBERGER, 1931), alfafa (ELLISOR; GRAHAN,
1937), pastagens (WILLE, 1943), arroz (TARRAGO et al., 1977) e trigo (MOSCARDI,
1979).

Os ovos de A. gemmatalis, sdo encontrados depositados
individualmente na face inferior das folhas, e as vezes nos caules e ramos,
apresentando um formato oval ou esférico, com superficie inferior achatada e
tamanho variando entre 0,5 até 2 mm de didmetro. A coloracéo inicialmente € verde
claro, escurecendo gradualmente até proximo a eclosdo quando apresentam a
coloracdo rosada (WATSON, 1916) até atingir a coloracdo marrom-avermelhada
perto da ecloséo (ELLISOR, 1942).

As lagartas recém eclodidas apresentam o habito mastigador onde
primeiramente se alimentam da casca dos ovos e posteriormente de folhas jovens.
As larvas pequenas (até 10 mm de comprimento) geralmente apresentam coloragédo
verde e possui quatro pares de falsas pernas, sendo dois pares vestigiais € um
terminal. Com isso elas se locomovem medindo palmo e muitas vezes séao
confundidas com lagarta falsa medideira P. includens (GALLO et al., 2002; SOSA-
GOMEZ et al., 2006; DEGRANDE; VIVAN, 2009).

Quando sdo mais desenvolvidas (maiores que 15 mm de
comprimento) perdem a caracteristica mede-palmo, ficam mais ativas e a sua
coloragdo pode variar entre verde, pardo-avermelhada ou preta, (sendo essa Ultima
caracteristica, evidenciada apenas sob condi¢cdes de altas populacdes), além de
apresentarem cinco linhas longitudinais brancas no dorso (HOFFMAN-CAMPO et al,
2000; SOSA-GOMEZ et al., 2006; DEGRANDE; VIVAN, 2009).

De modo geral, a A. gemmatalis, passa por cinco estagios larvais,
com duracdo aproximada de 15 dias, podendo atingir até 40 mm de comprimento (
SOSA-GOMEZ, 2006). Reid (1975) relatou que em populacdes de larvas de A.
gemmatalis submetidas a temperaturas acima de 18,3°C tiveram 5 a 6 instares,

enquanto que em temperaturas inferiores a 18,3°C esses instares foram de 6 a 7.
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Em estudos semelhantes Silva (1981), observou que em temperaturas variando
entre 20° e 35°C o perido larval teve duragéo respectivamente entre 34 e 13 dias.

Quando aproximam-se do estadio de pré-pupa, as larvas
apresentam tamanho de cerca de 25 mm de comprimento e coloragdo marrom com
poucas linhas longitudinais. Este estagio tem duracdo de um dia aproximadamente
(WATSON, 1916; GUYTON, 1940). A pupa recém formada apresenta coloracédo
verde-clara, tornando-se posteriormente marrom escura e brilhante. Geralmente as
larvas empupam no solo, numa profundidade de até 2 cm (HOFFMANN-CAMPO et
al., 2000).

O estadio de pupa pode durar entre 7 a 10 dias dependendo das
condicbes climaticas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2006; DEGRANDE; VIVAN,
2009). Silva (1981) e Magrini (1996) estudando a variacdo de temperatura notaram
que quanto maior a temperatura, menor a duracao da fase de pupa. Ja para Silva e
Parra (1986) estudando a relacdo entre o fotoperiodo e o estagio pupa concluiram
gue quanto maior o fotoperiodo, maior a fase de pupa .

O adulto da A. gemmatalis € uma mariposa de colora¢do variando
entre cinza, marrom-escuro, bege, amarelo ou azul-claro com cerca de 30 a 40 mm
de envergadura. Em repouso as asas anteriores cobrem o corpo, notando-se uma
linha transversal sempre presente unindo as pontas do primeiro par de asas
(WATSON, 1915; HOFFMANN-CAMPO et al, 2000; GALLO et al.,, 2002; SOSA-
GOMEZ, 2006; DEGRANDE; VIVAN, 2009).

Para diferenciacdo entre machos e fémeas no estagio adulto,
Greene (1974) descreveu algumas caracteristicas para auxiliar na identificacdo, no
qual os machos apresentam escamas alongadas, localizadas no fémur das pernas
protoracicas e na tibia das pernas metatoracicas, enquanto que as fémeas
apresentam essas escamas curtas e escassas.

Durante o dia, as mariposas sao encontradas em locais sombreados
na base das plantas, enquanto que o0 processo reprodutivo ocorre durante no
periodo noturno (GALLO et al., 2002). Greene et al., (1973) observaram que 0 pico
de acasalamento entre machos e fémeas ocorrem cerca de 2 horas ap6s o por do
sol, diminuindo gradativamente dentro das 12 horas seguintes. A postura dos ovos
sao realizados no periodo noturno com aproximandamente 3 dias apdés a copula
(LEPPLA, 1976).

Cada fémea pode ovipositar em média cerca de 1000 ovos
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(DEGRANDE; VIVIAN, 2008), no entanto essa média pode variar de acordo com
fatores ecoldgicos como temperatura, tipo de alimentacdo (natural ou artificial) e
estagio fenoldgico da planta. SILVA (1981) observou que a temperatura de 25°C é a
ideal para a oviposi¢cao, onde a média foi de 346,53 ovos/fémeas, enquanto que em
temperaturas variando entre 30° e 35°C, a média ficou entre 26,6 e 35,1
ovos/fémeas. O mesmo autor estudando a influéncia da dieta ou alimentacéo
observou em insetos alimentados com dieta artificial que as médias eram de 82,6 a
123,7 ovos/fémeas, enquanto que em dieta natural com folhas de soja, a média era

de 345,56 ovos/fémeas.

2.2.2 Danos

As larvas de A. gemmatalis até chegarem a sua forma adulta,
passam por cinco instares larvais. Nos dois primeiros instares conhecidos como
mede palmo, as larvas inicialmente raspam o parénquima foliar ocasionando
pequenas manchas claras nas folhas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; GALLO et
al., 2002).

A partir do terceiro instar as larvas consomem o limbo foliar,
deixando pequenos buracos nas folhas, provocando dessa maneira a reducédo da
area foliar e da taxa fotossintética (DEGRANDE; VIVAN; 2009).

Esse consumo foliar nos trés primeiros instares € considerado
pequeno, entretanto a partir do quarto até o quinto instar essas larvas ficam mais
vorazes e consomem completamente as folhas, podendo danificar até as hastes
mais finas, onde uma larva pode consumir de 100 a 150 cm? de &rea foliar, no qual
95% desse consumo ocorre exatamente do quarto ao sexto instar larval. Dessa
forma em altas populacdes e se ndo controladas, essas lagartas podem provocar
desfolhas elevadas, causando perdas de produtividade, com danos que podem
chegar a 100% (HOFFMAN-CAMPO et al.,2000; GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ
et al., 2006).

Em funcdo da época do ataque, do nivel da infestacdo e das
condicbes ambientais, essa reducao foliar pode ocasionar perdas na producéo
(DEGRANDE; VIVAN, 2008).
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Os maiores danos podem ocorrer principalmente nos periodos de
escassez de chuva (estiagem), onde as lagartas alimentam-se tanto de folhas novas
como adultas, dessa maneira caracterizando o chamado ataque tardio que é
considerado o mais danoso, por ocorrer depois da floracdo, onde esse periodo é
essencial e determinante para o enchimento das vagens (GAZZONI; YORINIORI,
1995).

Lourencao et al. (2000) em ensaios realizados com soja precoce e
semi-precoce, em condicdes de campo no estadio R5 (enchimento de gréos),
avaliaram a porcentagem de area foliar cortada (PAFC) por A. gemmatalis, e
observaram que houve uma reducdo de &rea foliar nos genaétipos precoce IAC ‘5 e
IAC 90-3395 reduzindo em 27,5 e 28,3%, e nos genotipos semi-precoce IAC 15, IAC
18 e IAC 93-2277 houve reducéo de 31,7 e 28,3%, onde esses valores podem levar

a uma menor produtividade.

2.2.3 Manejo e Controle

A cultura da soja esta sujeita em todo o seu ciclo ao ataque de
diferentes espécies de pragas. Mesmo a presenca de inimigos naturais como
predadores, parasitas e parasitoides, que reduzem em parte a populacdo dessas
pragas, ndo basta para que o controle seja total e para evitar danos nessa cultura.
Dessa forma, a utilizacdo de produtos fitossanitarios na cultura da soja, acaba sendo
a forma mais utilizada, de forma inadequada muitas vezes, para o controle dessas
pragas (PRACA; SILVA NETO; MONNERAT, 2006).

No caso de pragas ndo € recomendado uma aplicacéo preventiva de
produtos fitossanitarios, pois, além de interferirem de forma negativa na populacao
de inimigos naturais, causando o desequilibrio populacional desses insetos, podem
ainda elevar o custos de producéo, o que acaba sendo desfavoravel para o produtor
agricola.

Atualmente o combate de pragas em geral tende a reduzir
gradualmente a utilizacdo dos agrotoxicos em decorréncia de seus efeitos colaterais,
sendo substituidos e\ou associados aos métodos alternativos de controle que

consideram os aspectos econdmicos e ecologicos, para a solucdo a médio e longo
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prazo. A estratégia é uma proposta de convivéncia com as pragas, dando
oportunidade ao controle bioldgico e recomendando o controle quimico quando a
populacdo da praga atinge niveis que causam prejuizos maiores do que 0s custos
de controle. Esta proposta esta alicercada em conhecimentos ecologicos,
econdmicos e sociais, visando interferir o minimo possivel no agroecossistema e é
conhecida como Manejo Integrado de Pragas (MIP), e pode ser caracterizado pela
consonancia dos metodos de controle com principios ecolégicos, econdmicos e
sociais, visando interferir o minimo possivel no agroecossistema.

O controle de pragas deve ser baseado nos principios do Manejo
Integrado de Pragas (MIP) que consiste no uso de técnicas, que sdo empregadas
harmonicamente visando solucionar um problema especifico, ou seja, seu principal
objetivo € a reducdo de perdas causadas por pragas, de modo efetivo,
economicamente viavel e ecologicamente compativel com 0 meio ambiente
(HOFFMANN CAMPO et al., 2006; DEGRANDE; VIVAN, 2009).

O MIP na cultura da soja, visa a integracdo das formas de controle
tradicionais as formas alternativas, ao invés de se basear apenas no controle pelo
uso exclusivo de produtos fitossantiarios (KOGAN ; HERZOG, 1980)

Segundo Costa e Almeida (2007) sdo gastos em média 24% dos
custos de producdo em compra e aplicagcdo de inseticidas e acaricidas, desta
maneira, o MIP visa a reducdo do numero de aplicacdes como também reducao dos
custos finais, através da associacdo de técnicas simples como: o uso de plantas
resistentes, o preparo do solo, rotagdo/suscessao de culturas, medidas sanitarias
(vazio sanitario), controle biolégico e a utilizacdo de produtos fitossanitarios seletivos
a inimigos naturais (DEGRANDE; VIVAN, 2006).

Kogan e Herzog (1980) relataram que uma das principais
ferramentas que auxiliam para o sucesso do MIP é o monitoramento das diferentes
populacdes de insetos-praga nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta,
pois é através dele, que podemos determinar 0 momento que deve-se iniciar a
aplicacao dos métodos de controle.

Esse monitoramento deve ser realizado através de amostragens
semanais feitas de acordo com cada espécie de inseto praga. No caso de
percevejos e da lagarta da soja € recomendado o método do pano de batida, de cor
branca, preso em duas varas, com 1m de comprimento, e que deve ser usado em

duas fileiras de soja para as lagartas ou uma fileira de soja para percevejos. Esse
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procedimento deve ser repetido em varios pontos da lavoura considerando-se,
como resultado, a média de todos os pontos amostrados (PRACA; SILVA NETO;
MONNERAT, 2006, DEGRANDE; VIVAN, 2006).

No caso do ataque de lagartas desfolhadoras, como a A.gemmatalis,
segundo Praca;Silva Neto e Monnerat, (2006), a recomendacdo para inicio de
controle no estadio vegetativo é de 30% de desfolha ou 40 lagartas grandes
(maiores que 1,5 cm) em 2 metros ou 2 fileiras de soja batidas sobre o pano, e no
estadio reprodutivo essa recomendacdo € de 15% de desfolha ou 40 lagartas
grandes/ em 2 metros ou 2 fileiras de soja batida sobre o pano

Dessa forma, a associagdo de todos esses mecanismos dentro do
MIP, pode levar a um controle eficaz dos insetos-pragas e assim fornecer
informacdes da melhor alternativa de controle para o agricultor que podera ser
tomada para o problema em questdo (HOFFMANN-CAMPO et al., 2006).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico na cultura da soja, consiste na regulacdo das
populacdes de insetos existentes nesse ecossistema, cujo principal objetivo é
mante-los dentro do limite maximo e minimo, sem causar alteracdes, ou seja, no
limite do nivel de dano econdmico (STERN et al., 1965), o qual é definido como a
menor populagdo de praga que causa prejuizo, enquanto que uma populacdo de
insetos relativamente menor € definida como limiar de dano economico, 0s quais sao
regulados pelos seus inimigos nhaturais como predadores, insetos parasitas,
parasitéides, e agentes entomopatogénicos (GULLAN; CRANSTON, 2007).

Na cultura da soja, a populacdo de inimigos naturais responsaveis
pela manutencao de espécies de insetos-pragas, temos 0s que pertecem as ordens
Hemiptera e Coleoptera (maioria dos predadores), Diptera e Hymenoptera
(parasitdides) e o0s agentes entomopatogénicos virus, fungos e bactérias
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

No grupo de inimigos naturais responsaveis pelo controle da
A..gemmatalis, temos o0s parasitas Tricogramma spp. que age principalmente em

ovos, Microcharops um parasitdide de larvas pequenas e Patelloa similis um
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parasitéide responsavel pelo controle das larvas grandes (DEGRANDE; VIVAN,
20009).

Os predadores Calosoma granulatun (Coleoptero) e Podisus sp.
(Hemiptero); os agentes entomopatogénicos Baculovirus anticarsia (virus),
Nomuraea rileyi (fungo), e Bacillus thuringiensis (bactéria) sdo responsaveis
principalmente no controle das lagartas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; GALLO
et al., 2002;).

Dentre os agentes entomopatogénicos o Bacillus thuringiensis.(Bt) é
um dos principais em relacdo a pesquisa e producdo sendo responsavel por 90%
dos produtos biolégicos comercializados mundialmente, e utilizados ha mais de trés
décadas como agente de controle de pragas (VALADARES-INGLIS et al.,1998)

O Bt € uma bactéria aerdbica facultativa e gram positiva que produz
cristais toxicos para larvas de lepidopteros, dipteros e coleopteros. A efetividade
desse agente levou a industria de biotecnologia a introduzir os genes produtores em
plantas de soja gerando as chamadas plantas Bt, que visam o controle
principalmente de lagartas (DEAN, 1984).

De forma geral os cristais produzidos ao serem ingeridos pelas
larvas sofrem agédo do pH intestinal e de proteases, que solubilizam os cristais e
ativam essa toxinas, que se ligam aos receptores localizados no tecido epitelial do
intestino médio da larva, ocasionando a quebra do equilibrio osmaético da célula
(PRAGCA, 2004).

As células epiteliais intumescem e se rompem, propiciando o
extravasamento do conteldo intestinal para hemocele do inseto, e como
consequUéncia a larva para de se alimentar, entra em paralisia geral e morre por
inanicdo ou septicemia (MONERRAT; BRAVO, 2000).

Além da pesquisa e tecnologia desenvolvida com o B. thuringiensis,
outros inimigos naturais sao reproduzidos e fornecidos aos produtores, para auxiliar
no controle da lagarta da soja, como o Trichogramma spp. e o Baculovirus anticarsia
(EMBRAPA, 2005).
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2.3.1 Baculovirus anticarsia ou Anticarsa gemmatalis Multiplo
Nucleopoliedrovirus ( AgMNNPV)

Atualmente, um virus amplamente utilizado como bioinseticida no Brasil é o
Anticarsia gemmatalis nucleopoliedrovirus (AgMNPV), pertencente ao género
Nucleopolyhedrovirus (NPV), familia Baculoviridae, especifico da lagarta-da-soja. A
patologia desse baculovirus atinge principalmente os estagios larvais do inseto e sua
principal rota de infeccdo é pela ingestdo de poliedros, que atravessam o epitélio
intestinal e se multiplicam nas células progredindo por todo o corpo do inseto
resultando numa infeccdo sistémica. Também em sistemas in vitro, células de A.
gemmatalis e de Trichoplusia. ni, esse virus replica gerando uma infec¢do altamente
virulenta (CASTRO et al., 2001).

O AgMNPV é um virus presente naturalmente no ambiente que
compreende o0 maior grupo de virus de artropodos podendo infectar cerca de 700
espécies de artropodes (TANADA; KAYA, 1993). A maioria foi isolada da Ordem
Lepidoptera, entretanto, pode ser detectado em outras ordens como: Hymenoptera,
Diptera, Coleoptera, Orthoptera, Neuroptera, Trichoptera (BILIMORIA, 1991;
O'REILLY et al., 1992). Apresenta potencial como agente de controle biol6gico
desses insetos-praga tanto na agricultura como em areas florestais (MARTIGNONI,
1984; MOSCARDI; SOSA-GOMEZ , 1992).

O Baculovirus é composto por um DNA circular de fita dupla e
envolto por um capsideo proteico, que constitui a unidade infectiva desse virus
(CASTRO et al., 1999). A familia Baculoviridae, compreende 2 géneros:
Nucleopoliedrovirus (virus de poliedrose nuclear — VPN), responsavel pela
transmissdo de célula para célula em um mesmo individuo ou infec¢do sistémica e
de inseto para inseto, e os Granulovirus (virus de granulose — VG) responsaveis pela
transmissao de inseto para inseto (GRANADOS; FEDERICI, 1986).

Esses 2 géneros apresentam como principal caracteristica corpos
proteicos de oclusdo (CPI), que envolvem as particulas virais, denominadas de
poliedros para o virus de poliedrose nuclear e granulos para os virus de granulose.
Estes cristais proteicos permitem a formulacdo de bioinseticidas de facil aplicacao,
representando economia e seguranca em relacdo aos produtos quimicos tradicionais
(MOSCARDI; SOUZA, 2002).
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O B. anticarsia foi diagnosticado pela primeira vez em 1962, no
Peru, na cultura da alfafa, onde desde essa época vem sendo alvo de estudos. No
Brasil, seu primeiro relato foi descrito em 1972 em lavouras de soja, em Campinas,
no Estado de S&o Paulo e posteriormente em outras regides (SOSA-GOMEZ, 1995).

A partir de 1979 a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa Soja), desenvolveu o programa de pesquisa para o uso do AgMNPV,
isolando de lagartas mortas de A. gemmatalis na regido norte do Parana, mas foi
durante as safras de 1980/81 e 1981/82, que esse produtos foram testado em varias
propriedades do Parand e Rio Grande do Sul. mostrando dessa maneira ser
eficiente para reducao de pragas (CASTRO et al., 1999)

Dessa forma nas safras seguintes, o aumento no uso do virus foi
crescente chegando em 1,4 milhdes de hectares de soja controladas com o virus,
onde 40% dessa éarea tratada ficava no estado do Parana (MOSCARDI; SOUZA,
2002). Entretanto, alguns fatores adversos limitaram a expansdo do uso do virus e
contribuiram para que houvesse um desinteresse por parte de empresas particulares
em produzir e comercializar esse bioinseticida. A alta especificidade do Baculovirus
(geralmente uma espécie de praga e uma determinada cultura), alta sensibilidade
dos poliedros virais a radiacdo solar que desativa o virus aplicado em 2 a 5 dias, o
que necessitaria da adicdo de protetores solares as formulagdes onerando o custo
na fabricacdo e a ndo aceitacado por parte dos produtores agricolas devido a acao
relativamente lenta desse agente na mortalidade e reducdo dos danos na lavoura
(MOSCARDI; SOUZA, 2002; DEGRANDE; VIVAN; 2009).

Essa acgao relativamente lenta pode ser atribuida diretamente ao fato
do ciclo de infec¢ao do virus no inseto, que inicia-se quando as larvas se alimentam
de planta hospedeira contaminadas com (CPIs) e propiciam a penetracdo desses
corpos no sistema digestivo do inseto. Os CPls quando atingem o Iimen do intestino
médio sdo submetidos ao pH alcalino, que dissolve a poliedrina, liberando os virions
(nucleocapsideo + envelope) para o lumen intestinal (GRANADOS; LAWLER,
1981;CASTRO et al., 1999). Dessa maneira o epitélio do intestino médio € apontado
como o primeiro tecido a ser infectado por virus durante o processo de infeccéo
(KAWANISHI et al., 1972).

Os virions atravessam a membrana peritrofica, considerada a
primeira barreira de protecdo contra acao de patdégenos, se fundem as membranas

das células epiteliais do intestino médio, replicando nas células colunares e
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transmitindo a infec¢ao para outros tecidos (FLIPSEN et al., 1995; VOLKMAN, 1997;
CASTRO et al., 1999; MOSCARDI; SOUZA, 2002).

Geralmente em um periodo de quatro dias ap0s a ingestdao e
infeccdo pelos poliedros, as larvas cessam a sua alimentacdo e reduzem a
movimentagao e em torno de sete ou dez dias elas morrem e apresentam corpo com
coloracdo amarelado esbranquicado. Com o passar dos dias, elas escurecem e se
rompem liberando o virus no ambiente que servird de in6culo para novas geracdes
(GAZZONI et al., 1981; GAZZONI; YORINIORI, 1995; CASTRO et al., 1999).

Alguns estudos com larvas de lepidopteros infectados com o
nucleopoliedrovirus indicaram que o processo infectivo tem inicio algumas horas
apos a ingestdo desses poliedros pelas larvas, e acarretaram uma série dessas
mudancas comportamentais e morfolégicas nestas larvas que logo culminam na
morte . No periodo entre 48 e 78 horas tem inicio alteracdes onde ocorre uma
reducédo na alimentacdo e posterior retardamento do crescimento do inseto, que
muitas vezes ndo realiza a mudanca de instar, em 80 a 100 horas ocorre a
descoloracdo do tegumento do inseto, apds alguns dias ap0s a morte ocorre o
rompimento e liberagdo do virus no ambiente (GRANADOS; WILLIANS, 1986;
VOLKMAN; KEDDIE, 1990).

2.4 RESISTENCIA DE PLANTAS A INSETOS

A resisténcia de plantas a pragas é mais uma ferramenta que auxilia
no controle efetivo dos insetos-praga e apresenta como caracterisitca principal, a
compatibilidade com os demais métodos de controle aplicaveis (quimico, bioldgico e
cultural), resultando dessa forma em efeitos sinérgicos favoraveis (KOGAN, 1986).

A resisténcia de plantas além do efeito sinérgico apresenta outras
vantagens em relacdo a sua utilizacdo em campo, como: baixo custo pois esse
caracter de resisténcia ndo agrega valores financeiro a sementes; baixo impacto
ambiental, ndo causando efeitos adversos, sendo considerada uma tecnologia
branda em relacdo ao meio ambiente; facilidade na utilizacdo, no qual ndo é
necessario conhecimento adicional sobre a praga ou planta; persisténcia onde atua

permanentemente contra baixas populacdes de pragas e reducgéo da infestacdo em
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cultivares suscetiveis (GALLO et al., 2002).

Dessa forma esse termo resisténcia de plantas esta atribuido de
forma direta a qualidades genéticas herdadas que resultam em uma planta que sera
menos danificada do que outra (suscetivel), onde ambas estdo sujeitas as mesmas
condicbes ambientais, mas que ndo possuem as mesmas caracteristicas de
resisténcia (PAINTER, 1951; GULLAN; CRANSTON, 2007).

As caracteristicas, por sua vez, podem sofrer influéncia por parte da
planta (idade, condicdo fisiologica, parte atacada), dos insetos (espécie, biétiopo,
fase de desenvolvimento), ambiente (temperatura, umidade, nutrientes etc),
determinando a manifestacédo de forma positiva ou negativa da resisténcia (LARA,
1991).

Segundo Gullan e Cranston, (2007), geralmente esses mecanismos
de resistencia sdo obtidos através de cruzamentos seletivos para as caracteristicas
desejaveis. Painter (1951) prop6s uma divisdo empirica, no qual 0s mecanismos séo
divididos em trés categorias ou niveis: nao preferéncia, antibiose e tolerancia.

A nao-preferéncia é quando o cultivar € menos utilizado pela praga
tanto na alimentag&o, oviposicdo ou abrigo em comparagdo com outros cultivares
sob as mesmas condi¢des. Entretanto Kogan e Ortman (1978), atribuiram o termo
antixenose gque consiste em parte ao mecanismo de nao-preferéncia citado por
Painter, mas considerando como fatores adicionais ou complementares a influéncia
dos metabdlitos secundarios das plantas e as defesas morfoldgicas, os quais em
conjunto provocam uma resposta negativa no inseto durante o processo de selecdo
do hospedeiro.

A nao-preferéncia ou antixenose, apresentam fatores repelentes e
restringentes quimicos vegetais, pubescéncia (cobertura de tricomas simples ou
glandulares), ceras superficiais e espessura ou dureza das folhas, onde a
combinacao de todos esses fatores impedem a colonizagédo dos insetos (GULLAN;
CRANSTON, 2007).

Entretanto a combinacéo dos fatores que conferem a resisténcia da
planta nem sermpre sao favoraveis para diferentes tipos de insetos-pragas, onde em
bioensaios realizados por Rossetto et al (1981), no qual os autores estudaram a
preferéncia de alimentagcéo de adultos de Diabrotica speciosa oferecendo diferentes
cultivares de soja que apresentavam caracteristicas de resisténcia e suscetibilidade

a insetos pragas, observaram que 0s genaétipos Pl 227687, Pl 229358 e Pl 171451
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foram menos danificados por adultos de D. speciosa caracterizando néo-preféncia.

Em estudos posteriores realizados por Valle e Lourencdo (2002)
analisando a preferéncia a oviposi¢cdo de Bemisia tabaci Bi6tipo B, com 0s mesmos
genaotipos, observaram que os genotipos Pl 227687 e Pl 171451 foram os mais
preferidos para oviposicdo de B. tabaci, enquanto o genoétipo Pl 229358 teve a
menor preferéncia. Tal resultado pode ser atribuido ao fato que o gendtipo Pl
227687, possui uma caracateristica morfolégica favoravel para a B. tabaci: a
densidade de tricomas presentes nas folhas, que criam um micro-clima nas folhas
favorecendo as ninfas até o seu total desenvolvimento.

O segundo nivel de resisténcia esta ligada a antibiose, no qual o
inseto se alimenta normalmente do cultivar, mas este exerce um efeito adverso
sobre a sua biologia, causando mortalidade na fase imatura (frequentemente no
primeiro instar), prolongamento do periodo de desenvolvimento, redugdo de
tamanho e peso, reducdo de fecundidade, fertilidade e periodo de oviposi¢édo
(GALLO et al., 2002).

Esse tipo de resisténcia € causada por fatores como: presenca de
substancias quimicas, antimetabdlitos, enzimas, toxinas, inibidores de crescimento,
niveis reduzidos de nutrientes, exsudatos viscosos de tricomas (pelos) glandulares e
altas concentracbes de componentes vegetais indigeriveis, como a silica (LARA,
1991; GALLO et al., 2002).

Fugi et al (2005) observaram que o gendtipo Pl 229358 provocou
alta mortalidade de larvas de A. gemmatalis, prolongamento do estagio larval, menor
pesos de pupas, devido a menor alimentagdo durante o periodo larval, oviposicao e
viabilidade reduzida e um maior periodo de incubacéo de ovos.

A toleréncia € o terceiro nivel de resisténcia, onde esta envolvida
apenas caracteristicas da planta e ndo da interagdo inseto-planta, no qual o cultivar
€ pouco danificado em comparagdo aos demais, sem alterar o comportamento e a
biologia do inseto, sendo que estes cultivares apresentam a capacidade de tolerar o
ataque da praga. Dessa forma a planta apresenta a capacidade de tolerar o ataque
e superar em crescimento ou se recuperar do desfolhamento ou outro dano
provocado pela alimentacdo do inseto, levando a uma reducdo na
quantidade/qualidade da sua producdo (PAINTER, 1951; GULLAN; CRANSTON,
2007).

Geralmente as caracteristicas de resisténcias apresentados nos trés
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niveis estdo relacionadas com causas fisicas, quimicas e morfolégicas, no qual, as
causas quimicas sdo as mais importante, pois desempenham fun¢des na escolha do
hospedeiro, como também na quantidade de alimento que esses insetos irdo ingerir
(SRIVASTAVA et al., 1999).

Essas susbstancias responsaveis pelas interacbes quimicas dos
organismos sédo denominadas de aleloquimicos que séo definidos como metabdlitos
secundarios que afetam a sobrevivéncia, crescimento, comportamento, fecundidade
ou fertilidade, que estdo presentes nas plantas na forma de alcaldides, flavonadides,
terpendides, esterbdides (KUBO; HANKE, 1986). Sao classificados em dois tipos: 0s
alomonios que favorece o emissor (planta hospedeira funcionando como substancia
de defesa) e os cairombnios que favorece o receptor (no caso inseto fitéfago)
(GALLO et al., 2002).

De acordo com Hoffmann-Campo (1995) na soja 0s compostos
fendlicos presentes nas plantas em forma de flavondides, sdo geralmente
encontrados em maior abundancia em genotipos resistentes a pragas, onde muitas
vezes dependendo de sua concentracdo podem ser atraentes, deterrentes,
repelentes ou téxicos as pragas (PIUBELII, 2004).

Esses flavondides por sua vez constituem um grupo de substancias
que apresentam atividades bioldgicas variadas. Nos Estados Unidos foram
descobertas trés introducbes de soja (Pl 229358, Pl 171451 e Pl 227687) que
ofereciam resisténcia a multipla espécies de pragas da soja, mas sem relacionar a
causa dessa resisténcia (CLARK et al., 1972; HATCHETT et al., 1977). Em estudos
posteriores, foi identificado em folhas de soja selvagem Pl 227687 o composto
fendlico ou flavondide rutina, reconhecido por promover a defesa de plantas a
lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO, 1995).

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos por CLARK et al.,
(1972) com plantas de carater resistente, foram realizados estudos avaliando a
resisténcia das plantas F2 descendentes do cruzamento entre variedades comerciais
e Pl 229358, Pl 171451 e Pl 227687. Os autores evidenciaram que as progénies
eram menos danificadas por lagartas e coleopteros e concluiram que essas plantas
transferem o caracter de resisténcia para as suas progénies (REZENDE et al.,
1980).
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2.4.1 Flavondides

Os mecanismos de defesas das plantas englobam uma série de
caracteristicas fisicas, morfoléogicas e um complexo de substancias quimicas
(compostos fendlicos) que podem torna-las inadequadas para o consumo dos
insetos-pragas (PIUBELLI, 2004).

Na soja esses compostos fendlicos ou flavondides sdo metabdlitos
secundarios encontrados em varios materiais vegetais (HARBORNE, 1991).

Estudos com relacdo aos efeitos farmacologicos dessas substancias
em humanos vem sendo realizados, nos quais foram evidenciados a acéo
estrogenea no sistema nervoso central, aumento de calcio 6sseo, estimulo da
mineralizacdo e tratamentos de tumores entre outros (SHILS et al., 2003); Também
séo relatados os efeitos estéticos, como nos tratamentos da flacidez (BARNES et al.,
2000). Entretanto, poucos estudos foram realizados quanto a sua participacdo no
controle de insetos praga. Estes compostos presentes em plantas tem diferentes
efeitos sobre os herbivoros, sendo que a sua ativagéo ocorre por oxidacao, levando
em consequencia, a precipitacdo de proteinas. Dessa maneira, essa ativagdo pode
levar a uma inibicdo de digestéo devido a formagéo de pontes de hidrogénio, ou pela
formacdao de ligacBes covalente, com proteinas e enzimas digestivas (APPEL, 1993).

Appel (1993) relatou que os radicais de hidroxila formados durante a
oxidacdo dos compostos fendlicos possuem acdo toxica e sdo responsaveis pela
ruptura da integridade da membrana e por distlirbios de metabolismo no epitélio
intestinal. Em larvas de Lepidoptera a ligacdo covalente do acido clorogénico com
proteinas monoméricas inibi a absor¢cdo de aminoacidos (FELTON et al., 1989;
FELTON; DUFFEY, 1991).

O modo de acado dos flavondides esta relacionada a formacgdo de
acidos graxos pela acdo de fosfolipase A2, responsavel pela hidrolise de
fosfolipideos presentes nas membranas celulares, com a liberacdo do &acido
araquidonico (KUBO; HANKE, 1986; LARA, 1991; SILVA et al., 2002; OMYLAGHA,
GROTEWORLD, 2004; LOPES et al., 2005).

Dessa forma os flavondides podem interagir e penetrar nas
bicamadas lipidicas das membranas, alterando as barreiras e a permeabilidade das

membranas celulares (LIMA et al., 1999; SILVA et al., 2001). Outras funcdes seriam
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relacionadas a atuacdo na expressédo de receptores de membrana, como agentes
antibacterianos, antivirais e inibidores de enzimas proteoliticas (TOLEDO et al.,
2003).

Para melhor entendimento dos efeitos dos flavondides Hoffmann-
Campo et al (1994), realizaram testes de preferéncia alimentar em larvas de A.
gemmatalis com varios genotipos de soja BR 82-12547, IAC 74-2832, Pl 227687, PI
229358 e Pl 274454, e observaram que estes genadtipos foram os mais rejeitados
pelas larvas de A. gemmatalis. Estudos e resultados semelhantes foram realizados e
obtidos por Rossetto et al (1981), em D. speciosa, no qual os genotipos Pl 227687,
Pl 171451 e Pl 229358 também foram rejeitados pelo inseto.

Estudos posteriores utilizando esses gendtipos, identificaram a
presenca de sete flavondides na Pl 227687, uma das mais utilizadas no programa
de resisténcia de plantas a insetos, indicando maior toxicidade desta cultivar ao
inseto. Dentre todos os flavondides identificados a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio)
e o isoflavondide genistina (genisteina 7-O-R-D-glicosidio) sdo reconhecidas por
desempenhar efeitos adversos em larvas de lepidopteros. Esses compostos também
foram identificados em extratos de folhas de Pl 274454 e outros genotipos
resistentes (HOFFMANN-CAMPO, 1995, HOFFMANN-CAMPO et al., 2001,
PIUBELLI et al., 2005).

A rutina € um composto nao volatil que exerce efeito negativo no
comportamento e na fisiologia de algumas espécies. Alguns resultados indicam a
guebra da resisténcia da lagarta da soja ao baculovirus. Segundo Piubelli et al.,
(2005) esse flavondide ocasiona uma inibicdo da digestdo em insetos herbivoros,
devido a ruptura da membrana celular e por distirbios de metabolismo no epitélio
intestinal.

Ja para Stamp e Skrobola (1993) essa substancia mostrou efeito
antibiotico e/ou ndo consumivel em larvas de lepidoptera como Manduca sexta,
Heliothis virescens (F.) (HOFFMANN-CAMPO, 1995) e Trichoplusia ni (Hubner)
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001). Em A. gemmatalis, a rutina apresentou efeitos
caracteristicos de antibiose, alongando o ciclo larval e reduzindo a sobrevivéncia
(GAZZONI et al., 1997).

Os isoflavondides por sua vez, sdo compostos quimicos fendlicos
amplamente distribuidos em plantas, no qual podemos encontrar as suas maiores

concentracbes em leguminosas, particularmente em soja, tanto nas folhas como em
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vagens (SETCVHELL, 1998).

A genistina, apesar de pertencer a uma classe distinta dos
flavondides demonstra uma grande extensédo de propriedades biologica, no qual a
sua combinacdo com o flavonéide rutina ocasiona alteragbes na biologia de A.
gemmatalis, prolongando do estagio larval (GAZZONI; TUTIDA, 1996; FUGI et al.,
2005).

Os efeitos causados por estas substancias geralmente ocorrem no
canal alimentar dos insetos. Em larvas de A. gemmatalis a maioria das alteracdes
ocorreram principalmente no intestino médio, onde se observou alteracdes na
morfologia desse canal alimentar e também modificag6es a nivel celular.

Salvador, (2008) estudou os efeitos de compostos fendlicos
incorporados em dietas artificiais com a presenca de caseina, que podem influenciar
a atividade dos aleloquimicos e adicionalmente avaliou-se os efeitos de dietas
artificiais, contendo diferentes concentracdes de rutina e genistina também com
genotipos de soja in natura nos aspectos biolégicos, assim como o modo de acéo
desses alimentos no intestino médio (IM) de A. gemmatalis.

O efeito de rutina foi potencializado apenas quando as lagartas se
alimentaram com dietas com 7g de caseina, ou seja, a metade da necessaria para o
desenvolvimento adequado do inseto. Dietas com as maiores concentracdes de
rutina (R2) e a mistura R1+G1 e folhas de Pl 227687 e ‘IAC-100’ foram responsaveis
pela maior mortalidade, reducao dos pesos iniciais e de pupa, menor ganho de peso
e crescimento.

Estes tratamentos, principalmente Ri+Gi e ‘IAC-100° ainda
provocaram maiores alteracbes morfologicas no IM da lagarta. Dietas e genotipos
contendo apenas genistina ndo apresentaram acentuado efeito antinutricional no
inseto e nem alteragcbes morfologicas importantes. Este autor concluiu que a
interacdo das substancias R e G observadas em folhas de soja, como a ‘IAC-100’ e
Pl 227687, atua na protecdo da planta ao ataque de A. gemmatalis, possivelmente

por alterar as células colunares do IM e sugeriu estudos mais completos.
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2.5 TUBO DIGESTIVO de Anticarsia gemmatalis

No ambiente ha uma grande diversidade de substratos naturais que
servem de alimento para os insetos, como a seiva do xilema (ninfas de cercopideos
e cigarras), sangue de vertebrados (percevejos e fémeas de mosquitos), madeira
seca (cupins), bactérias e algas (larvas de borrachudos e tricopteros), folhas (larvas
de lepidopteros) entre outros (GULLAN; CRANSTON, 2007).

Para cada tipo diferente de dieta 0s insetos apresentam pecas
bucais de acordo com cada tipo e textura do alimento, onde além desse aparato
bucal diferenciado, apresentam o trato digestivo com estrutura e funcdes diferentes
(GALLO et al., 2002).

Em insetos onde a alimentacdo € basicamente liquida, o trato
digestivo de um modo geral, é longo, estreito e enrolado, pois 0 mesmo deve permitir
0 maximo contato com o alimento liquido. Esse canal alimentar apresenta um
mecanismo especial conhecido como camara filtro, que retira todo o excesso de
agua e tem a funcdo de concentrar nutrientes e substancias antes da digestdo
(GALLO et al., 2002)

Por outro lado os insetos que se alimentam basicamente de sélidos
apresentam um canal digestivo como um tubo reto, longo ou curto, com musculatura
desenvolvida e protecdo contra abrasdo ou ferimentos mecanicos. Este € o caso da
maioria das larvas de lepidopteros, gafanhotos e baratas (GULLAN; CRANSTON,
2007).

O canal alimentar dos insetos é divido em trés regides, no qual cada
uma exerce uma funcéo diferente. Essas regides sao devidamente separadas por
valvulas, que delimitam os limites de cada regido: a valvula cardiaca (estomodeu e
meséntero) e valvula pilérica (meséntero e proctodeu) (CHAPMAN, 1998; GALLO et
al., 2002).

A regido anterior ou estomodeu, esta relacionada com a ingestao,
armazenamento, trituracdo e o transporte do alimento para proxima regido, a
mediana ou meséntero, na qual € produzida enzimas digestivas, onde ocorre a
absorcdo de alimentos e € considerada a principal via de acesso dos inseticidas
quimicos e biolégicos, e por fim, o material remanescente no lumen do trato

digestivo, juntamente com a urina formada nos tubulos de Malpighi, chega a regiéo
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posterior ou proctodeu, onde ocorre a absor¢cdo de agua, sais minerais e de outras
moléculas importantes antes da completa eliminacdo das fezes (CHAPMAN, 1998;
LEVY et al., 2004).

A analise histolégica dessas trés regibes mostrou algumas
diferencas entre elas: a regido anterior e posterior sdo praticamente idénticas, €
composta da luz para a periferia por uma camada interna chamada intima que
apresenta uma estrutura cuticular; em seguida uma camada epitelial secretora que
envolve a intima e circundando toda essa estrutura aparece uma camada muscular
constituida de musculos longitudinais e circulares, a qual é envolvida pela camada
peritoneal ou basal. Na regido posterior, além de apresentar essas duas camadas de
musculos (longitudinal e circular) ela é formada e revestida por uma terceira camada
de musculo longitudinal,essas trés camadas de musculos tem a funcéo de favorecer
a evacuacao (GALLO et al., 2002; GULLAN; LEVY et al., 2004; CRANSTON, 2007)

Em larvas de A. gemmatalis o intestino médio € composto da luz
para a periferia, de uma camada acelular denominada membrana peritréfica, seguida
pela camada epitelial e por fim pela camada muscular envolvente (LEVY et al., 2004;
2005; 2009).

A membrana peritrofica € uma camada acelular, que consiste de
uma rede de fibrilas de quitina dispostas em uma matriz proteica-glicoproteica
(peritrofina) e de um polimero linear N-acetyl-D-glucosamina, tem a funcédo de
proteger o epitélio contra abrasdo do conteudo intestinal, atuando como barreira
permeavel as enzimas digestivas e produtos da digestdo (EISEMANN;
BINNINGTON, 1994), além de formar uma barreira que impede a entrada de
microrganismos na cavidade do corpo e na hemocele (TERRA, 2001; WANG;
GRANADOS, 2001).

Essa membrana em larvas de lepidopteros € secretada pelas células
colunares ao longo do intestino médio e divide o limen intestinal em dois
compartimentos, o espaco ectoperitréfico localizado entre a membrana e o epitélio
celular no qual é encontrado enzimas digestivas produzidas pelo epitélio e
substancias que estdo sendo assimiladas, e 0 espaco endoperitréfico, contendo o
bolo alimentar no qual ocorre a digestdo dos alimentos (HARPER; HOPKINS, 1997,
HARPER; GRANADOS 1999; GALLO et al., 2002).

A membrana peritrofica geralmente ndo é encontrada em insetos

que se alimentam basicamente de liquidos, como em Hemiptera e Thysanoptera,
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assim também n&o ocorre nos insetos adultos de varias ordens inclusive em
lepidopteros (GULLAN; CRANSTON, 2007), onde em alguns casos ocorre somente
a presenca de um gel peritréfico que possui as mesmas funcbes da membrana
peritréfica, entretanto ndo possui quitina em sua composicao (TERRA, 2001).

O epitélio do intestino médio pode ser classificado como simples ou
multiplo. Em larvas de lepidopteros esse epitélio € pseudoestratificado colunar,
formado por quatro tipos celulares distintos: as células colunares, caliciformes,
regenerativas e endocrinas (CHIANG et al.,, 1986, BINDER; BOWERS, 1994;
BILLINGSLEY; LEHANE, 1996, LEVY et al., 2004). Essas células estdo envolvidas
ativamente na producdo e secrecdo de enzimas e absor¢cdo de nutrientes
(CHAPMAN, 1998).

Os diferentes tipos celulares que compdem o epitélio possuem
caracteristicas morfologicas e funcionais diferentes. As células colunares
apresentam a superficie apical com microvilosidades, projecdes citoplasmaticas e
nacleo alongado. Sado abundantes no epitélio do intestino médio e possui varias
funcdes como secrecdo de enzimas digestivas, da membrana peritréfica e absorcao
de produtos assimilados da digestdao (RICHARDS; DAVIES, 1994, LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996).

As células caliciformes, possuem invagina¢cdes da membrana
plasmatica apical, formando uma cavidade semelhante a um calice, no qual o seu
interior € margeado por projecdes citoplasmaticas aparentemente iguais a
microvilosidades contendo mitocdndrias e nucleo basal. Estas células auxiliam as
células colunares na homeostasia iénica e na absor¢do de metabolitos (MOFFET et
al., 1995; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998).

O terceiro tipo celular sdo as células regenerativas que sao
observadas na base do epitélio, individualmente ou em grupos. Estas células
apresentam citoplasma escasso, com um nucleo central e poucas organelas
presentes (DE PRIESTER, 1971; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999; LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996; LEVY et al., 2004).

Segundo Terra (1996), essas células podem variar tanto em sua
morfologia como também na sua quantidade, de acordo com a aproximacdo da
muda (ecdise) e do ciclo de vida.

Essas células estdo relacionadas principalmente com o processo de

renovacao epitelial, onde as células eliminadas s&o substituidas por outras
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desenvolvidas a partir de “ninhos” de células regenerativas (LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999).

As células endocrinas também séo localizadas na base do epitélio,
apresentam citoplasma claro com grande quantidade de gréanulos citoplasmaticos
(EDWARDS; WEAVER, 2001) e sdo descritas no epitélio intestinal de algumas
ordens de insetos como alguns Lepidopteros (GUL et al., 2001), Orthoptera (ENDO
et al., 1982); Hymenoptera (CRUZ-LANDIM et al., 1996; NEVES et al., 2003),
Odonata (ANDRIES, 1976) e Heteroptera (ANDRIES; BEAUVILLAIN, 1988). Estas
células estdo relacionadas com o controle hormonal, movimentos peristélticos,
digestéo, diurese, desenvolvimento e reproducdo (BROWN et al., 1985; PRATT et
al., 1989; WOODHEAD et al.,, 1989; SCOOFS et al., 1993, COAST,; KAY, 1994;
PATEL et al., 1995).

Segundo lwanaga et al. (1981), estas células possuem semelhancas
funcionais com relagéo as células enddcrinas encontradas em vertebrados, ou seja,
sdo ceélulas neurosecretoras que sintetizam e liberam grande quantidade de
horménios polipeptideos (MARTOJA; BALLAN-DUFRANCAIS, 1984).

Esses produtos de secrecdo estariam relacionados na diferenciagao
das células regenerativas e controlariam a secre¢cdo de enzimas digestivas
produzidas por essas células epiteliais do intestino médio (BILLINGSLEY; DOWNE,
1986; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999).

O epitélio € sustentado por uma membrana basal continua de
origem conjuntiva e pela camada muscular, que € constituida de musculos
longitudinais e circulares. A sobreposicdo dos musculos diferem em relacdo ao
intestino anterior, ou seja, 0s musculos circulares aparecem internamente
posicionados, enquanto que os musculos longitudinais estdo externamente alocados
(CONTE, 1985; LANE et al., 1996; GALLO et al., 2002).

Segundo Gallo et al. (2002) esses musculos tem a funcdo de manter
os alimentos em movimento no interior do ventriculo, favorecendo a digestdo e
promover os movimentos peristalticos, levando o bolo alimentar em direcdo ao
proctodeu ou intestino posterior.

Considerando a arquitetura do epitélio intestinal das larvas de
lepidopteros, Levy et al. (2009), em estudos morfométricos comparativos entre
populacbes de larvas de A. gemmatalis, resistentes e suscetiveis ao AgMNPV

observaram, que o epitélio do intestino médio apresentava diferencas entre as duas
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populacbes larvais. Em larvas resistentes estas ceélulas epiteliais apresentavam
valores morfométricos superiores em relagcdo as larvas suscetiveis e sugeriram que

este fato poderia estar relacionado com a resisténcia destas larvas ao AQMNPV.

2.6 RESISTENCIA DA LAGARTA DA SOJAAO AgMNPV

Os insetos de uma forma geral apresentam grande capacidade de
se adaptarem aos diversos ambientes, mesmo que estes apresentem caracteristicas
totalmente adversas a sua sobrevivéncia. Geralmente 0s insetos criam mecanismos
morfolégicos (como um exoesqueleto mais resistente), genéticos (populacbes
resistentes) contra essas adversidades.

Como os insetos pragas de diversas culturas sao controlados
basicamente através do uso de produtos fitossanitarios, muitas vezes a aplicacéo de
um produto uma unica vez, nao € o suficiente para reduzir a populacao de pragas na
cultura. A aplicacdo do mesmo produto mais de uma vez, e com uma dose mais
elevada para atingir o nivel ideal de controle de pragas que nado cause danos
econdmicos na cultura, podem acarretar o aparecimento de populacdes de insetos
pragas resistentes a determinado produto fitossanitario (GALLO et al., 2002;
GULLAN; CRANSTON, 2007). Os insetos neste caso apresentam como principais
mecanismos de resisténcia aspectos bioquimicos, fisiologicos e comportamentais
(DEGRANDE; VIVAN; 2008).

O termo resisténcia € aplicado por Lara (1991), para caracterizar
espécies de insetos anteriormente suscetiveis cuja populacdo ndo pode mais ser
controlada por um dado produto na dose normalmente recomendada, ou em
nenhuma dose, na qual essa caracteristica é transferida para as proximas geracgoes.

Os fatores que afetam a resisténcia dos insetos aos inseticidas estao
relacionados com: (1) fatores genéticos - numero de alelos resistentes, frequéncia e
intensidade da resisténcia, dominancia dos alelos resistentes, valor adaptativo dos
individuos resistentes; (2) fatores bioecoldgicos - como nimero de gerac¢des por ano,
taxa de reproducéo, modo de reproducédo, mobilidade da espécie, habito alimentar,
presenca de reflgio para a populacdo suscetivel e presenca de inimigos naturais

efetivos da praga, (3) fatores operacionais - caracteristica do composto quimico
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(grupo, persisténcia, seletividade e formulagédo), e as caracteristicas da aplicacao
(nivel de controle, método de aplicacdo, estratégia para o uso de produtos quimicos
(GALLO et al., 2002; GULLAN; CRANSTON, 2007).

A maioria dos casos de resisténcia em campo estdo ligados a
produtos quimicos, ndo sendo evidenciado até hoje populacdes resistentes a
produtos biol6gicos.

Como exemplo de populacdes de insetos resistentes a pragas temos
0 caso da mosca-branca do tabaco Bemisia tabaci biotipo B, traga das cruciferas
Plutella xylostela e o besouro da batata Leptinotarsa decemlineata os quais Sao
resistentes a grande maioria dos inseticidas quimicos existente no mercado
(GULLAN; CRANSTON, 2007).

Na soja Sosa-Gomez (1995), estudando o principio ativo
endossulfam no controle do percevejo marrom Euchistus heros, encontrou
populacdes resistentes a esse principio ativo.

Este fato pode pode ser associado a dois mecanismos relacionados
com a resisténcia: mecanismo fisioldgico, onde a acdo de enzimas principalmente as
oxidases de fungbBes mistas reduzem a penetracdo e transporte de moléculas do
inseticida para o sistema nervoso central; e o0 segundo mecanismo relacionado ao
fator comportamental, no qual, o efeito irritante e repelente do produto causam nos
individuos alteragcbes no seu comportamento, e esses individuos passam a evitar
areas tratadas (DEGRANDE; VIVAN, 2009).

Essa evolucéo da resisténcia a inseticidas esta ligada a uma série
de fatores como a aplicagdo frequente de inseticida, aumento na dosagem do
produto, uso de misturas indevidas de produtos e substituicdo por outro geralmente
de maior toxicidade (GALLO et al., 2002).

Abot et al (1995), realizando experimentos laboratoriais envolvendo
pressdo de selecdo em larvas de A. gemmatalis com o virus AQMNPV, observaram
rapida selecdo para a resisténcia a esse entomopatdgeno. O surgimento de larvas
resistentes levou esses pesquisadores a questionarem 0s mecanismos de
resisténcia desenvolvido pelo inseto. Alguns estudos indicam a possibilidade desta
resisténcia estar atribuida a mecanismos de defesa diferencial no intestino médio
(MOSCARDI , 1986; ABOT et al., 1996). Tal fato foi corroborado por Levy et al.
(2005), em estudos comparativos entre larvas de A. gemmatalis suscetiveis e

resistentes ao AQMNPV. Onde observou que a populacdo de larvas resistentes
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mostrou maior concentracdo de células regenerativas e as as células colunares com
grande guantidade de protusfes citoplasmaticas.

Por outro lado, em programas de controle de pragas para reduzir a
resisténcia das larvas de A. gemmatalis, tem se utilizado substancias quimicas
encontradas em extratos de folhas de soja, que promovem a mortalidade de larvas
resistentes ao virus em comparagdo com as larvas suscetiveis.

Como o intestino médio nos insetos é a principal via de acesso e
acdo destas substancias, existe a necessidade de estudos sobre as alteracdes
causadas por elas. Este trabalho visa correlacionar os efeitos pds ingestivos do
flavondide rutina e do isoflavondide genistina, tanto isoladamente quanto
associados, no intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes
ao AgMNPV e relacionar os efeitos destas substancias presentes nos genaotipos na
guebra da resisténcia destas larvas, além de indicar qual o genétipo de soja

promove as maiores alteracdes no intestino médio de ambas populacdes larvais.
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3 ARTIGO 1: EFEITOS POS INGESTIVOS DOS FLAVONOIDES RUTINA E
GENISTINA  NO INTESTINO MEDIO DE LARVAS ~DE A. gemmatalis
SUSCETIVEIS E RESISTENTES AO NUCLEOPOLIEDROVIRUS AgMNPV

RESUMO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:Noctuidae) é uma das
principais pragas da cultura da soja, e quando ndo controladas podem causar até
100% de perdas da lavoura. O seu controle é realizado através da pulverizacdo do
bioinseticida a base do multiplo nucleopoliedrovirus (AgMNPV) e pelo uso da
resisténcia de plantas com cultivares que apresentam um complexo de substancias
quimicas, principalmente flavonoides que tornam as plantas toxicas para o0s insetos.
Como o intestino médio é a principal via de inseticidas e substancias quimicas das
plantas resistentes, estudo sobre o efeito dos flavondides neste orgédo € necessario.
O objetivo deste trabalho foi verificar as alteracdes morfoldgicas no intestino médio
das larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV, apds a ingestéo
de folhas de gendtipos de soja contendo rutina (R) e genistina (G) em diferentes
concentracbes. Ambas populacbes larvais foram provenientes da Embrapa-
CNPSoja/Londrina-PR e foram tratadas com gendétipos de soja “in natura” resistente
a insetos: BRS 257 (testemunha); BR 16, Dowling,Pl 229358, IAC 100 e PI 227687.
O intestino médio das larvas de 4° instar foram fixados em Karnovsky, processados
e analisados ao microscoépio de luz. Todos os tratamentos causaram alteracdes nas
células epiteliais do intestino médio. As células colunares foram as mais alteradas,
apresentando grande vacuolizacdo e vazios citoplasmaticos e liberacdo de
protusées com conteldo celular em ambas populacdes larvais. As células
caliciformes foram pouco alteradas enquanto que as células regenerativas das larvas
suscetiveis, no tratamento Dowling, e as larvas resistentes do tratamento IAC 100
apresentaram em intensa atividade na base do epitélio. Os tratamentos Dowling, IAC
100 e PI 227687 promoveram alteracdes pontuais nas camadas musculares da LS, e
os tratamentos Pl 229358, IAC e Pl 227687 na camada muscular das larvas
resistentes. Dentre os tratamentos o genotipo IAC 100 promoveu maiores alteracées
no IM das larvas resistentes e o genétipo Pl 227687 pela maiores alteracdes em
larvas suscetiveis e resistentes.

Palavras-chave: lagarta da soja, resisténcia, protusdes, intestino meédio, genotipos
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ABSTRACT

3 ARTICLE 1: AFTER EFFECTS OF INTAKE FLAVONOID RUTI N AND GENISTIN,
IN THE MIDGUT OF LARVAE SUSCEPTIBLE AND RESISTANT O F A.
gemmatalis NUCLEOPOLYEDROVIRUS THE AgMNPV

The velvetbean caterpillar Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest
of soybean, and when not controlled can cause up to 100% loss of crops. Its
biological control is achieved by spraying the bio-insecticide based on multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) and the use of plant resistance to cultivars that
have complex chemical substances, mainly flavonoids that make the plants toxic to
insects. The midgut is the major route of absorption and action of most chemical
insecticides, biological and chemical substances, so the study on the possible
changes caused by the flavonoids rutin and genistin in the midgut of larvae of the
soybean, it is very necessary. The objective of this study was to assess the
morphological changes in the midgut of the larvae of A. gemmatalis susceptible and
resistant AQMNPV, after ingestion of leaves of soybean rutin (R) and genistein (G) at
different concentrations. Both larval populations were provenintes of Embrapa-
CNPsoja/Londrina-PR and were treated with soybean genotypes in their natural state
insect resistant: BRS 257 (control), 16 BR, Dowling, Pl 229358, IAC 100 and PI
227687.The midgut of the larvae of 4th instar were fixed in Karnovsky, processed
and analyzed by light microscopy. All treatments caused changes in the epithelial
cells of the midgut. The columnar cells were the most altered, showing large, empty
cytoplasmic vacuolization and release of cellular protrusions containing both larval
populations. The goblet cells were little changed while the regenerative cells of
susceptible larvae, the treatment Dowling, and the larvae resistant treatment IAC 100
showed nests of regenerative cells "in large numbers at the base of the epithelium.
Treatments Dowling, IAC 100 and Pl 227687 promoted specifc changes in the
muscle layers of SL, and treatments Pl 229358, Pl 227687 and IAC 100, in the
muscular layer of the resistant larvae. Among the treatments with IAC 100 promoted
major changes in the IM and the larvae resistant genotype Pl 227687 by major
changes in susceptible and resistant larvae.

Key Words: velvetbean caterpillar, resistance , protrusions, midgut, genotypes
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1 INTRODUCAO

O Brasil € responsavel por grande parte da producdo mundial de
grdos e a soja (Glycine max) € considerada a principal cultura de exportacéo
brasileira (EMBRAPA, 2005; CONAB, 2009). E a espécie vegetal de maior
importancia econbmica, colocando o pais como o segundo maior produtor e
exportador de farelo e graos de soja no mundo, alcangcando uma producdo de 62
milhdes de toneladas na ultima safra (CONAB, 2009).

Os insetos pragas sao fatores importantes na reducdo da
produtividade em diferentes espécies vegetais cultivadas. Na soja, as larvas da
Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), conhecidas como “lagarta-
da-soja”, sdo uma das principais pragas desfolhadoras e no Brasil, encontram-se
distribuidas em praticamente todas as areas de cultivo. Em condigbes normais, essa
praga ocorre nas lavouras a partir de novembro, nas regides ao Norte do Parang, e a
partir de dezembro a janeiro em todo o Sul do Pais, causando desfolhamento que
pode chegar a 100% (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; SOSA-GOMEZ et al., 2006;
DEGRANDE; VIVAN, 2006 ).

As infestacdes de pragas nas culturas, em geral, sdo controladas
através da utilizacdo de agrotoxicos, contudo, seu uso indiscriminado &
ecologicamente nocivo e pode desencadear a resisténcia dos insetos aos produtos
utilizados, surtos de pragas secundarias, efeitos adversos em organismos benéficos,
residuos indesejaveis em alimentos e danos diretos aos aplicadores dos produtos
(HOFFMANN-CAMPO, 1995). Na busca da reducdo do uso do controle quimico,
técnicas alternativas tem sido utilizadas no combate a essa praga, como 0 uso de
inseticidas bioldgicos e o0 uso de plantas resistentes (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2000; 2001; PIUBELLI et al., 2005).

O bioinseticida a base do virus AQMNPV (Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus) especifico para esta praga, tem sido empregado
como controle biolégico desde a década de 80 (MOSCARDI; CARVALHO, 1993;
MOSCARDI, 1999; ABOT et al., 1996). A infeccdo pelo AQMNPYV inicia quando as
lagartas ingerem os poliedros virais juntos das folhas de soja; os virions sao
liberados no Iimen alcalino do intestino médio, ultrapassam a membrana peritrofica

e se fundem com a membrana das células epiteliais, apdés um reconhecimento de
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receptores especificos, iniciando o ciclo de replicacdo (FLIPSEN et al., 1995;
BARRET et al., 1998).

A utilizacdo de cultivares de plantas com resisténcia a pragas € mais
recente e € considerada como o método ideal de controle, uma vez que as
populacées podem ser reduzidas abaixo do nivel de dano econdmico, sem polui¢ao
ambiental (LARA, 1991), além disso ndo requer a adogdo de tecnologia sofisticada
por parte dos agricultores e nao apresenta custos adicionais (EMBRAPA, 2005).

A resisténcia da soja a insetos € uma tatica muito utilizada nos
programas de controle de pragas. Os mecanismos de defesa da planta abrangem
uma série de caracteristicas morfolégicas e, também, um complexo de substancias
quimicas, que podem torna-la repelente, toxica ou, de algum modo, inadequada para
0os insetos-praga (PIUBELLI, 2004). Na soja, as substancias de defesa mais
provaveis sao os flavonéides (HOFFMANN-CAMPO, 1995), que em geral sdo mais
abundantes nos gendtipos resistentes as pragas. Os flavonéides constituem um
grupo de substancias naturais que possuem atividades biologicas bastante
diversificadas. Uma das maiores acdes de flavondides esta relacionada a formacéo
de &cidos graxos pela acdo de fosfolipase A2, responsavel pela hidrolise de
fosfolipideos presentes nas membranas celulares, com a liberacdo do &cido
araquidonico (KUBO; HANKE, 1986; LARA, 1991; SILVA et al., 2002; ONYILAGHA,;
GROTEWOLD, 2004; LOPES et al., 2005). Assim, os flavondides podem interagir e
penetrar nas bicamadas lipidicas das membranas, alterando as barreiras e a
permeabilidade das membranas celulares (LIMA et al.,, 1999; SILVA et al., 2001).
Outras fungBes seriam relacionadas a atuacdo na expressao de receptores de
membrana, como agentes antibacterianos e antivirais e inibidores de enzimas
proteoliticas (TOLEDO et al., 2003).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas possuem diferentes
efeitos sobre os herbivoros. A ativacdo desses compostos ocorre por oxidacédo e
pode levar a precipitacdo de proteinas e inibindo a digestdo pode ocorrer devido a
formacado de pontes de hidrogénio, ou ainda pela formacéo de ligacdes covalentes,
com proteinas e enzimas digestivas (APPEL, 1993). Os radicais de hidroxila
formados durante a oxidacdo dos compostos fendlicos possuem acdo toxica e sdo
responsaveis pela ruptura da integridade da membrana e por disturbios de
metabolismo no epitélio intestinal (APPEL, 1993). Em lagartas, a ligacado covalente

do &cido clorogénico com proteinas monomeéricas inibe a absorcdo de aminoacidos
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(FELTON et al.,1989; FELTON; DUFFEY, 1991).

Buscando entender os efeitos dos flavondides nos insetos,
Hoffmann-Campo et al. (1994) realizaram testes de preferéncia alimentar em A.
gemmatalis e notaram que 0s gendtipos de soja BR82-12547, IAC74-2832, PI
227687, Pl 229358, Pl 274454 foram os mais rejeitados pela lagarta. Estudos
posteriores identificaram a presenca de sete flavondides na Pl 227687, uma das
mais utilizadas nos programas de resisténcia para insetos, o que poderia indicar uma
maior toxicidade desta cultivar e explicar a rejeicdo do inseto. Dentre os flavonoides,
a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) é reconhecida por desempenhar papel muito
importante na defesa da planta a lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO, 1995;
HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2001). Essa substancia foi também identificada em
extratos de folhas de PI 227687, Pl 274454 (PIUBELLI et al., 2005). Estudos prévios
destas substancias em insetos desfolhadores mostraram efeitos antibiotico e/ou ndo
consumivel em larvas de Lepidoptera como Manduca sexta (L.) (STAMP;
SKROBOLA, 1993), Heliothis virescens (F.) (HOFFMANN-CAMPO, 1995) e
Trichoplusia ni (Hubner) (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001).

Para atuarem de forma efetiva e eficaz, tanto o virus (AgMNPV)
como as substancias quimicas, devem ser ingeridas pelas lagartas, e apls a
ingestdo, o virus e as substancias quimicas atuardo diretamente no tubo digestivo,
gue nos insetos é considerado uma eficiente barreira fisico-quimica contra a acao de
microrganismos que possam ser ingeridos juntos com a alimentacdo (TERRA,;
FERREIRA, 1991; CHAPMAN, 1998). Nos insetos as principais reacdes da digestao
e absorcdo dos alimentos, e também dos produtos fitossanitarios quimicos e
biolégicos ocorrem na regido do intestino meédio (TERRA; FERREIRA, 1991;
CHAPMAN, 1998).

Existem poucos estudos sobre o efeito nutricional e pds-ingestivo
dos flavonoides na lagarta da soja. Segundo Gazzoni et al (1997) em A. gemmatalis,
a rutina e genistina apresentaram efeitos caracteristicos de antibiose, alongando o
ciclo larval e reduzindo a sua sobrevivéncia . Ja para Piubelli et al (2006) a rutina
tem aumentado a mortalidade de larvas de A. gemmatalis resistentes ao virus
AgMNPV em comparacdo com larvas suscetiveis. Recentemente Salvador (2008)
verificou alteracdes morfolégicas no epitélio do intestino médio (IM) em A.
gemmatalis em decorréncia da ingestdo da rutina e genistina, e de folhas de

genodtipos de soja, com e sem caracteristica de resisténcia a insetos, que
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apresentam essas substancias em sua constituicdo quimica. As substancias foram
adicionadas a dietas artificiais em diferentes concentragbes, bem como foram
avaliados os efeitos de gendtipos de soja resistente a insetos (Pl 227687, IAC-100,
P1274454 e Dowling), que apresentam rutina e genistina em sua constituicédo, e (BR-
16) considerada como suscetivel, sem rutina em sua composigao foi utilizado como
controle. Para o autor o melhor efeito foi detetado quando a rutina e genistina
atuaram em conjunto levando a desestruturacdo epitelial do IM. De acordo com
Salvador (2008) este € o primeiro estudo que aborda o modo de acdo desses
compostos no IM de A. gemmatalis, e por isto mesmo estudos morfologicos,
histoquimicos e ultraestruturais serdo necessarios para o melhor entendimento da
atuacao dos flavondides no trato intestinal da lagarta-da-soja.

Em larvas de A. gemmatalis o IM é formado por um epitélio
pseudoestratificado colunar, com pelo menos quatro tipos celulares distintos: células
colunares, caliciformes, regenerativas e enddcrinas (LEVY et al., 2004, 2005). O
epitélio é revestido por uma estrutura acelular denominada de membrana peritréfica
(MP) que separa o epitélio do conteudo intestinal protegendo-o contra abraséao,
atuando como barreira permeavel as enzimas digestivas e produtos da digestédo
(EISEMANN; BINNINGTON, 1994; TERRA, 2001), além de formar uma barreira que
dificulta ou impede a entrada de microrganismos na hemocele (WANG;
GRANADOS, 2001). Abaixo da camada epitelial, sustentando toda essa arquitetura
e separando o tubo digestivo do restante da hemocele, encontra-se uma delicada
membrana basal de origem conjuntiva (visivel somente ao microscépio eletronico de
transmissao) e a camada muscular, que é composta por dois tipos de musculos: os
longitudinais e os circulares (LEHANE 2006; GALLO et al., 2002; LEVY et al., 2004).

Toda essa estrutura do intestino médio quando sofre o ataque de
patdgenos ou substancias quimicas, sofre alteragbes em sua morfologia; fisiologia e
metabolismo, resultando em fragilidades que nao propiciardo a lagarta completar o
seu ciclo de desenvolvimento, e as vezes até causar a morte da mesma (FUGI et al.,
2005; SALVADOR, 2008).

Embora a biologia da lagarta da soja seja bastante estudada, ainda
encontramos na literatura especifica, poucas informagcdes sobre o intestino médio
deste inseto, excetuando os trabalhos Levy et al. (2004) que descreveram o sistema
digestivo de larvas suscetiveis e resistentes ao AQMNPV alimentadas com dietas

isentas ou inoculadas com o virus AQMNPV. Todavia inexistem trabalhos sobre as
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alteracdes promovidas no intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AgMNPV, concomitante a ingesta de substancias quimicas
(flavondides), encontradas em diferentes genotipos de soja com caracteristicas de
resisténcia a insetos.

Como o intestino médio nos insetos é a principal via de acesso e
acao destas substancias, existe a necessidade de estudos sobre as alteracdes
causadas por elas. Visando correlacionar os efeitos pos ingestivos dos flavonoide
rutina e do isoflavondide genistina, tanto isoladamente quanto associados, no
intestino médio de larvas A. gemmatalis e verificar os possiveis efeitos dessas

substancias na quebra da resisténcia destas larvas ao AQMNPV.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os genotipos de soja: BRS 257, BR 16, Dowling, Pl
229358, IAC 100 e Pl 227687. A genealogia dos genoétipos e as concentracdes de
flavondides rutina e genistina presentes estdo descritos na Tabela 2.1

Tabela 2.1 Genealogia dos genétipos de soja utilizados e as concentracdes de

flavondides rutina e genistina em mg/g x 1072

Tratamentos Genealogia Concentragéo (mg/qg)
Genatipos 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 0,0 0,16
‘Davis’

3. Dowling Semmes x Pl 200492 0,0 4,29

4. Pl 229358 Toquio, Japao 2,12 1,36
5.1AC 100 ‘1AC 12’ x IAC 78-2318 9,72 1,42

6. PI 227687  Okinawa, Japao 36,82 1,22

VALLE e LOURENCAO, (2002)

O genotipo testemunha (BRS 257), o genodtipo (BR 16) com
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caracteristicas de suscetibilidade a insetos (SALVADOR, 2008) e os gendétipos
resistentes a insetos (Dowling, Pl 229358, IAC 100 e PI 227687) foram semeados
em casa de vegetacdo do tipo telada com incidéncia de luz durante o dia da
Embrapa Soja Londrina-PR, em vasos contendo terra e irrigacdo por gotejamento
com capacidade de cinco litros, na quantidade de cinco sementes por vaso, em um
total de sete vasos/tratamento N&o foram realizadas adubacdes de cobertura e
aplicacoes de produtos fitossanitarios. As folhas foram coletadas, levadas ao
laboratorio e lavadas em solucdo de hipoclorito de sddio a 5%; enxaguadas em agua
destilada; secas em papel filtro e colocadas em gerbox com os ovos de A.
gemmatalis.

Os ovos de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AgMNPV,
foram fornecidos pelo Laboratério de Entomologia da EMBRAPA Soja, Londrina/PR.
Para obtencao dos ovos de A. gemmatalis suscetiveis ao AQMNPV, as larvas foram
mantidas em dieta artificial (HOFFMANN-CAMPO et al., 1985) sob temperatura
controlada (25-27°C), fotoperiodo (14h luz/10h escuro) e com 80% de umidade
relativa. Apos atingirem o estagio de pupas, essas foram separadas entre machos e
fémeas e colocadas em gaiolas, de 60 a 70 casais, para emergirem e se
acasalarem. As gaiolas foram forradas com papel sulfite off-set linha d’agua para
ovoposicdo. Os papéis com os ovos foram imersos em &agua; 0S ovos eram
descolados cuidadosamente, peneirados em peneiras de malha fina e colocados em
pedacos de papel (3x4 cm), com aproximadamente 200 unidades. Os ovos de A.
gemmatalis resistentes ao AgMNPV, foram obtidos através do mesmo processo
descrito acima, modificando a dieta oferecida as larvas, que continha concentracéo
de Baculovirus mantida sob presséao de selecéo (Concentracéo Letal - CLgo em cada
geracao), de acordo com os procedimentos de Abot et al. (1996).

Os papéis contendo os ovos eram fixados em papel toalha e
colocados na tampa da caixa gerbéx, em um total de quatro gerb6x para cada
tratamento (genotipo), totalizando cerca de 800 ovos/tratamento. Os gerbox
continham em sua base, papel filtro para facilitar a posterior manutencéo das larvas
e sua limpeza. Além disso, eram depositadas no papel filtro, 2 folhas dos respectivos
genotipos. Para a manutencdo da umidade das folhas e garantia de folhas tenras, foi
adicionado em cada peciolo, por¢des de algodao umedecido.

ApoOs eclosdo, as larvas foram monitoradas diariamente até o

segundo instar, quando eram repicadas em seis gerbox contendo cerca de 25 larvas



62

por gerbdx, para facilitar a manuntencéo da criacdo. As folhas de soja eram trocadas
a cada 12 horas para ndo ocorrer a falta de alimento para as larvas.

ApoOs o 4°instar (10 a 12 dias de desenvolvimento pdés ecloséo), as
larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV foram anestesiadas e
imobilizadas por resfriamento (5 minutos) e dissecadas sob estereoscopio, com
solugéo salina para insetos (1,80 g de NacCl; 1,88g de KCI; 0,16 de CacCl; 0,004g de
NaHCO3; e agua destilada-g.s.p 100 mL). A larvas foram presas pelas extremidades
por alfinetes entomoldgicos, em placa de Petri preenchida com paraplast e com o
auxilio de tesoura oftalmolégica foi realizado uma incisdo logitudinal na regidao
ventral, do primeiro segmento toracico ao penultimo segmento abdominal, com
rebatimento lateral da cuticula. Os tubos, em numero de 30 por tratamento, eram
coletados, fixados em solucdo fixadora de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% +
paraformaldeido 4,0% em tampéo fosfato 0,1M e pH 7,2) por 6 horas e processados
segundo o protocolo de Cerri e Cerri-Sasso (2003).

ApoOs a fixacdo, o material foi lavado em solucdo tampéao fosfato de
sédio (0,1M e pH 7,2), por 5 minutos; desidratado em alcool etilico 90% (20 minutos)
e em alcool etilico 100% (20 minutos); pré-infiltrado em solugdo de resina basica
(hidroxetilmetacrilato) + &lcool 100% (1:1) por 4 horas em temperatura ambiente;
infiltrado em resina pura (kit de embebicdo Historesin® da Leica) em temperatura
ambiente por 24 horas; incluido em moldes apropriados de polietilieno contendo
solucdo de resina basica (hidroxetilmetacrilato) + ativador (dibenzoilperoxido) +
endurecedor (dimetilsulféxido) e mantido em temperatura ambiente até a
polimerizacao da resina. O material emblocado foi cortado com 4um de espessura,
com navalha de tungsténio, em micrétomo rotativo automatico modelo LEICA RM
2265 e colocado em laminas de vidro previamente limpas com alcool éter.

Os cortes foram hidratados (5 minutos) em H,O destilada, corados
pela Hematoxilina de Harris (40 minutos); lavados em agua corrente (10 minutos),
corados com Eosina aquosa (30 minutos), lavados em agua destilada (5 minutos);
desidratados em alcool 95 % e 100%; diafanizados em xilol (30 minutos); montados
em balsamo do Canada e apds secagem foram analisados no fotomicroscépio de luz

(Axiophot da Zeiss) do Departamento de Histologia da UEL.
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3. RESULTADOS

As larvas de A. gemmatalis, suscetiveis (LS) e resistentes (LR) ao
nucleopoliedrovirus AQMNPV, alimentadas com as folhas dos diferentes genoétipos
de soja, apresentaram arquitetura similar de intestino médio (IM), porém com
variacfes pontuais em muitos de seus componentes.

A descricdo morfologica dos IM das LS e LR alimentadas com folhas
do genotipo BRS 257 (R=0; G=0), foi o parametro de comparacao para os diferentes
genaotipos, uma vez que 0 mesmo nao possuia concentracdo de flavonoides (rutina e
genistina), em sua composicdo quimica, sendo portanto a testemunha do
experimento .

O IM das LS e LR tratadas com o gendétipo BRS 257 era constituido,
da luz para a periferia, pela membrana peritréfica, camada epitelial e camada
muscular (Figs. 4.1 Ae 4.2 A).

A membrana peritrofica era uma fina estrutura acelular, bastante
visivel e preservada em todo o intestino médio, dividindo o limen intestinal nos
espacos endoperitréfico e ectoperitrofico. O espaco endoperitréfico apresentou
grande quantidade de alimento e o espac¢o ectoperitrofico mostrou-se reduzido
estando bem proximo do epitélio.

O epitélio do intestino médio em ambos os tipos larvais era do tipo
pseudoestratificado prismatico com bordadura estriada, formado por trés tipos
celulares distintos: as células colunares (Co); caliciformes (Ca) e as regenerativas
(Cr) (Figs. 4.1 A,4.2A).

As células colunares eram altas, prismaticas e predominavam na
extensdo do intestino médio. O citoplasma era baséfilo, vacuolizado com nucleo
alongado, geralmente localizado no terco superior da célula, entre a regido central e
apical. Estas células apresentaram regides citoplasmaticas distintas que permitiram
diferencia-las em regido apical, com vacuolizacdo e expansdes citoplasmaticas
formando a bordadura estriada; regido média com menor vacuolizagdo que a por¢ao
apical e a regido basal com aspecto mais homogéneo e com poucos vacuolos (Figs.
41Ae 42A).

As células caliciformes apresentaram uma grande cavidade em
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forma de calice, com pequena quantidade de citoplasma aciddfilo, nlicleo achatado e
basal (Figs. 4.1 AeB, 4.2 A).

As células regenerativas eram encontradas isoladas ou em
pequenos grupos na base do epitélio e apresentavam formato arredondado ou oval,
com citoplasma basoéfilo e nucleo central (Figs. 4.1 A).

Abaixo da camada epitelial, observou-se a camada muscular
constituida internamente por feixes de fibras musculares transversais, do musculo
circular e externamente por feixes musculares disposto longitudinalmente, do

musculo longitudinal (Figs 4.1 A).

3.1 Larvas Suscetiveis ao  AgMNPV

O grau de alteracdo das estruturas do intestino médio das larvas
suscetiveis e as respectivas concentracbes em mg/g de flavondides rutina e

genistina presentes nos genaotipos de soja estao descritos na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 Avaliacdo das alteracOes causadas pela rutina e genistina no intestino
meédio de larvas suscetiveis (LS) ao nucleopoliedrovirus (AgMNPV) e as

concentracdes dos flavonéides em mg/g X 1072

Gendtipos
BRS 257 BR 16 Dowling PI1 229358  IAC 100 Pl 227687
Estruturas R:0 R:0 R: 0 R: 2,12 R:9,72 R: 36,82
G:0 G:0,16 G:4,29 G: 1,36 G: 1,42 G:1,22
Membrana peritréfica i i i i i
. - +++ +++ + +
Borda Estriada
Células Porcéo Apical - 4+ 4+ +H+ 4+ ++
Colunares Porcao Média - 4+ 4+ +H+ + +H+
Porcéo Basal - + ++ + +H+ +++
Protusoes - +++ +++ +++ +++ +++
. .. ++ +++ ++ ++ +++
Células Caliciformes
£ . ++ +++ - - +++
Células Regenerativas
- + +++ +++

Camada Muscular

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

O IM das LS tratadas com o genétipo BR 16 (G = 0,16 x 10 mg/g;
Dic, considerada a dose 1 ou inicial de genistina) em comparagédo ao genoétipo BRS
257, mostrou, alteracdes fortes, na camada epitelial, notadamente nas células
colunares, que apresentaram protusdes citoplasmaticas sendo liberadas em grande
quantidade em direcdo ao lumen intestinal. Estas protusées apresentavam contetdo
citoplasmatico, além de alguns ndcleos celulares. Estas células apresentaram
alteracdes nas diferentes porcdes citoplasmaticas, sendo que as por¢cOes apical e
média mostraram intensa vacuolizacdo, com formacdo de grandes vazios (Figs.
4.1B) enquanto a porgdo basal apresentou poucos vacuolos.

As células caliciformes aparentemente se mostraram em grande
quantidade, as vezes mais altas e mais estreitas com liberacdo de produto para o
[limen e por vezes volumosas (Fig. 4.1 B); as células regenerativas também se

mostraram bastante numerosas.
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No tratamento com o genétipo Dowling (G = 4,29 x 102 mg/g; D »¢ =
dose de genistina 27X D;) o epitélio apresentou fortes alteracdes nas células
colunares, inclusive com comprometimento da borda estriada, dificultando o
reconhecimento desta estrutura. A porcado apical e média das células colunares
apresentaram grande vacuolizagdo. Em alguns pontos do epitélio, pode ser
observado o desprendimento, para o lumen, de células colunares com nucleo (Fig.
4.1C). As celulas caliciformes mostraram forte alteracdo, aparentemente mais
volumosas e com liberacdo de contetddo de cavidade para o lumen intestinal (Fig.
4.1C), enquanto que as ceélulas regenerativas se apresentaram em grande
guantidade formando grupos de 3 a 5 células (Fig. 4.1 C). A camada muscular
mostrou pequena alteracdo, sendo aparentemente mais espessa com relagdo a
camada muscular da testemunha.

A membrana peritréfica ndo apresentou alteracbes em sua
morfologia. Observou-se que o espaco endoperitréfico continha grande quantidade
de alimento, porém o espaco ectoperitrofico se encontrava bem afastado do epitélio.

O intestino médio das larvas tratadas com o genotipo Pl 229358 (G =
1,36 x 102 mg/g; D 3¢ = dose de genistina 8,5 X D) e (R = 2,12 x 10°mg/g; D 1r =
dose inicial de rutina) apresentou alteracdes no epitélio e camada muscular (Fig.
4.1D).

Dentre os tipos celulares do epitélio, as células colunares foram as
mais afetadas, com espessamento da bordadura estriada, intensa vacuolizacdo da
porcdo apical e média e numerosas protusfes sendo liberadas para o lumen
intestinal (Figs. 4.1 D). Nessas protusbes foram observados fragmentos de
citoplasma, com presenca ou auséncia de nucleo, e em alguns casos, revestidas
pela borda estriada (Fig. 4.1D).

As células caliciformes e regenerativas ndo apresentaram alteracoes
morfoldégicas porém as células caliciformes foram, observadas em grande
qguantidade ao longo de todo epitélio do intestino médio (Fig. 4.1 D).

JA a camada muscular mostrou alteragdo, com internas
fragmentacao (Fig. 4.1D).

A membrana peritrofica ndo sofreu danos aparentes, porém o
espaco endoperitréfico estava bem reduzido, com pequeno limen e auséncia de
alimento, enquanto que o espaco ectoperitréfico encontrava-se bastante amplo e

afastado do epitélio (Fig. 4.1D).
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No tratamento IAC 100 (G = 1,42 x 102 mg/g; D 4c = dose de
genistina 8,8 X D1) e (R = 9,72 x 10 mg/g; D »r = 4,6 X dose inicial de rutina) houve
alteracdes em todas as estruturas que constituem a parede do intestino médio.

Nas células colunares observou-se grande quantidade de vacuolos
nas porcdes apical e basal (Figs. 4.1 E), além do descarte de células inteiras para o
limen (Fig. 4.1 E) com grande quantidade de protusdes citoplasmaticas contendo
em seu interior e por¢cdes de citoplasma, nucleos celulares foram observados. As
células caliciformes eram mais turgidas e apresentavam bordadura aciddfila
expandida no interior do calice celular (Fig. 4.1 E).

N&o foi possivel observar a presenca da membrana peritréfica, bem
como dos espacos por ela delimitados enquanto que a camada muscular foi
evidenciada apenas por pequenos fragmentos .

O tratamento com o genétipo Pl 227687 (G = 1,22 x 10°mg/g; D sg =
dose de genistina 7,6 X D1) e (R = 2,12 x 102 mg/g; D sz = 17,4 X dose inicial de
rutina) foi a que promoveu as maiores alteracbes na camada epitelial. As células
colunares apresentaram grande vacuolizacgdo em todas as suas porcoes
citoplasmaticas e por vezes os vacuolos formavam grandes vazios celulares. Além
disso, estas células apresentaram grande quantidade de protusdes contendo
citoplasma e nucleo celular. A bordadura estriada aparentemente era mais espessa
e de facil visualizacéo (Fig. 4.1 F).

As células caliciformes mostraram alteracdo principalmente no seu
citoplasma (Fig. 4.1 F) e as células regenerativas eram encontradas em maior
guantidade.

N&o foi possivel a visualizacdo da membrana peritréfica, enquanto

que a camada muscular ndo apresentou alteracoes.

3.2 Larvas Resistentes ao  AgMNPV

O grau de alteracBes das estruturas do intestino médio das larvas
resistentes e as respectivas concentracfes expressas em (mg/g) dos flavonoides

rutina e genistina presentes no genotipos de soja, estdo descritos na tabela 3.3.
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Tabela 3.3 Avaliacdo das alteragBes causadas pela rutina e genistina no intestino
médio de larvas resistentes (LR) ao nucleopoliedrovirus (AgMNPV) e as

concentracdes dos flavonéides em mg/g x 102,

Gendtipos
BRS 257 BR 16 Dowling P1229358  IAC 100 Pl 227687
Estruturas R: 0 R: 0 R: 0 R: 2,12 R:9,72 R: 36,82
G:0 G:1,6 G:4,29 G: 1,36 G: 1,42 G:1,22
s - - ++ - +++
Membrana peritréfica
Células Borda Estriada i 1A i 1A "
Colunares Porcéo Apical - + it + et +ht
POI‘(;éO Média - +++ + +++ +++ +++
Por¢éo Basal - ++ 4+ + + +
Protusoes - +++ +++ +++ +++ +++
. .. - +++ +++ ++ +++
Células Caliciformes
Células Regenerativas " i i i "
- - +++ +++ +++

Camada Muscular

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

O intestino médio das larvas resistentes tratadas com o genoétipo BR
16 mostrou alteracdes apenas na camada epitelial e somente nas células colunares
que apresentaram vacuoliza¢des nas por¢cdes média e basal, sendo que a primeira
era a mais vacuolizada (Fig. 4.2 B). Foi vizualizado grande quantidade de protusdes
com conteudo citoplasmatico e nuclear.

De modo geral o tratamento com o gendtipo Dowling promoveu
alteragbes na camada epitelial, sendo as células colunares a bordadura estriada
estava preservada e bem espessa e com liberacdo de protusdes citoplasmaticas em
direcéo ao lumen intestinal (Figs. 4.2C). As caliciformes estavam aparentemente em
maior quantidade quando comparada as larvas tratadas com o gendtipo testemunha
BRS 257 (Fig. 4.2 C).

No tratamento com o gendtipo Pl 229358 observou-se grande
desorganizacdo em relacdo a maioria das estruturas analisadas. Dentre as células

epiteliais, aparentemente as células regenerativas ndo mostraram alteracdes
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morfolégicas (Fig. 4.2D). As demais células (colunares e caliciformes) por sua vez
eram evidenciadas com grandes alteracfes. As células colunares apresentavam
alteracdes com presenca de vacuolos nas trés por¢des, sendo mais vacuolizadas na
porcao basal e apical. A bordadura estriada era visivel, porém desorganizada, com
protusdes em grande quantidade e contendo citoplasma e nucleos (Fig. 4.2D).

A membrana peritréfica e camada muscular foram observadas,
fragmentadas, em toda a extensao do intestino (Fig. 4.2D).

Em LR tratadas com o gendtipo IAC 100 as alteracdes foram
percebidas nos trés tipos celulares que compdem o epitélio. O que chamou a
atencdo foram as células caliciformes, por vezes apresentavam-se mais volumosas,
com visualizacdo de liberacdo de conteudo do calice para o lumen intestinal (Figs.
4.2E). As células regenerativas foram observadas individualmente ou em grupos
com até 6 células (Fig. 4.2E)e aparentemente aumentadas em tamanho. A
membrana peritréfica ndo sofreu alteracdo aparente enquanto que a camada
muscular mostrou-se bem espessa (Fig. 4.2E).

No tratamento Pl 227687 as alteracGes foram identificadas em todas
as camadas que forma o IM, sendo mais intensa na camada epitelial, onde as
células colunares se apresentaram bastante alteradas. A vacuolizacdo estava
presente em todas as porgdes, sendo a porcdo basal menos vacuolizada que as
porcoes apical e média. Estas Ultimas mostraram grandes vacuolos e vazios
celulares principalmente a porcdo média (Fig. 4.2 F). A bordadura estriada era
espessa e suas microvilosidades bem visiveis. As protusdes foram encontradas em
grande quantidade destacadas no lumen intestinal e contendo em seu interior
citoplasma e nucleos celulares. As células caliciformes apresentavam abertura
voltada para o limen e com a liberacdo do seu conteudo, em algumas situacdes
esse calice mostrava-se mais volumoso, e as células regenerativas eram numerosas
(Fig. 4.2 F). Nao foi possivel observar a presenca da membrana peritréfica, enquanto

gue a camada muscular estava fragmentada e fina (Figs. 4.2 F).
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4. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Figura 4.1 — Fotomicrografias do intestino médio de larvas de A. gemmatalis

suscetiveis ao  AgMNPV. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE).

A: Tratamento BRS 257 (testemunha): Morfologia gera | do IM.
Células colunares (Co) com bordadura em escova (Be); Células caliciformes (Ca);
Células regenerativas (Cr); Camada muscular composta de musculo longitudinal (M)
e musculo circular (Mc). Membrana peritrofica (Mp). Barra = 10um.

B: Tratamento BR 16: Células colunares (Co) com protusdes
citoplasmaticas (P) sendo liberadas para o lamen intestinal, presenca de vacuolos
citoplasmaticos (V) de véarios tamanhos; Células caliciformes (Ca) aparentemente em
maior quantidade e mais altas do que a testemunha; Células regenerativas (Cr);
Camada muscular (Cm) preservada e membrana peritréfica (Mp).Barras = 10um

C: Tratamento Dowling: Células colunares (Co) com aspecto
esponjoso e despreendidas para o lumen; presenca de vacuolos citoplasmaticos (v);
Células caliciformes (Ca); e grupo de células regenerativas (Cr); camada muscular
(Cm) fragmentada. Barra = 100um.

D (tratamento Pl 229358); E (tratamento IAC 100) e F:
(tratamento Pl 227687): Células colunares (Co), vacuolizadas (V), com protusdes
citoplasmaticas (P), com presenca de nucleo (n) e bordadura em escova (Be);
Células caliciformes (Ca) em grande quantidade; Células regenerativas (Cr);
Camada muscular (Cm). Observar no tratamento Pl 229358 a presenca de

membrana peritrofica (Mp); no tratamento IAC 100 presenca de células colunares
descartadas inteiras para o lumen (), no tratamento Pl 227687, as células

caliciformes (Ca) com alteragdo citoplasmatica presenca de secre¢cdo (%) e nos
tratamentos Pl 229358 e IAC 100 camada muscular (Cm) bastante fragmentada.
Barras (D e F) = 10um; (E) = 100 pm.
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Figura 4.2 - Fotomicrografias do intestino médio de larvas de A. gemmatalis
resistentes ao  AgMNPV. Coloragcdo Hematoxilina e Eosina (HE)

A: Tratamento BRS 257 - Morfologia geral do IM . Células
colunares (Co) com vacuolos citoplasmaticos (V) e bordadura em escova (Be);
Células caliciformes (Ca); células regenerativas (Cr); Camada muscular (Cm).
Membrana peritrofica (Mp), espaco ectoperitréfico (Ec) e espaco endoperitrofico
(Ed). Barra = 10um.

B (tratamento BR 16); C (tratamento Dowling) e D (t ratamento PI
229358) — Células colunares (Co) com muitos vacuolos (v); recoberta de bordadura
em escova (Be) espessa; protusdes citoplasmaticas (P) e com nucleo celular (n);
células caliciformes (Ca); células regenerativas (Cr); e camada muscular (Cm). Notar
no tratamento Pl 229358 presenca de fragmentos de membrana peritrofica (Mp).
Barra = 10pum.

E (tratamento IAC 100) e F (tratamento Pl 227687) — Células
colunares (Co) com vacuolos citoplasmaticos (V); recoberta com bordadura em
escova (Be) e liberacdo de protusbes citoplasmaticas (P) com nucleo celular (n);
Células caliciformes (Ca) volumosas; Camada muscular (Cm) espessa. Observar no
tratamento IAC 100 a presenca dos ninhos de células regenerativas (NCr) e da

membrana peritrofica (Mp). Barras = 10pum.
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5. DISCUSSAO

No tratamento com o genotipo testemunha BRS 257 (G=0 e R=0), o
intestino médio das larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV
apresentou morfologia semelhante as descritas na literatura. O intestino médio era
formado por um epitélio pseudoestratificado prismatico, com bordadura estriada e
composto por trés tipos celulares distintos: as células colunares, caliciformes e
regenerativas. Esta camada epitelial era revestida por uma estrutura acelular, a
membrana peritrofica que separava o epitélio do conteddo intestinal e dividia o
limen em dois espacos, 0 ectoperitrofico e o endoperitrofico. Abaixo da camada
epitelial, sustentando toda essa arquitetura e separando o tubo digestivo do restante
da hemocele, encontrava-se a camada muscular, composta por dois tipos de
musculos: os longitudinais e os circulares. Esta arquitetura do 6rgao € igual as
descritas para a maioria dos lepidopteros por varios autores (EISEMANN;
BINNINGTON, 1994; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; GALLO et al.,. 2002; LEVY
2000; 2004; LEVY et al., 2005; LEHANE 2006; SALVADOR 2008; SOUSA et al.,
2009).

Nossos resultados mostraram que as duas populagdes larvais, tanto
suscetiveis quanto resistentes ao AgMNPV, alimentadas com as folhas dos
genadtipos BR 16, Dowling, P1229358, IAC 100 e Pl 227687, que apresentavam em
sua composicdo o flavonoide rutina e\ou o isoflavondide genistina mostraram
alteragbes morfologicas no intestino médio, variando em intensidade, de acordo com
a concentracdo desses compostos. Essas alteracbes, embora pontuais, eram
bastante observaveis e bem distintas variando desde a presenca de pequenos
vacuolos entre as células colunares; aumento de protusdes citoplasmaticas que
continham conteudo celular em seu interior e até o desprendimento total de células
inteiras para o limen intestinal.

Sabe-se que em um ataque de patdogenos ou substancias quimicas
toda a estrutura do intestino médio sofre alteracdes em sua morfologia; fisiologia e
metabolismo, resultando em fragilidades que nao propiciardo a lagarta completar o
seu ciclo de desenvolvimento, e as vezes até causar a morte da mesma (FUGI et al.,
2005; SALVADOR, 2008).

As maiores alteracdes foram observadas na camada epitelial do IM
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tanto das LS quanto das LR e dentre os tipos celulares que formam o epitélio o que
sofreu forte alteracdo foi a célula colunar. Estas alteragfes foram observadas nas
protusdes celulares e nas regides apical e média destas células nos dois tipos
larvais tratadas com todos os gendétipos (BR16, Dowling, P1229358, IAC 100 e PI
227687). Inclusive o gendtipo BR16, que foi considerado por Piubelli et al (2005),
como suscetivel as lagartas por ndo conter rutina e baixa concentracdo de genistina,
mostrou capacidade de alterar o epitélio.

Os dois tipos larvais tratados com os diferentes genotipos mostraram
nas células colunares intensa vacuolizacdo citoplasmatica presenca de “vazios
citoplasmaticos” e liberacdo de protusdes citoplasméticas sem e com conteludo
celular, principalmente nucleos, em direcdo ao espaco ectoperitréfico. Esses fatos
foram semelhantes aos descritos por Rharrabe et al. (2007) que estudando a acgéo
dos aleloguimicos (alcaldide) beta-carbolinas de Peganum harmala (arruda da siria),
observaram efeitos citotoxicos nas células epiteliais do intestino médio de Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) e que estas células apresentaram vazios
citoplasmaticos, intensa vacuolizacéo e liberacdo de protusdes citoplasmaticas.

Salvador (2008) verificou os efeitos do flavondide rutina e do
isoflavonodide genistina em larvas de quarto instar de A. gemmatalis alimentadas com
dieta artificial e com os gendtipos de soja: BR16, Pl 227687, IAC 100, Pl 274454 e
Dowling. Embora a autora tenha utilizado concentracdo dos dois componentes
quimicos maior que as concentracdes utilizadas neste nosso trabalho (podendo
chegar até 10 X), relatou alteracBes semelhantes as observadas por nds para as
células colunares em larvas suscetiveis ao AQMNPV.

Estudos realizados por Arruda et al. (2008) em larvas de Aedes
aegypti (Diptera), tratadas com extrato de Magonia pubescens, conhecida
popularmente como tingui, arvore de ocorréncia em areas de cerrado, mostraram
que este extrato provocou grandes alteracbes no intestino médio das larvas
testadas, com intensa vacuolizacdo e vazios citoplasmaticos nas células. Silva et al.
(2004) descreveram os efeitos larvicidas de taninos isolados do tingui sobre A.
aegypti, enquanto que estudos realizados por Rey; Pautou; Meyran (1999) através
de cortes histologicos mostraram o efeito téxico do acido tanico, um tanino natural
hidrolisavel, sobre o epitélio do intestino médio de larvas de dipteros. Outros autores
como Pautou et al. (2000), apGs avaliarem os efeitos toxicos de taninos sobre a

fauna associada aos culicideos, sugeriram que 0s taninos vegetais podem ser Gteis
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como complementos em programas de controle de espécies de mosquitos.

Segundo Appel (1994) essas alteragcdes podem estar associadas
com o processo de ativacdo de compostos fendlicos através da oxidacdo, que
formam radicais de hidroxila livres e que possuem ac¢ao toxica, sendo responsaveis
pela ruptura da integridade da membrana e por causar disturbios do metabolismo no
epitélio intestinal dos insetos. Entretanto as alteracfes que ocorrem nas células
colunares ndo sdo causadas apenas pelos aleloguimicos e podem ser
desencadeadas também por outros agentes como relatado por Kakamand et al.
(2008) que estudaram os efeitos causados por trés inseticidas quimicos no intestino
médio em Aphis mellifera, e observaram que as células colunares apresentaram
alteracdes semelhantes as descritas neste trabalho. Levy (2005) notou que as
células colunares do intestino médio de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao
AgMNPV apresentaram alteracfes em sua estrutura apos a infeccéo por virus.

Além da intensa vacuolizagdo e dos vazios -citoplasmaticos
observados nas células colunares, alguns tratamentos como Dowling e IAC 100 em
larvas suscetiveis apresentaram descarte total das células colunares para o limen
intestinal. Este fato pode estar associado principalmente ao processo de renovacao
celular, onde as células alteradas ou danificadas sdo descartadas para o limen
intestinal (BROOKS et al., 2002; KAKAMAND et al., 2008) e que aqui pode estar
correlacionado com o mecanismo de defesa do inseto contra seu agente agressor,
no caso alta concentracéo de genistina presente no genétipo Dowling (4,29 x 10
mg\g) e no tratamento com o gendtipo IAC 100, do efeito sinérgico dos flavondides
rutina e genistina (R= 9,72x10% mg/g e G= 1,42x10?mg/g).

A formacéao de protusdes citoplasmaticas sendo liberadas do epitélio
foi evidenciada em todos os tratamentos em ambas as populacdes larvais e pode ser
considerada como um processo fisiologico normal de renovacgéo epitelial. O que nos
chamou a atencdo foi o aumento destas protusdes conforme variagcdo na
concentracdo de genistina e rutina presentes nos genotipos. No tratamento BRS 257
eram evidenciadas poucas protusdes citoplasmaticas formadas ou sendo liberadas
em direcdo ao lumen intestinal, tanto em larvas suscetiveis como em larvas
resistentes ao AQMNPV, enquanto que nos tratamentos com 0s outros genotipos,
mesmo aqueles com a menor dosagem de rutina e\ou genistina, ou ainda com
auséncia da rutina, como € o caso dos genétipos BR16 e Dowling, observou-se

protusdes em grande quantidade, em igual resposta de alteragdo para os dois tipos
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larvais.

As protusfes citoplasmaticas ainda ndo tém a sua funcdo bem
definida, porém segundo Anderson e Harvey (1966) essas protusdes podem estar
associadas as ceélulas colunares sendo entdo relacionadas com o processo de
secrecdo apocrina. Segundo De Priester (1971), essas protusfes podem estar
envolvidas no processo de degeneracdo celular que ocorre durante a muda ou
ecdise e na metamorfose dos insetos, conforme observado em Calliphora
erytrocephala. Além dessas caracteristicas, o processo de formacdo de protusdes
pode ser relacionado a agdo de microrganismos ou da ingestdo de produtos nocivos,
onde as células epiteliais buscam esse processo de formacdo para “eliminar ou
expulsar” estes agentes do interior das células (BROOKS et al., 2002). Segundo
Martoja e Ballan-Dufrancais (1984) este processo foi caracterizado
ultraestruturalmente pela vesiculagdo do reticulo endoplasmatico rugoso,
desaparecimento do Complexo de Golgi, aumento do niumero e volume dos vacuolos
autofagicos e também rarefac&o do citoplasma.

Esse processo de formacdo e expulsdo de protusbes pode ser
observado por varios autores em diversas espécies de insetos como em Helicoverpa
armigera (BROOKS et al.,, 2002); Aedes aegypti (ARRUDA et al., 2003); Apis
mellifera (KAKAMAND et al., 2006); Plodia interpunctella (RHARRABE et al., 2007);
Spodoptera frugiperda (CORREIA et al., 2009); Alabama argilacea (SOUSA et al.,
2009). A analise pontual das alteracbes apresentadas pelos diferentes
genodtipos mostra que as células colunares em ambas as populagdes larvais, tanto
suscetivel quanto resistente ao AQMNPV, quando sédo consideradas as suas regioes
citoplasmaticas observamos que as maiores alteracdes, estédo relacionadas com as
regides apical e média, enquanto que a regido basal, s6 apresentou forte alteracao
quando tratada com o genoétipo Dowling, que apresenta em sua constituicdo apenas
o isoflavondide genistina, mas em alta concentracdo, ou seja, em uma concentracao
de 27 vezes a concentracao inicial de genistina.

Poucos foram os trabalhos que descreveram os efeitos da
concentracdo de genistina em células ou tecidos, como os de Dang, 2009, que
abordou os efeitos sobre os adipécitos e influéncia na obesidade e de DI et al.,
(2008) que trabalharam com a microscopia de luz para determinar os efeitos da
genistina na morfologia celular e também fizeram uso de ensaio calorimétrico e

antigeno de proliferagéo celular (PCNA imunocitoquimica); citometria de fluxo (para
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qguantificar células em fase S e em apoptose); ensaio fluorometrico e microscopia
confocal para detetar atividade de caspase-3 e apoptoticas, respectivamente.
Observaram que a genistina em baixa concentracdo (1 mg/mL) estimulou a
proliferacdo em um tipo celular (células UtLM), o aumento da marcacdo PCNA e o
percentual de células em fase S e em concentracdes superiores (10 mg/mL)
prejudicou a morfologia, inibiu significativamente a proliferacdo, diminuicdo PCNA
rotulagem, aumentou a atividade da caspase-3 e a inducédo de apoptose em todos
os tipos celulares e concluiram que os efeitos da genistina sdo dependentes da sua
concentragao.

Outro ponto focal que se mostrou alterado foi a borda estriada das
células colunares que apresentou forte grau de degeneracdo nos tratamentos
Dowling, Pl 229358 e IAC 100 nas larvas resistentes ao AQMNPV, enquanto que nas
larvas suscetiveis somente os genoétipos Dowling e Pl 229358 apresentaram esta
mesma alteracgéo.

A borda ou bordadura estriada das células colunares apresenta
microvilosidades com a presenca de glicocalice e como as células colunares
apresentam alteracBes nas regides apical e média e estas sdo as regides que
contém preferencialmente organelas como reticulo endoplasmético rugoso,
lisossomas, vesicula de pinocitose, elementos do citoesqueleto, complexo de Golgi,
mitocondrias e granulos de secrecdo (LEVY, 2005) tudo isto se reflete também na
estrutura das microvilosidades, alterando-as e também alterando o revestimento
glicoprotéico do glicocdlice, fazendo-o perder a propria capacidade de adesao e
reconhecimento. Esta perda funcional das microvilosidades e também do glicocélice
pode interferir na adesdo dos virus AQMNPV, uma vez que o0s virions atravessam a
membrana peritrofica, considerada a primeira barreira de prote¢édo contra agédo de
patdgenos, através de seus poros, se fundem as membranas das células epiteliais
do intestino médio, apdés um reconhecimento de receptores especificos, iniciando o
ciclo de replicacdo (FLIPSEN et al. 1995, BARRET et al. 1998), nas células
colunares e transmitindo a infeccdo para outros tecidos (FLIPSEN et al., 1995;
VOLKMAN, 1997; CASTRO et al., 1999; MOSCARDI; SOUZA, 2002). Estes fatos da
desorganizacdo das microvilosidades, da provavel alteracdo na producdo de
glicoproteinas do glicocalice, devido até as proprias alteracdes da regiao apical e
média da células colunares, com comprometimento estrutural e funcional das

organelas, conforme relatado por Martoja e Ballan-Dufrancgais (1984) levam-nos a
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crer que possivelmente eles quebrariam a resisténcia da lagarta ao seu controle
bioldgico, o virus AQMNPV, permitindo que o virus penetre nas suas células e déem
continuidade ao processo de replicacéo viral.

Embora as células caliciformes do intestino médio de larvas
suscetiveis e resistentes, ndo tenham mostrado grandes alteragcbes morfologicas
com relacdo a ingestdo dos diferentes gendtipos, observamos algumas alteracdes
em relacdo a turgéncia da camara e também com relacdo a quantidade de células,
pois estas aparentemente se encontram hipertrofica, com ligeiro aumento do volume
celular e talvez aumento na quantidade de células, entretanto estes dados carecem
de andlise morfométrica e histométrica que possam corroborar nossas observacdes
visuais. Estas alteracdes foram observadas tanto nas larvas suscetiveis como nas
larvas resistentes alimentadas com os gendtipos Dowling e Pl 227687, que
apresentaram a maior concentracdo de genistina e rutina, respectivamente.

Quanto as células regenerativas descrevemos como fortes as
alteracdes observadas no intestino médio de larvas suscetiveis alimentadas com os
genatipos Dowling e Pl 227687 e nas larvas resistentes alimentadas com o genotipo
IAC 100. Na verdade o que nos chamou a atencdo foi o fato de estas células
estarem aparentemente aumentada em numeros em relacdo aos controles de cada
tipo larval. Entretanto estudos morfométricos se fazem necessérios para avaliagdo
mais critica. As células regenerativas dos genétipos Dowling em larvas suscetiveis e
IAC 100 em larvas resistentes apresentaram grandes grupos de células, os
chamados “ninhos de células regenerativas”. Estes ninhos de células regenerativas
estdo relacionados ao processo de renovacdo epitelial, no qual consiste na
substituicdo de células eliminadas por outras desenvolvidas a partir desses ninhos
(LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM,
1999).

Esse fato pode ser observado em Melipona quadrifasciata
anthidioides, no qual esses ninhos foram localizados na base do epitélio do intestino
médio de abelhas rainhas e rainhas fisogastricas, (FRANCA et al., 2006); e em
Atelura formica onde foram encontrados cerca de 26 a 30 ninhos de células
regenerativas, onde algumas eram encontradas em diferenciagdo celular (ROST-
ROSZKOWSKA,; VILIMOVA; CHAJEC; 2010).

As larvas suscetiveis tratadas com os genétipos BR 16 mostraram

moderada alteracdo e as larvas resistentes tratadas com genétipo BR 16 e PI
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227687 apresentaram discreto aumento do nimero de células regenerativas. Neste
caso chama-nos atencao mais uma vez, as diferencas de concentracdo da genistina,
gue no minimo de sua concentracao testada, promoveu alteracdes e talvez inducéo
de multiplicacdo nestas células voltadas para a sua funcdo de reposicao celular.
Esse fato foi observado em Aedes aegypti por Arruda et al (2003), que verificaram
esse aumento destas células. Cruz-Landim et al (1996) relaciona o fato com a
duracédo do ciclo biolégico do inseto, onde em ciclos mais longos estas células sé&o
encontradas em pequenas quantidades, mas quando o ciclo é curto as células
regenerativas sao encontradas em quantidades superiores.

A membrana peritréfica somente sofreu alteracbes em sua
morfologia, tanto nas larvas suscetiveis quanto nas larvas resistentes, em dois
tratamentos. As suscetiveis sofreram alteracbes na membrana peritrofica quando
alimentadas com os genétipos IAC 100 e Pl 227687 (maior concentracao de rutina).
Na verdade ndo foi possivel observar a presenca da membrana, o que foi
considerado por nés como sendo um indicativo de forte alteracdo. Nas larvas
resistentes ao AgMNPV a membrana apresentou moderada alteracdo para o
genotipo Pl 227687 estando bastante fragmentada, enquanto que para o genétipo Pl
229358 como ndo observamos nem vestigios da membrana peritréfica,
consideramos como grau méaximo da alteracdo ou seja, como forte alteracéo.
Nossos resultados sdo parcialmente concordantes com os resultados obtidos por
Salvador (2008), que relatou que a membrana peritrofica ndo foi alterada em
nenhum tratamento e justificou que a integridade da membrana peritrofica esta
provavelmente relacionada a auséncia de lipidios em sua constituicdo, uma vez que
acao dos flavonoides, principalmente da rutina esta associado ao metabolismo de
lipidios (LIMA et al., 2003; PIUBELLI, 2004).

Com relacdo aos tratamentos que apresentaram alteracdo na
membrana peritrofica, este fato pode estar associado com a desorganiza¢do que as
células colunares sofreram no seu citoplasma, o que impede a producdo e a
liberacdo dos produtos secretados, bem como a qualidade do produto a ser utilizado
e neste caso, lembramos que os componentes secretados para a formacéo da
membrana peritrofica sdo produzidos pelas células caliciformes. Além disso, a
intensa liberacédo de protusdes citoplasmaticas com conteudo celular pode impedir a
organizacdo da membrana da forma estrutural como ela necessita ser para

desempenhar a sua fungao.
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A camada muscular que reveste externamente o tubo digestivo,
inserindo - o e fixando-o na hemocele, também apresentou alteragfes tanto para as
larvas suscetiveis quanto para as resistentes tratadas com os genétipos Pl 229358,
IAC 100 e PI 227687, e os prejuizos foram considerados intensos, uma vez que
mesmo pontualmente, as camadas estavam desorganizadas e fragmentadas,
afetando, portanto, todo o equilibrio organizacional do tubo digestivo nestas
localizagcbes, bem como as trocas metabdlicas com a hemolinfa e os outros érgéaos,
como corpo gorduroso, gerando um fato comprometedor para a integridade funcional
do intestino médio dos insetos testados podendo leva-los a ndo continuidade de
ciclo e até a morte.

Dessa forma os resultados apresentados mostram que todos os
genaotipos causaram alteragcbes em ambas as populacdes larvais sugerem que 0sS
efeitos causados pelo flavondide (rutina) em conjunto com o isoflavonéide genistina
promovem grandes alteracdes morfologicas no intestino médio em ambas as
populacbes larvais de A. gemmatalis, e que também o isoflavondide genistina

provoca isoladamente alteracfes no intestino medio.

6. CONCLUSOES

O intestino médio das larvas de Anticarsia gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AQMNPV, apresentou grandes alteragcdes morfologicas nas células da
camada epitelial, para todos os tratamentos. Estas alteracbes foram pontuais, e
ocorreram principalmente nas células colunares, que apresentaram intensa
vacuolizacdo citoplasmatica, presenca de vazios citoplasméticos e, aumento nas
protusdes liberadas em direcdo ao lumen, por vezes contendo nudcleos celulares.
Alteracbes também foram observadas na membrana peritrofica e na camada
muscular para alguns genotipos, todos contendo rutina e genistina em sua
composicao quimica foliar.

De modo geral, todos os tratamentos promoveram alteracées no
intestino médio, com maior ou menor intensidade de acordo com o tecido.
Ressaltamos que 0s gendtipos que promoveram maiores alteracdes em larvas

suscetiveis foi 0 Pl 227687, e em larvas resistentes os genotipos responsaveis pelas
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maiores alteracdes foram IAC 100 e PI 227687.

Dessa forma, esses gendtipos principalmente a 227687 podem ser
recomendados para plantio, pois apresentam caracteristicas de resisténcia as larvas
de A. gemmatalis, bem como podem promover a quebrar da resisténcia das lagartas
da soja ao seu controle bioldgico, o mdultiplo nucleopoliedrovirus Anticarsia
gemmatalis (Ag MNPV).
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4. ARTIGO 2 EFEITOS DA ALIMENTACAO COM GENOTIPOS DE SOJA
RESISTENTES A INSETOS NA SUPERFICIE EPITELIAL DO IN TESTINO MEDIO
DE LAGARTAS DA SOJA SUSCETIVEL E RESISTENTE AO VIRU S DA
POLIEDROSE NUCLEAR AgMNPV. ESTUDO A MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

RESUMO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis € uma das principais pragas da soja e
responsavel por perdas na producao final de graos. O seu controle é realizado pela
aplicacéo de inseticidas bioldgicos como o nucleopoliedrovirus AQMNPV e cultivares
ou plantas resistentes que evitam causar danos ao ambiente. O uso de plantas
resistentes causa alteracdes fisioloégicas negativas nos insetos, pela presenca de
substancias quimicas como o0s aleloquimicos, como os flavondides (rutina e
genistina). O acdo dos agentes patogénicos como o AgMNPV e dos flavonoides se
processa no intestino médio (IM) que é a principal via de acesso dessas substancias.
O objetivo deste estudo foi verificar a alteracbes morfolégicas na superficie das
células epiteliais do IM causadas pela ingestdo da rutina (R) e genistina (G), no
maximo de suas concentracdes, em larvas de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AgMNPV. Estas larvas eram provenientes da Embrapa
Soja/LondrinaPR e foram tratadas com genotipos de soja “in natura” contendo rutina
e genistina: BRS 257 (testemunha); Dowling (G= 0,0429) e Pl 227687 (R=0,3682 e
G= 0,0122mg/g). Os IM das larvas de 4° instar foram fixados, processados e
analisados ao microscopio eletrbnico de varredura. As larvas suscetiveis e
resistentes tratadas com o gendtipo testemunha apresentaram superficie das células
colunares sem alteracbes morfoldgicas, entretanto nos tratamentos com genotipo
Dowling e PI227687 as alteragbes foram evidenciadas tanto nas microvilosidades
qguanto nas protusdes citoplasmaticas em ambas as populacdes larvais. Observou-
se grande concentracdo de protusdes citoplasmaticas com forma e tamanhos
variados liberadas em direcdo ao limen intestinal. Essas protusfes foram mais
intensas no tratamento Pl 227687, tanto em larvas suscetiveis como resistentes em
comparacao com o tratamento Dowling. Com relacdo a quantidade de protusdes
liberadas entre os dois tipos de larvas, as resistentes apresentaram maior
guantidade quando comparada as larvas suscetiveis.

Palavras Chave: lagarta da soja, células colunares, protusfes, flavonodides,
resisténcia, rutina, genistina
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4. ARTICLE 2 EFFECTS OF FEDDING SOYBEANS GENOTYPES R ESISTANT TO
INSECTS ON THE SURFACE OF THE EPITHELIAL MIDGUT VEL VETBEAN
CATERPILLAR SUSCEPTIBLE AND RESISTANT TO VIRUS NUCL EAR
POLYHEDROSIS AgMNPV. STUDY SCANNING ELECTRON MICROSCOPY

ABSTRACT

The velvetbean caterpillar Anticarsia gemmatalis is a pest of soybean and
responsible for losses in the final grain production. It control is accomplished by the
application of biological insecticides such as nucleopolyhedrovirus AgMNPV and
cultivars or resistant plants that prevent damage to the environment. The use of
resistants plants caused negative physiological changes in insects, the presence of
chemicals such as allelochemicals such as flavonoids (rutin and genistin). The action
of pathogens such as flavonoids AGQMNPV and takes place in the midgut (IM) which
is the main route of entry of such substances. The objective of this study was to
assess the morphological changes in the surface of epithelial cells of IM caused by
ingestion of rutin (R) and genistein (G), the maximum concentrations in larvae of A.
gemmatalis susceptible and resistant to AQMNPV. These larvae were from Embrapa
Soja / LondrinaPR and were treated with soybean genotypes in natura rutin and
genistin: BRS 257 (control) and Dowling (G = 0.0429) and Pl 227687 (R = 0.3682
and G = 0.0122 mg/g).The IM of the larvae of 4th instar were fixed, processed and
analyzed by scanning electron microscope. The susceptible and resistant larvae
treated with the control genotype showed surface of columnar cells without
morphological changes, however the treatments with Dowling and PI227687
genotype changes were observed in both the microvilli and cytoplasmic protrusions in
two larval populations. Observed high concentration protusions in the shape and
sizes released into the intestinal lumen. These protrusions were more intense in the
treatment Pl 227687, both susceptible and resistant larvae compared with the
treatment Dowling. Regarding the amount of protrusions released between the two
types of larvae, were more resistant when compared to the amount susceptible
larvae.

Key-words: velvetbean caterpillar, columnar cells, protrusions, flavonoids,
resistance, rutin, genistin
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1. INTRODUCAO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) é considerada uma das principais pragas desfolhadoras da cultura da
soja no Brasil, sendo o seu comportamento e a sua biologia bastante estudados
(MOSCARDI; CARVALHO, 1993; HOFFMAN et al., 2006, MENDONCA et al., 2009).

Visando reduzir os custos de producdo e os impactos ambientais
desfavoraveis, no Brasil grandes esforgos tém sido feitos para desenvolver métodos
de controle da A. gemmatalis e outros insetos-pragas da soja. O bioinseticida a base
do virus AgMNPV (Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus) especifico
para esta praga, tem sido empregado como controle biolégico desde a década de 80
(MOSCARDI; CARVALHO, 1993; MOSCARDI, 1999; ABOT et al., 1996). A infeccao
pelo AQMNPV inicia quando as lagartas ingerem os poliedros virais juntos das folhas
de soja; os virions sao liberados no lumen alcalino do intestino médio, ultrapassam a
membrana peritréfica e se fundem com a membrana das células epiteliais, ap6s um
reconhecimento de receptores especificos, iniciando o ciclo de replicacdo (FLIPSEN
et al.,, 1995). Outra técnica alternativa bastante recomendavel € a utilizacdo de
resisténcia de plantas, que apresenta entre outras vantagens, praticidade de uso e
seguranca (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001).

A resisténcia de plantas a insetos € devida principalmente a agentes
qguimicos, isto é, de substancias (aleloquimicos) presentes nas plantas hospedeiras,
tais como alcaldides, flavonoides, terpendides e esterdides (KUBO e HANKE, 1986).
Embora a importancia quimica dessas substancias seja reconhecida desde inicio
dos anos 50, somente ha pouco tempo sua utilizacdo tem sido considerada, sendo
ainda pouco estudada (KOGAN, 1986).

No teste de preferéncia alimentar com A. gemmatalis, os gendtipos
BR82-12547, IAC74-2832, Pl 227687, Pl 229358, Pl 274454 foram rejeitadas pelas
lagartas (HOFFMANN-CAMPO et al., 1994). O efeito de varios gendtipos de soja na
biologia de A. gemmatalis, bem como o consumo e a utilizacdo de alimentos foram
estimados por Machado et al., (1999); no qual lagartas alimentadas com a cultivar
resistente IAC-100 apresentaram desenvolvimento larval mais longo e menor peso

em relacdo a lagartas alimentados com outros genétipos testados.
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Compostos fendlicos, como a rutina e acido clorogénico, séo
considerados modelos em estudos de defesa anti-herbivoria de plantas, os efeitos
dos flavondides podem variar dependendo da espécie do inseto, e freqientemente,
insetos mondfagos e oligéfagas, como A. gemmatalis pode usa-lo para reconhecer
suas plantas hospedeiras (HARBORNE, 1991). Embora a aglicona quercitina e a
rutina, um de seus glicosideos, tenham causado aumento da mortalidade e alongado
o periodo larval de A. gemmatalis (GAZZONI et al., 1997), os efeitos nutricionais e
pos-ingestivos dos flavondides carecem ainda de maiores investigacfes
(HOFFMANN-CAMPO, 1995; PIUBELLI et al., 2005).

O completo entendimento dos efeitos dos flavondides como a rutina
e genistina sobre uma praga especializada e principal desfolhadora da soja como A.
gemmatalis, além do comportamento e nutricdo, € de grande importancia para o
sucesso dos programas de melhoramento quimico e de controle de pragas
(PIUBELLI et al., 2005).

Assim nos programas de controle de pragas que visam reduzir a
resisténcia das larvas de A. gemmatalis ao AQMNPV tém se utilizado substancias
guimicas encontradas em extratos de folhas de soja, que promovem a mortalidade
de larvas resistentes ao virus em comparacdo com as larvas suscetiveis
(HOFFMANN-CAMPO, 1995; PIUBELLI et al., 2005).

Como o intestino médio nos insetos é a principal via de acesso e
acdo tanto dos bioinseticidas quanto dos flavondides existe a necessidade de
estudos sobre as alteragdes causadas por estas substancias..

O tubo digestivo dos insetos € uma eficiente barreira fisico-quimica
contra a acdo de microrganismos que possam ser ingeridos juntos com a
alimentacdo. Em geral, o canal alimentar compreende trés regides: o intestino
anterior, médio e o posterior, sendo o intestino médio a principal regido, essencial a
digestédo e absorcao de alimentos, e também dos produtos fitossanitarios quimicos e
biol6gicos (TERRA; FERREIRA, 1991; CHAPMAN, 1998).

Morfologicamente o intestino médio em larvas de A. gemmatalis
apresenta-se constituido, por varias estruturas que sdo morfofuncionalmente
distintas. Da luz para a periferia do 6rgéo, revestindo o epitélio, encontra-se uma fina
camada acelular denominada de membrana peritrofica que divide o lamen em dois
espacos, 0 ectoperitrofico e o endoperitréfico. O epitélio € do tipo

pseudoestratificado colunar com pelo menos quatro tipos celulares distintos - as
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células colunares, caliciformes, regenerativas e endodcrinas. Abaixo do epitélio
encontra-se a camada muscular composta de feixes musculares transversais e
longitudinais (LEVY et al., 2007; 2008).

Alguns trabalhos com larvas de lepidoptera sugerem que o0s
diferentes tipos celulares encontrados no epitélio do intestino médio apresentam
variacdes morfologicas e funcionais ao longo de sua extensdo, a exemplo dos
relatados por Pinheiro et al. (2003), Pinheiro et al. (2008), Levy et al. (2009), Cruz et
al. (2010, in press) que trabalharam com larvas de Lepidoptera.

O presente trabalho teve por principal objetivo, estudar as alteragbes
causadas superficie das células epiteliais do intestino médio de larvas de A.
gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AgMNPV, alimentadas com folhas de

diferentes genotipos de soja, contendo diferentes concentracdes desses flavonoides.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados o gendétipo de soja BRS 257 como testemunha, e
0s gendtipos com caracteristicas de resisténcia a insetos Dowling e Pl 227687. A
concentracdo dos flavondides rutina e genistina presentes nestes genotipos era de
(0,0 e 0,0); (0,0 e 0,0429); (0,3682 e 0,0122), respectivamente para rutina e
genistina. Esses gendtipos foram semeados e cultivados em casa de vegetacdo da
Embrapa Soja Londrina-PR em condi¢des ideais de temperatura, pressao, umidade
e plantio.

As folhas foram coletadas, levadas ao laboratorio e lavadas em
solucdo de hipoclorito de sodio a 5%; enxaguadas em &gua destilada; secas em
papel filtro e colocadas em gerbox com os ovos de A. gemmatalis, suscetiveis e
resistentes ao AgMNPV. Esses ovos foram fornecidos pelo Laboratério de
Entomologia da EMBRAPA Soja, Londrina/PR, e eram provenientes de insetos
suscetiveis e resistentes (Concentracdo Letal - CLgo em cada geracao), criados com
dieta artificial (HOFFMANN-CAMPO et al., 1985) sob temperatura controlada (25-
27°C), fotoperiodo (14h luz/10h escuro) e com 80% de umidade relativa. Apos
eclosdo das larvas, as mesmas foram repicadas no 2° instar, e mantidas com 25

larvas por gerbéx, para facilitar a manuntencdo das mesmas. As folhas de soja eram
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trocadas a cada 12 horas para nao ocorrer a falta de alimento.

As larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPYV ao
atingirem o quarto instar (10 -12 dias de idade) eram imobilizadas e anestesiadas
por resfriamento no congelador por cerca de 5 minutos e disssecadas sob
estereoscopio com solugdo salina para insetos (1,80 g de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16
de CaCl; 0,004g de NaHCO3; e agua destilada-g.s.p 100 mL). As larvas foram presas
pelas extremidades por alfinetes entomologicos, em placa de Petri preenchida com
paraplast e com auxilio de tesoura oftalmoldgica, realizou-se uma incisao logitudinal
na regiao ventral, do primeiro segmento toracico ao penultimo segmento abdominal,
com rebatimento lateral da cuticula. Os IM foram identificados e seccionados ao
meio, transversal e londitudinalmente, sendo rebatido lateralmente para exposi¢cao
da superficie interna. Para analise ao microscopio eletrénico de varredura foram
coletados 10 tubos digestivos por tratamento para ambas as populagdes larvais.

O intestinos meédios coletados foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio 0,1M pH 7,3 por 24 horas e lavados
no mesmo tampao; pos fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampéao fosfato de
sédio 0,1M pH7,3 por 30 minutos; desidratados em série crescentes de alcool etilico
(50 a 100%); secos em ponto critico com CO, liquido e recobertos com 10 nm de
ouro.

A analise ultraestrutural do material foi realizada no microscopio
eletrénico de varredura Quanta 200 (FEI), do Laboratério de Microscopia Eletronica
e Microanalise da UEL (LMEM/UEL).

3. RESULTADOS

Nas larvas suscetiveis (LS) tratadas com o0 gendétipo testemunha
BRS 257, o intestino médio (IM) se mostrou constituido pelas regides anterior (RA);
mediana (RM) e posterior (RP), que eram facilmente identificaveis A superficie da
RA do IM mostrou variagdo na morfologia das células colunares (Fig. 4.1A). Em
parte, a superficie das células era achatada, justaposta, com tamanhos variados,
recobertas por discretas microvilosidades e auséncia de protusdes citoplasmaticas

(Fig. 4.1A). Em outras por¢cbes, as ceélulas eram maiores e abauladas, com
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tamanhos variados exibindo muitas microvilosidades e algumas protusdes
citoplasmaticas (Fig. 4.1B.). Estas protusdes eram arredondadas, de tamanhos
variaveis e superficie irregular do tipo rugosa. Observou-se também a presenca de
orificios de tamanhos variados na porgcao apical da célula e liberacdo de gotas de
secregao.

A regido mediana mostrou pouca variagdo na superficie das células
colunares, quando comparada a RA, com discreto aumento na concentracdo de
protusdes citoplasmaticas do tipo rugoso (Fig. 4.1B).

A regido posterior apresentou morfologia de superficie celular
semelhante as outras duas (RA e RM), mas o que mais chamou atencado foi a
intensa secrecdo de protusdes citoplasmaticas apicais em direcdo ao espaco
ectoperitréfico (Figs. 4.1C e D).

Em larvas resistentes (LR) tratadas com o mesmo genotipo, as
protusdes citoplasmaticas foram detetadas ao longo de toda a superficie epitelial do
IM. As regides RA, RM e RP, nao tiveram limites claramente estabelecidos, porém
apresentaram células colunares de diametros e alturas variados com
microvilosidades extensas e abundantes. Observou-se protusdes citoplasmaticas
apicais, de varios tamanhos e formas, sendo a maior parte com superficie irregular
tipo rugosa, porém notou-se discreta presenca de outro tipo de protusdes, que eram
arredondadas e de superficie lisa (Fig. 4.1 E). Varias destas protusdes foram
visualizadas sendo ainda liberadas da célula além de serem observados grandes
orificios entre as microvilosidades (Fig. 4.1F).

No tratamento com o gendtipo Dowling, nas LS, o IM apresentou
apenas duas regides identificaveis, a RA e a RP (Fig. 4.2A). A RP apresentou
quantidade de protusdes citoplasmaticas, do tipo arredondada e lisa ou com
granulos em sua superficie (Figs. 4,2 C e E). A RA apresentou menor quantidade de
protusGes, além de uma pequena quantidade de perfuracbes na superficie das
células colunares (Figs. 4.2 A e B).

Além da grande quantidade de protusdes sendo liberadas das
células colunares (Fig. 4.2 C), observou-se variacfes na forma e quantidade das
microvilosidades, que ora se apresentavam muito longas e livres (Fig. 4.2 D) e ora
eram mais curtas e concrescidas (Fig. 4.2 D).

Nas LR, foi dificil identificar as regibes do IM. As células colunares

mostraram superficie de tamanhos variados, recobertas por microvilosidades
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concrescidas (Fig. 4.2 E) e alguns ninhos de microvilosidades livres e com muitas
protusdes (Fig. 4.2E). As protusdes eram de formatos irregulares, lisas ou rugosas
(Fig. 4.2 H) e arredondadas e lisas (Fig. 4.2 F).

Nas LS tratadas com folhas do gendtipo P1 227687, o IM apresentou
as regides anterior e posterior. Na RA, a maior parte das células colunares
apresentou superficie achatada, com microvilosidades curtas (Fig. 4.3 A), porém em
pequena extensdo pode-se observar superficie convexa, com microvilosidades
curtas e concrescidas, sem protusdes (Fig. 4.3 B). A regido posterior mostrou-se
bastante distinta, com grande quantidade de protusdes de formato e superficies
variadas (Fig. 4.3 B). Foram identificadas protusdes citoplasmaticas irregulares (Fig.
4.3 B), de superficie rugosa e/ou granulosa (Fig. 4.3 B) e protusdes em formato de
bastonete, com superficie lisa. Nesta regido as microvilosidades eram concrescidas
e curtas (4.3 AeB)

Nas LR, foi possivel observar as regides anterior e posterior do IM,
bastante individualizadas, sendo que a RA apresentou a superficie das células
colunares sem protusdes, com tamanhos variados, justapostas e com pouca
microvilosidades (Fig. 4.3 C), enquanto a RP apresentou grande quantidade de
protusdes citoplasmaticas sendo liberadas para o lumen (Fig. 4.3 D). As protusfes
citoplasmaticas eram em sua maioria do tipo arredondadas lisas e com pequenos
granulos em sua superficie. Podem-se observar varias protusdes ainda sendo
liberadas da superficie das células colunares (Fig. 4.3 D), bem como orificios na
superficie dessas células apoés a liberagdo das protusdes citoplasmaticas. Além de
protusdes foram observadas gotas de secrecdo e microvilosidades concrescidas e
curtas.

Foi possivel observar também uma terceira regiao, provavelmente a
RM, que apresentava uma area com grande quantidade de protusdes, e outra area

com uma quantidade bastante reduzida nesta estrutura.
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4. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

4.1 Elétron-Micrografias do intestino médio de Larv as de A. gemmatalis
Suscetiveis e Resistentes Ao AgMNPV tratadas com o genétipo BRS 257
(testemunha)

A — Regiao anterior do IM de LS. Células epiteliais achatadas com
discretas microvilosidades (») e sem microvilosidades (%); justapostas (Cj)
recobertas com microvilosidades (»). Barra = 20um.

B — Regido mediana do IM de LS. Células abauladas (Ab) com
microvilosidades (») e protusdes citoplasmaticas rugosas (Pr). Barra = 20 um

C - Regido posterior do IM de LS. Células com grande quantidade
de protusdes citoplasmaticas lisas (Pl) e rugosas (Pr). Barra = 20um.

D — Regido anterior do IM de LR. Células justapostas recobertas
com microvilosidades (») Barra = 20 um

E e F — Regido posterior do IM de LR. Células com protusfes
citoplasmaticas (P) e microvilosidades (») na superficie das células colunares (Mi).
Notar orificios (provavelmente provenientes da saida das protusfes) por entre as

microvilosidades (V). Barra = 20 um.
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4.2 Elétron-Micrografias do intestino médio de Larv as de A. gemmatalis
Suscetiveis e Resistentes Ao AgMNPV tratadas com o geno6tipo Dowling

A — Regiao anterior (RA) do IM das LS com células justapostas (Cj)
e regiao posterior (RP) com protusdes (P). Barra = 50um.

B — Regido anterior do IM de LS. Células justapostas (Cj), com
microvilosidades curtas e juntas (Mic), protusdes citoplasmaticas com granulos (Pg)
e gota secrecao (Se). Barra = 20 um.

C e D - Regido posterior do IM de LS. Células com numerosas
protusdes citoplasmaticas do tipo lisa (Pl), microvilosidades curtas e juntas (Mic) e
células com microvilosidades longas e livres (Mil). Barras C = 20um e D = 10um.

E e F — Superficie do IM de LR. (E) Regido anterior com células
colunares justapostas (Cj) recobertas com microvilosidades curta concrescidas
(Mic). (F) Regiao posterior com células colunares com microvilosidades curtas e

juntas (Mic) e protusdes citoplasmaticas lisa (Pl) e rugosa (Pr). Barra = 10um.
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4.3 Elétron-Micrografias do intestino médio de Larv as de A. gemmatalis
Suscetiveis e Resistentes Ao AgMNPV tratadas com o genétipo Pl 227687

A e B — Superficie de células do IM de LS. (A) Regido anterior do IM
de LS. Células colunares justapostas (Cj) cobertas com microvilosidades curtas e
juntas (Mic) ou longas (»). (B) — Regido posterior do IM de LS. Células colunares
recobertas com microvilosidades curtas e juntas (Mic) e protusfes citoplasmaticas
granulosas (Pg). Barra = (A) 20pum e (B) =5 pm.

C e D — Superficie de células do IM de LR . (C) Regido anterior com
células justapostas (Cj). (D) Regido posterior do IM de LR. Células colunares com
grande quantidade de protusdes citoplasmaticas lisas (PI). Barra = (C) 20um e (D) =

50pm.
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5. DISCUSSAO

A morfologia geral da parede do intestino médio na populacédo de
larvas de A. gemmatalis suscetivel e resistente ao AQMNPV tratadas com o genétipo
testemunha BRS 257, é semelhante aquela descrita para este mesmo tipo de larva
guando tratada com dieta artificial, isentas destes flavonoides, conforme descrito por
LEVY et al. (2008); CRUZ et al. (2010) e com os resultados descritos para a maioria
das espécies de Lepidopteras (BILLIGSLEY; LEHANE, 1996, RIBEIRO et al., 1997;
BROOKS et al., 2002; PINHEIRO et al., 2008).

Em larvas suscetiveis as diferencas em sua superficie possibilitaram
diferenciar trés regides distintas no IM: regido anterior, média e posterior. Essas
regides também foram identificadas em larvas resistentes, entretanto, sem limites
claramente delimitados. De modo geral a superficie das células colunares
apresentou variacdes em relacdo ao tamanho, altura, formatos, microvilosidades e
protusdes citoplasmaticas. Houve aumento gradual nestas protusdes no sentido da
regido anterior para a posterior.

As protusbes citoplasmaticas foram as principais estruturas que
possibilitaram diferenciar as regibes do intestino médio. Aparentemente a
intensidade o formato dessas protusées aumentavam de acordo com o tratamento o
qual as larvas foram submetidas.

As protusdes apresentavam formato arredondado e liso sem ou com
granulos (provavelmente proveniente das microvilosidades) e irregulares rugosos, ou
ainda sendo destacados da porcao apical das células colunares semelhantes aos
descritos por Pinheiro (2006); Pinheiro et al. (2008).

Esta variacdo nos formatos das protusdes foi descritos por Jimenez
e Gillian (1990) ao observarem em microscopia eletronica de transmisséo, dois tipos
de protusfGes que variavam na regido média e posterior no intestino médio de Apis
mellifera. Os autores relataram que estas estruturas de aspecto granular fariam parte
do processo de secrecdo merdcrina, enquanto as de aspecto liso e com contetdo
celular estariam relacionadas ao processo de secrecdo holdcrina. Levy (2005)
descreveu a variagcdo no formato das protusdes, relacionando as que apresentam
aspecto arredondado como protusdes com conteudo citoplasmatico e as rugosas

como protusdes cujo conteldo ja havia sido extravasado para o limen.
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Muitas dessas protusbes apresentavam em sua superficie a
presenca de pequenos orificios na membrana, também observados por Pinheiro
(2006) que relatou essas caracteristicas como interrup¢cdes da membrana das
protusoes.

O gendtipo BRS 257 (testemunha) promoveu discretas protusfes e
em pouca gquantidade tanto em larvas suscetiveis como nas resistentes, enquanto as
larvas suscetiveis e resistentes ao AQMNPV alimentadas com os gendtipos Dowling
e Pl 227687 apresentaram aumento na concentracdo destas protusfes que
variavam ao longo do intestino médio da regido anterior para a regido posterior, de
tamanho e formato. Este fato também observado em larvas de Diatrea saccharalis
por Pinheiro et al. (2008).

Essas protusdes sao descritas ha muitos anos, porém sem funcao
determinada. Alguns autores relataram que essas protusfes estdo associadas a
ecdise dos insetos como descrito por De Priester (1971) para Calliphora
erythrocephala, ou ainda ao processo de degeneragcdo celular proveniente da
renovacao epitelial (ANDERSON, HARVEY, 1966; DE PRIESTER 1971; TERRA,
FERREIRA, 1994) e de secrecdo de enzimas digestivas (SANTOS, et al.,1984;
WOOD; LEHANE, 1991; CRISTOFOLETTI et al.,2001).

Entretanto em estudos realizados com Blatella germanica a
secrecdo de enzimas foi contestada devido a reduzida atividade enziméatica
encontrada no intestino meédio, mesmo apresentando alta concentracdo dessas
protusdes (JIMENEZ; GILLIAM, 1990).

A funcédo dessas protusbes pode ser relacionada ainda como
processo de defesa dos insetos, que eliminam substancias nocivas ou até mesmo
células danificadas ou infectadas para o lumen intestinal. Observamos em Nnossos
estudos que as larvas de A. gemmatalis tanto suscetiveis quanto resistentes
alimentadas com folhas de gendtipos Dowling e Pl 227687 que continham as mais
altas concentracbes dos flavondides rutina e genistina apresentaram intensa
producdo de protusdes no intestino médio, diferentemente do observado para o
tratamento testemunha.

O fato da liberacdo de protusbes como sistema de defesa foi
observado por De Priester (1971) em Calliphora erythrocephala; Washbum et al.
(2001) em Helicoverpa zea e Heliothis virescens; Brooks et al. (2002) em

Helicoverva armigera; Arruda, Oliveira; Silva (2003) em Aedes aegypti; Pinheiro et al.
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(2006) em Diatrea saccharalis; Khakamand, Mahmound, Amin (2008) Apis mellifera.
Estes autores observaram intensa secrecao ap0s a ingestdo de substancias nocivas
ou infeccao do individuo, com eliminacéo do epitélio de células doentes e lesadas.

Desta forma o fato das larvas A. gemmatalis apresentarem
protus@es citoplasmaticas variando em intensidade entre a populacdo suscetivel e a
resistente, sdo corroborados pelos dados da literatura que relacionam esse fato ao
processo de resisténcia e também por Levy (2005), Cruz et al. (2010) que ao
analisar em microscopia eletrdnica de varredura o intestino médio de larvas de A.
gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV, tratadas com dieta artificial notou
que em larvas resistentes a concentragcao de protusfes eram maiores nesse tipo
larval.

As microvilosidades que recobriam a superficie das células
colunares foram encontradas com densidade e tamanhos variados como descrito por
Pinheiro et al (2008) em Diatrea saccharalis.

Na regido anterior as microvilosidades eram encontradas com pouca
densidade e concrescidas e na regido posterior estas se apresentavam mais longas
e livres. As microvilosidades tém como uma das fungles a protecédo da camada de
células colunares e com relacdo ao virus do AQMNPV estes tem que atravessar
essas microvilosidades antes de penetrarem na membrana das células colunares
para iniciar o processo de replicacdo do virus no interior dessas células (FLIPSEN et
al., 1995; VOLKMAN, 1997).

Outra variagdo observada em meio a microvilosidades era a
presenca de orificios entre elas podem ser atribuidas justamente a liberacdo das
protusdes citoplasmaticas que carregavam em sua superficie pedacos dessas
estruturas

Também foi notado junto as microvilosidades gotas de secrecéo,
principalmente no tratamento Dowling com larvas resistentes. Essas gotas parecem
estar associadas a liberacdo de enzimas digestivas das células colunares para o
limen e estariam relacionadas ao processo de secre¢cao microapocrina que ocorre a
partir das microvilosidades (SANTOS et al.,, 1984, WOOD, LEHANE 1991,
CRISTOFOLETTI et al., 2001).

A auséncia dessas microvilosidades na superficie das células
colunares pode facilitar a adesdo e penetracdo de corpos estranhos e patdgenos

que possam infectar e causar desestruturacao das células acelerando dessa forma o
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processo de infecgao celular.

6. CONCLUSOES

O intestino médio das larvas de Anticarsia gemmatalis suscetiveis e
resistentes apresentou trés regides distintas, regido anterior, média e posterior.
Essas regidbes eram diferenciadas de acordo com a intensidade de protusoes
citoplasmaticas apresentadas. Houve aumento dessas projecdes em ambas as
populacdes larvais nos tratamentos Dowling e Pl 227687 que continham os
flavondides genistina e rutina.

Entre os tratamentos o gendtipo Pl 227687 foi o que proporcionou
maior quantidade de protusdes que no tratamento Dowling, o que podera alterar na
absorcdo e metabolismo do inseto.

Entre as populagdes larvais as larvas resistentes apresentaram maior quantidade de
protusdes do as larvas suscetiveis, o que poderia ser relacionado a maior

capacidade deste inseto em degradar células lesadas..
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5. ARTIGO 3 ESTUDO HISTOQU[MICO DO INTESTINO MEDIO DE LARVAS DE
A. gemmatalis SUSCETIVEIS E RESISTENTES AO VIRUS AgMNPV
ALIMENTADAS COM GENOTIPOS DE SOJA RESISTENTE A INSE TOS

RESUMO

O intestino médio dos insetos € a principal via de absor¢cdo e acdo da maioria dos
inseticidas quimicos, biolégicos e das substancias que promovem a resisténcia de
plantas aos insetos (aleloquimicos). O intestino médio pode apresentar em sua
composicdo moléculas que sdo de extrema importancia para a manutencdo das
células; além de auxiliarem na metamorfose desses insetos. Dentre essas moléculas
0s polissacarideos tanto os carboidratos neutros quanto acido, as proteinas e
lipideos (entre outros) podem ser detetados em preparados histoldgicos atraveés de
técnicas de coloracdo especial, a histoquimica, que identifica essas moléculas no
tecido. O objetivo deste trabalho foi verificar a composicdo quimica das substancias
presentes no intestino meédio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao
multiplo nucleopoliedro virus (AgMNPV) apds o tratamento com folhas de gendtipos
de soja contendo flavondide rutina (R) e o isoflavondide genistina (G) em diferentes
concentracfes. Ambas as populacdes larvais foram tratadas com gendétipos de soja
“in natura” contendo rutina e genistina (BRS 257, testemunha;, BR 16,
G=0,0016mg/g; Dowling, G= 0,0429; PI 229358, R=0,0212 e G= 0,0136mg/g; IAC
100 R=0,0972 e G= 0,0142 mg/g e Pl 227687, R=0,3682 e G= 0,0122mg/g). Os
intestinos médios das larvas de quarto instar foram fixados e processados para as
técnicas de detecdo de carboidratos neutros, acidos, proteinas e lipideos. O PAS
revelou que as larvas resistentes tratadas com o gendtipo IAC 100 e Pl 227687
apresentaram maior concentracdo de polissacarideos neutros e apds a diastase o
tratamento IAC 100 em larvas resistentes apresentou a maior concentragdo em
comparacao com a testemunha e os demais tratamentos. Na detecédo de proteinas
totais as larvas suscetiveis apresentaram reacao positiva, em todos os tratamentos,
para as trés técnicas aplicadas com intensa marcacdo nuclear, enquanto que as
larvas resistentes apresentaram reagcao positiva nos tratamentos IAC 100 e PI
227687(azul de bromofenol mercurio); IAC 100 (azul de bromofenol). Na detecédo de
lipideos a reacdo apresentou positividade apenas em larvas resistentes para 0s
tratamentos P1229358, IAC 100 e PI1227687. Na detecao de carboidratos acidos nao
houve reacdo positiva para nenhum dos gendétipos tratados, em ambos os tipos
larvais.

Palavras-chave: Anticarsia gemmatalis, rutina, genistina, carboidratos, proteinas,
lipideos
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5. ARTICLE 3 HISTOCHEMICAL STUDY OF THE MIDGUT OF L ARVAE
SUSCEPTIBLE AND RESISTANT TO THE VIRUS AGMNPV FED SOYBEAN
GENOTYPES RESISTANT TO INSECTS

ABSTRACT

The midgut of insects is the main route of absorption and action of most chemical
insecticides, biological and substances that promote plant resistance to insects
(allelochemicals). The midgut may present in its composition molecules that are
extremely important for the maintenance of cells, as well as helping in the
metamorphosis of insects. Among these molecules polysaccharides both neutral and
acid carbohydrates, proteins and lipids (among others) can be detected in histological
preparations by special staining techniques, the staining, which identifies these
molecules in the tissue. The objective of this study was to determine the chemical
composition of substances present in the midgut of larvae of A. gemmatalis
susceptible and resistant to multiple nucleopolyedrovirus (AgMNPV) after treatment
with leaves of soybean containing flavonoid rutin (R) and the isoflavone genistein (G)
at different concentrations. Both larval populations were treated with soybean
genotypes "in natura” rutin and genistin (BRS 257, control; BR 16, G = 0.0016 mg/qg;
Dowling, G = 0.0429; Pl 229358, R = 0.0212 and G = 0.0136 mg/g; IAC 100 R =
0.0972 and G= 0.0142 mg/g and PI 227687, R = 0.3682 and G= 0.0122 mg/g). The
intestines of the average fourth instar larvae were fixed and processed for the
detection techniques of neutral carbohydrates, acids, proteins and lipids. The PAS
revealed that the resistant larvae treated with IAC 100 and Pl 227687 showed a
higher concentration of neutral polysaccharides and after diastase treatment in IAC
100 resistant larvae had the highest concentration compared with the control and
other treatments. In detection of total protein susceptible larvae showed a positive
reaction in all treatments for three techniques applied with intense nuclear staining,
while the resistant larvae showed a positive reaction in the IAC 100 and Pl 227687
(mercury bromophenol blue); IAC 100 (bromophenol blue).Detection of lipid reaction
was positive only in larvae resistant to treatments P1229358, P1227687 and IAC 100.
The detection of acid carbohydrates no positive reaction to any of the genotypes
treated in both larval types.

Keywords : Anticarsia gemmatalis, rutin, genistein, carbohydrates, proteins, lipids
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1. INTRODUCAO

Nos insetos, o0 mecanismo de alimentagcdo, sua estrutura e a
guimica-digestiva se processam no sistema digestivo, que é constituido pelo canal
alimentar ou tubo digestivo e 6rgdos anexos. O tubo digestivo é formado por trés
regides morfofuncionais distintas: o intestino anterior, o intestino médio e o intestino
posterior (CHAPMAN, 1998), sendo o intestino médio (IM) o principal local de
digestéo, absorcdo do alimento e a principal via de acesso dos inseticidas quimicos
e bioldgicos administrados (MOSCARDI; CARVALHO, 1993).

Atualmente o combate de pragas em geral tende a reduzir
gradualmente a utilizagdo dos agrotoxicos em decorréncia de seus efeitos colaterais,
sendo substituidos e\ou associados aos métodos alternativos de controle que
consideram os aspectos econémicos e ecologicos, para a solugcdo a medio e longo
prazo. A estratégia é uma proposta de convivéncia com as pragas, dando
oportunidade ao controle bioldgico e recomendando o controle quimico quando a
populacdo da praga atinge niveis que causam prejuizos maiores do que 0s custos
de controle (HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Esta proposta esté alicercada em
conhecimentos ecoldgicos, econdmicos e sociais, visando interferir o minimo
possivel no agroecossistema e é conhecida como Manejo Integrado de Pragas
(MIP), e pode ser caracterizado pela consonancia dos métodos de controle com
principios ecoldgicos, econdmicos e sociais, visando interferir o minimo possivel no
agroecossistema (GAZZONI et al., 1988; PANIZZI, 1990).

Os prejuizos causados por uma praga-chave da soja, a lagarta da
soja Anticarsia gemmatalis tém sido minimizados pelo controle biolégico pelo
nucleopoliedrovirus (AgMNPV). Os poliedros virais, quando ingeridos pela lagarta,
atingem o lumen do IM, onde a sua capsula protéica € solubilizada por acdo do meio
alcalino desta regiédo, liberando os nucleocapsideos (GRANADOS, 1981). Estudos
apontam o epitélio do IM como o primeiro tecido a ser infectado pelo virus durante o
processo de infeccdo (KAWANISHI et al., 1972). Para que ocorra este processo de
infeccdo, os nucleocapsideos precisam atravessar a MP, a primeira barreira contra
patdogenos; os nucleocapsideos penetram através de seus poros, alcancando o

interior da célula apo6s fusdo com a membrana de suas microvilosidades, replicando-
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se nos nucleos das células colunares e transmitindo a infeccdo para outros tecidos
(FLIPSEN et al., 1995; VOLKMAN, 1997).

A eficiéncia do virus no controle biolégico e o baixo custo de
producdo vém aumentando a sua utilizacdo, o que pode acarretar uma maior
pressdo de selecdo sobre a populacdo de insetos no campo. Experimentos em
laboratério, envolvendo pressdo de selecdo com o AgMNPV resultaram em répida
selecdo para resisténcia a esse entomopatégeno (ABOT et al., 1996). O surgimento
de larvas resistentes ao nucleopoliedrovirus, mesmo que em condi¢cdes de
laboratorio, levaram pesquisadores a questionar sobre quais mecanismos estariam
envolvidos nesta resisténcia. Alguns estudos indicam a possibilidade desta
resisténcia ser atribuida a mecanismos de defesa diferencial no IM (ABOT et al.,
1996).

A resisténcia da soja a insetos é um mecanismo de defesa da planta
gue abrangem uma série de caracteristicas morfolégicas e, também, um complexo
de substancias quimicas, que podem torna-la repelente, toxica ou, de algum modo,
inadequada para os insetos-praga (PIUBELLI, 2004). Na soja, as substancias de
defesa mais provaveis sdo os flavon6ides (HOFFMANN-CAMPO, 1995), que em
geral sdo mais abundantes nos genétipos resistentes as pragas. Os flavondides
constituem um grupo de substancias naturais que possuem atividades biologicas
bastante diversificadas. Uma das maiores ac¢des de flavondides esta relacionada a
formacdo de acidos graxos pela acdo de fosfolipase A2, responsavel pela hidrélise
de fosfolipideos presentes nas membranas celulares, com a liberacdo do &acido
araquidonico (KUBO; HANKE, 1986; LARA, 1991; SILVA et al., 2002; ONYILAGHA,;
GROTEWOLD, 2004; LOPES et al., 2005). Assim, os flavondides podem interagir e
penetrar nas bicamadas lipidicas das membranas, alterando as barreiras e a
permeabilidade das membranas celulares (LIMA et al.,, 1999; SILVA et al., 2001).
Outras fungBes seriam relacionadas a atuacdo na expressdo de receptores de
membrana, como agentes antibacterianos e antivirais e inibidores de enzimas
proteoliticas (TOLEDO et al., 2003).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas possuem diferentes
efeitos sobre os herbivoros. A ativacdo desses compostos ocorre por oxidacdo e
pode levar a precipitacdo de proteinas (APPEL, 1993). Os radicais de hidroxila
formados durante a oxidacdo dos compostos fendlicos possuem acédo téxica, e sédo

responsaveis pela ruptura da integridade da membrana e por distarbios de
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metabolismo no epitélio intestinal (APPEL, 1993). Em lagartas, a ligacdo covalente
do &cido clorogénico com proteinas monomeéricas inibe a absorcdo de aminoacidos
(FELTON et al., 1989; FELTON; DUFFEY, 1991).

Buscando entender os efeitos dos flavonodides nos insetos,
HOFFMANN-CAMPO et al., (1994) realizaram testes de preferéncia alimentar em A.
gemmatalis e notaram que 0s gendtipos de soja BR82-12547, IAC74-2832, PI
227687, Pl 229358, Pl 274454 foram os mais rejeitados pela lagarta. Estudos
posteriores identificaram a presenca de sete flavondides na Pl 227687, uma das
mais utilizadas nos programas de resisténcia para insetos, o que poderia indicar uma
maior toxicidade desta cultivar e explicar a rejeicdo do inseto. Dentre os flavonoides,
a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) € reconhecida por desempenhar papel muito
importante na defesa da planta a lepidopteros (HOFFMANN-CAMPO, 1995;
HOFFMANN-CAMPO et al, 2001). Essa substancia foi também identificada em
extratos de folhas de Pl 227687, Pl 274454 e outros poucos genotipos resistentes a
insetos (PIUBELLI et al, 2005). Estudos prévios destas substancias em insetos
desfolhadores mostraram efeitos antibidtico e/ou ndo consumivel em larvas de
Lepidoptera como Manduca sexta (L.) (STAMP; SKROBOLA, 1993), Heliothis
virescens (F.) (HOFFMANN-CAMPO, 1995) e Trichoplusia ni (Hubner)
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001). Em A. gemmatalis, a rutina apresentou efeitos
caracteristicos de antibiose, alongando o ciclo larval e reduzindo a sua sobrevivéncia
(GAZZONI et al., 1997). Adicionalmente, o isoflavondide genistina (7-O-R3-D-
glicosidio) foi observado em menor concentragdo na maioria dos extratos foliares
dos gendtipos estudados por Piubelli et al. (2005) e utilizados pelos programas de
melhoramento como fonte de resisténcia a insetos desfolhadores.

Os isoflavondides s&o uma classe distinta de flavondides e
demonstram uma grande extensdo de propriedades biolégicas, mas provavelmente
as mais importantes sdo atividades estrogénicas, antifingicas e bactericidas das
fitoalexinas e a atividade inseticida de rotenéides (HARBORNE, 1991). Porém pouco
se sabe sobre seus efeitos na preferéncia alimentar e na biologia de pragas bem
como da agdo de uma substancia quimica de defesa da planta na atividade biolégica
do inseto (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001).

Ambos os controles contra os insetos, tanto o bioldgico quanto o de
resisténcia a plantas, utilizam o sistema digestivo, especialmente do IM, para sua

atuacdo, jA& que os mesmos necessitam ser ingeridos pelas lagartas. No entanto
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existem poucos estudos sobre o efeito nutricional e pds-ingestivo dos flavondides
nas células epiteliais do IM, na vigéncia ou ndo da infeccdo pelo AQMNPV. Alguns
estudos tém demonstrado que a rutina tem aumentado a mortalidade de larvas
resistentes de A. gemmatalis ao virus, em comparagdo com larvas suscetiveis
(PIUBELLI et al., 2006). O desconhecimento de como atua a rutina, assim como 0s
mecanismos de atuagéo desta substancia na diminuicido da resisténcia em larvas de
A. gemmatalis, reforca a necessidade de maiores estudos sobre o IM destes insetos,
possivel local de atuacao dos flavonoides e principal via de acesso do AQMNPV.

Em larvas de A. gemmatalis o IM é formado por um epitélio
pseudoestratificado colunar, com quatro tipos celulares distintos: células colunares,
caliciformes, regenerativas e endocrinas (LEVY et al., 2004), como descrito em
outras espécies de Lepidoptera (CHIANG et al., 1986; BINDER; BOWERS, 1994;
BILLINGSLEY; LEHANE, 1996). O epitélio € revestido por uma estrutura acelular
denominado de membrana peritréfica (MP) que separa o epitélio do conteudo
intestinal protegendo-o contra abrasdo, atuando como barreira permeavel as
enzimas digestivas e produtos da digestdo (EISEMANN; BINNINGTON, 1994;
TERRA, 2001), além de formar uma barreira que dificulta ou impede a entrada de
microrganismos na cavidade do corpo (WANG; GRANADOS, 2001). Apoiando o
tubo e separando-o da hemocele, existem duas camadas musculares, a mais
interna, o musculo circular e a externa, o musculo longitudinal.

Estudos morfolégicos do intestino médio em larvas de A.
gemmatalis, comprovaram a diferencas estruturais neste 0Orgdo entre larvas
suscetiveis e resistentes, sendo que nestas Ultimas a camada epitelial era mais alta,
com maior quantidade de células regenerativas; as células colunares apresentavam
um maior numero de protusbes citoplasmaticas em comparacdo as larvas
suscetiveis (LEVY et al., 2005).

E conhecido que estes diferentes tipos celulares estdo
envolvidos em diferentes processos e atividades funcionais. As células colunares
participam do processo de secrecdo de enzimas digestivas, membrana peritrofica e
absorcdo de produtos assimilados da digestdo (RICHARDS; DAVIES, 1994;
LEHANE; BILLINGSLEY, 1996); as células caliciformes estdo relacionadas a
absorcdo de metabdlitos e homeostasia ibnica (MOFFET et al., 1995; BILLINGSLEY;
LEHANE, 1996; CHAPMANN, 1998); as celulas regenerativas tem o papel
importante na renovacao epitelial (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMANN,
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1998; CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999) e as células enddcrinas tem fungéo no
controle hormonal, digestédo, diurese, desenvolvimento, reproducdo e movimentos
peristaticos (BROWN et al., 1985; PRATT et al., 1989; WOODHEAD et al., 1989;
SCOOFS et al., 1993, COAST; KAY, 1994; PATEL et al., 1995).

Devido a variagdo funcional do IM as células apresentam
substancias que auxiliam na manutencdo do 6rgéo e da propria célula, que podem
estar envolvidas na producdo de energia (carboidratos), reserva energética
(lipideos), sintese proteica que podem ser identificadas através de técnicas
histoquimicas. No entanto pouco se conhece sobre a composi¢do quimica do IM das
larvas de A. gemmatalis, bem como € ausente a informacdo da presenca destas
substancias em larvas com ingestdo de plantas resistentes. Dessa forma o estudo
histoquimico dos componentes do intestino médio € necessario para verificar se 0s
flavonoides podem alterar a atividade normal do IM nas duas populagdes larvais de
A. gemmatalis correlacionando os achados com 0s mecanismos de resisténcia ao
AgMNPV.

2.MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os gendtipos de soja, BRS 257 como
testemunha, o gendtipo BR 16 com caracteristica de suscetibilidade a insetos
segundo Salvador (2008) e os gendtipos com caracteristicas de resistencia a
insetos:; Dowling (0.0 — 0.0429 mg/g de rutina e genistina); Pl 229358 (0.0212 —
0.0136 mg/g de rutina e genistina); IAC 100 (0.0972 — 0.0142 mg/g de rutina e
genistina) e P1 227687 (0.3682 — 0.0122 mg/g de rutina e genistina), provenientes da
Embrapa Soja Londrina-PR. Larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes ao
AgMNPV, oriundas de ovos selecionados pelo laboratério de entomologia
(EMBRAPA-CNPSoja) foram alimentadas com as folhas destes gendtipos até
atingirem o quarto instar (10 - 12 dias de idade p0s eclosé&o); foram anestesiadas por
resfriamento, dissecadas sob estereoscopio em solugéo salina para insetos (1,80 g
de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16 de CaCl; 0,004g de NaHCO3 e agua destilada-q.s.p 100
mL), as presas pelas extremidades por alfinetes entomoldgicos, com o auxilio de

tesoura oftalmoldgica foi realizado uma incisdo logitudinal na regido ventral, do
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primeiro segmento toracico ao penultimo segmento abdominal. A cuticula foi rebatida
para os lados, os tubos foram coletados em nimero 30 por tratamento e fixados por
6 horas em solucdo Karnovsky segundo Cerri e Cerri-Sasso (2003), para detecao de
Polissacarideos Neutros (PAS), glicogénio, polissacarideos acidos e protéinas totais.
Para lipidios utilizou-se o protocolo de HERNANDEZ-BLAZQUEZ et al (1989) em
solucéo fixadora de paraformaldeido 4%, cloreto de célcio 1% e cloreto de cadmio
1% durante 24 horas pos fixados em 6smio. Posteriormente os materiais foram
desidratados em série crescente de alcool etilico e incluidos em historesina
(Historesin®, Kit de inclus&o da Leica). Foram obtidos cortes de 4pum, com navalha
de tungsténio, em micrétomo rotativo automatico modelo LEICA RM 2265, que foram

submetidos as técnicas propostas.

2.1.Detecao de Polissacarideos Neutros

Para detecédo de polissacarideos neutros os cortes foram tratados
com acido periédico 0,1% a 56°C em estufa (15 minutos) e Reativo de Schiff (60
minutos), (MACMANUS — HOTCHKISS, in LISON, 1950), mediante controle pela
amilase salivar , para excluir a presenca de glicogénio) e bloqueio pela acetilacédo
segundo McManus e Cason para comprovagao de grupos vic-glicol), contracorado
com Hematoxilina de Harris (35 minutos), lavados, desidratados em série crescente
de alcool etilico (70 a 100%), diafanizados em xilol, montados com balsamo do
Canada e analisados ao fotomicroscopio de luz Axiphot da Zeiss, do Departamento
de Histologia da UEL.

2.2. Detecéo de Glicogénio

Para a detecao de glicogénio as laminas foram previamente tratadas
com amilase 0,5% por 2 horas em estufa a 37°C (FIORE-DONNO; BAUME, 1966)

submetidas ao PAS e analisadas.
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2.3.Detecdo de Polissacarideos Acidos

Para esta técnica foram utilizados solu¢des de Azul de Toluidina, por
15 minutos em pH 1,0 (polissacarideos acidos altamente sulfatados); pH 2,5:
(polissacarideos acidos sulfatados); pH 4,0: (polissacarideos acidos), conforme
protocolo de PEARSE (1972).

2.4.Detecao de Proteinas Totais

2.4.1. Método do Fast Green 0,1% segundo protocolo  de Mello e Vidal (1980)
Tratamento dos cortes com solucédo de Fast Green 0,1 % em acido
acido acético 1% pH 2,7 (30 minutos), desidratacdo em butanol, diafanizacdo em

xilol, montagem e analise.

2.4.2 Método do Azul de Bromofenol Mercurio segundo Pearse (1972)

Tratamento dos cortes em solugdo de Azul de Bromofenol 0,05% e
1% de Cloreto de Mercurio em acido acético 2% (2 horas); lavagem em solucao
aguosa de acido acético 0,5% (5 minutos), diferenciacdo em alcool butilico,

diafanizacdo, montagem e andlise.

2.4.3 Azul de Bromofenol segundo protocolo Coello ( 1989)

Tratamento dos cortes em solucdo de Azul de Bromofenol 0,1% em

alcool etilico 95% (15 minutos), lavagem dos cortes em solugcdo aquosa de &cido



119

aceético a 0,5% (5 minutos), rapida diafanizacdo em Xilol e montagem com Bélsamo
do Canada.

2.5. Detecao de Lipideos

Para este técnica, os tubos digestivos foram fixados segundo
protocolo de Hernandez-Blazquez et al (1989) em solucdo fixadora de
Paraformaldeido 4%, Cloreto de Calcio 1% e Cloreto de Cadmio 1% durante 24
horas, pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% (tampao fosfato 0,1M pH 7,2) durante 3
horas, desidratados em alcool etilico (90%, 100%), incluidos em historesina
(Historesin®, Kit de inclusdo da Leica), cortados com 4pm com navalha de
tungsténio, em micrétomo rotativo automatico modelo LEICA RM 2265, colocados
em laminas de vidro previamente limpas com alcool éter.

Apos obtencdo dos cortes histolégicos os mesmos foram tratados
com solugdode peroxido de hidrogénio (10 minutos), corados com solu¢do de Sudan
Black B a 1% em alcool etilico 70% (15 minutos), diferenciados em alcool etilico

70%, lavados, montados com glicerina e analisados imediatamente.

3. RESULTADOS

3.1.Polissacarideos Neutros

Os resultados da detecdo histoquimica de carboidrataos neutros
evidenciados pelo método do Acido Periddico-Schiff (PAS) estdo expressos na
tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Resultados da reacdo do PAS, para detecdo de polissacarideos
neutros, no intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis (LS) e resistentes
(LR) ao AQMNPV.

Gendtipos
BRS 257 BR 16 Dowling Pl 229358 IAC 100 PI 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R: 0.0212 R:0,0972 R: 0,3682
G:0,0 G:0,0016 G:0,0136 G: 0,0136 G: 0,0142 G:0,0122
Estruturas LS LR LS LR LS LR LS LR LS LR LS LR
Membrana peritréfica - - - - - - - - - - - -
Borda Estriada - - - - - - - - - - - -
Células Porgao Apical FH+ bt - + + + ++ - R = = S = S
Colunares Porcdo Média +++ + + ++ + ++ - ++ +++ - +++
Porgéo Basal +++ + + ++ - - - ++ - +++
Protusdes - - ++ - - - +++ - - - - +++
Células Caliciformes R - - - - ++ - - - - -
Células Regenerativas - - - - - - + - - - - -

Camada Muscular - - - - - - - i . _ ; )

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

reacdo muito forte.

O intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AQMNPV tratadas com folhas do gendtipo testemunha (BRS 257),
apresentaram reacdo PAS positiva apenas na camada epitelial, sendo as células
colunares as responsaveis pela positividade nos dois tipos larvais. A reacdo foi
visualizada nas trés porcdes apical, média e basal (Figs. 4.1 Ae 4.2 A).

De modo geral a reacéo foi mais intensa nas células do epitélio das
larvas resistentes. Além disso, as LR apresentaram forte reacdo nas células

caliciformes (Fig. 4.2 A).
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3.1.1 Larvas Suscetiveis a0  AgMNPV

No tratamento com o gendtipo BR 16, as colunares mostraram fraca
positividade na por¢cdo meédia e basal, enquanto as protusdes apresentaram reacao
moderadamente positiva. As demais estruturas ndo apresentaram positividade a
técnica (Fig. 4.1 B).

Com o tratamento do genotipo Dowling, as células colunares
apresentaram granulos moderamente positivos nas por¢ces média e basal,
enquanto a porgcao apical apresentou reacdo fracamente positiva ao PAS (Fig. 4.1
C).

Para o genotipo Pl 229358, observou-se positividade nas protusdes
das células colunares, nas células caliciformes e nas células regenerativas, variando
na intensidade da coloracao entre elas. As células colunares apresentaram granulos
PAS-positivos com reacdo moderada nas por¢cdes apical e média, enquanto que nas
protusdes citoplasmaticas, a marcacao foi intensa (Fig. 4.1 D). As células
caliciformes apresentaram moderada positividade e as células regenerativas
apresentaram fraca reagao ao PAS.

No tratamento com o gendtipo IAC 100, observou-se moderada
positividade ao método, nas trés por¢des citoplasmaticas das células colunares (Fig.
4.1 E). As demais estruturas nao apresentaram reatividade ao método.

Para o gendtipo Pl 227687, somente a por¢cdo apical das células
colunares apresentaram discreta granulacdo com moderada positividade (Fig. 4.1F),

e as demais estruturas ndo mostraram positividade ao método.

3.1.2. Larvas Resistentes ao AgMNPV

A reagdo PAS foi fracamente positiva nas LR tratadas com o
genotipo BR16, com a presenca de discretos granulos nas porc¢des apical, média e
basal de algumas células colunares (Fig. 4.2 B). As demais estruturas nao
apresentavam positividade ao método.

No tratamento com o genoétipo Dowling, somente algumas células
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colunares reagiram fracamente e apresentaram granulacdo positiva nas porcoes
apical e média, sendo as vezes mais concentradas na porcéo apical (Fig.4.2 C). As
demais estruturas foram PAS negativas.

Para o genotipo Pl 229358 houve uma fraca reacdo de positividade
em uma células ao PAS (Fig. 4.2 D).

No tratamento com o gendétipo IAC 100, observou-se a presenca de
granulos positivos nas trés porcoes das ceélulas colunares (apical, média e basal)
que proporcionaram uma forte intensidade de reacdo. As demais estruturas
mostraram-se negativas ao método (Fig. 4.2 E)

Para o gendtipo Pl 227687, as células colunares e as protusdes
mostraram forte positividade ao meétodo (Fig. 4.2 F). As outras estruturas nao

apresentaram reacdo ao método.

3.2 Glicogénio

Os resultados da detegdo histoquimica para o glicogénio, precedida
pela diastase para larvas suscetiveis e resistentes ao AQMNPV estdo expressos na
tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Resultados histoquimicos para detecéo de glicogénio. Reacdo do PAS
precedido pela amilase salivar, no intestino médio de larvas de A. gemmatalis

suscetiveis (LS) e resistentes (LR) ao AQMNPV.

Gendtipos
BRS 257 BR 16 Dowling Pl 229358  IAC 100 Pl 227687
R:0 R: 0 R:0 R:0.0212  R:0,0972 R: 0,3682
G:0 G:0,0016 G:0,0136 G:0,0136  G:,0142 G:0,0122
Estruturas IS LR LS LR LS LR LS LR LS LR LS LR
Membrana peritréfica - - - - - - - - - - -
Borda Estriada - - - - - - - - - - -
Células Porcdo Apical  +++ + - - + - ++ - + =
Colunares Porcdo Média  +++ + + - o+ ++ - + ++ - +H+
Porc¢éo Basal +++ o+ + - ++ - - - + ++ - +++
Protusfes - - + - - - - - - - 4
Células Caliciformes AR i i i L i i i
Células Regenerativas - - - - - - + - - - -

Camada Muscular - - - - - - - - - . _

Legenda: (-) reagcao negativa; (+) reagao fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagcao
forte.

ApOs a diastase observou-se que para o tratamento testemunha
houve grande reducdo de positividade nas células colunares e caliciformes das
larvas resistentes, enquanto que as larvas suscetiveis ndo apresentaram alteragdes
na positividade de reacao.

Para o tratamento com o genétipo BR 16, o intestino médio mostrou
reducdo de positividade em todas as estruturas marcadas no IM das LR, enquanto
que nas LS houve reducdo da positividade somente nas protusfes das células
colunares.

No tratamento Dowling, as larvas resistentes mostraram reducao na
positividade apenas na porcado apical das células colunares e manutencdo da
intensidade nas outras por¢des, enquanto que as larvas suscetiveis ndo mostraram

alteracao nas estruturas do IM.
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No tratamento IAC 100 houve reducdo em proporcao similar, nas
duas populagdes tanto em larvas suscetiveis quanto em larvas resistentes.
O IM das larvas suscetiveis e resistentes, alimentadas com o

genatipos Pl 229358 e Pl 227687, ndo mostrou alteracdo na positividade de reacao.

3.3. Polissacarideos Acidos

A detecdo de polissacarideos no intestino médio de larvas de A.
gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV pela reagdo de Azul de Toluidina
em pH 1,0 ; 2,5 e 4,0, ndo apresentou positividade de reacdo em todos os métodos

testados.

3.4. Proteinas Totais

3.4.1. Fast Green 0,1%

Os resultados da detecdo de proteinas totais evidenciados pelo
método de Fast Green 0,1% estdo expressos na tabela 3.3.

O intestino médio das LS e LR alimentadas com folhas do gendtipo
testemunha BRS 257, apresentou positividade ao método nas células caliciformes e
na camada muscular. Observou-se diferenca na intensidade da reacao, sendo que
LS a reagédo foi moderada enquanto que em larvas resistentes a reacgao foi fraca
(Figs. 4.3 AeG).

Nas LS as demais estruturas ndo apresentaram reacao positiva ao
método aplicado, entretanto em larvas resistentes pode ser evidenciada reacao
positiva nas células colunares e regenerativas, que tiveram fraca reacdo ao método
(Fig. 4.3 G).
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Tabela 3.3 - Resultados histoquimicos para detecdo de proteinas totais no intestino
meédio de larvas de A.gemmatalis suscetiveis (LS) e resistentes (LR) ao AQMNPV

pelo método de Fast Green 0,1%.

Gendtipos
BRS 257 BR 16 DOWLING P1 229358 IAC 100 P1 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0212 R: 0,0972 R: 0,3682
Estruturas G:0,0 G: 0,0016 G: 0,0429 G: 0,0136 G: 0,0142 G: 0,0122

LS LR LS LR LS LR LS LR LS LR LS LR

Membrana

Peritréfica

Células

Colunares

Células ++ ++ + - ++ - ++ - 4 } i+ +

Caliciformes

Células - + - - - - - . _ B} . _

Regenerativas

Camada ++ + - - + N } . B . -+ )

Muscular

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

3.4.1.1. Larvas Suscetiveis ao AgMNPV

No tratamento com o gendtipo BR 16 houve fraca reacdo nas
células colunares e caliciformes, as demais estruturas nao apresentaram
positividade (Fig. 4.3 B).

Para o gendétipo Dowling as células caliciformes apresentaram
reacdo moderada, as células colunares e a camada muscular apresentaram reacao
fracamente positiva (Fig.4.3 C), enquanto as demais estruturas ndo apresentaram

positividade.
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No tratamento Pl 229358 as células colunares e caliciformes
mostraram reagcdo moderada e as demais estruturas ndo apresentaram reacao
positiva (Fig. 4.3 D).

O IM das LS tratadas com o gendtipo IAC 100 apresentou reacao
positiva nas células colunares e nas caliciformes, variando apenas na intensidade
da reacdo, nas células colunares a reacgdo foi fraca enquanto que nas caliciformes
essa reacao foi moderada. As demais estruturas ndo apresentaram reacao a este
meétodo (Fig. 4.3 E).

Nas larvas tratadas com o genotipo Pl 227687 observou-se reacéo
moderamente positiva nas células colunares, caliciformes e na camada muscular

(Fig. 4.3 F). As demais estruturas nao apresentaram reacdo ao metodo aplicado.

3.4.1.2. Larvas Resistentes ao AgMNPV

Somente as células caliciformes do epitélio do IM das larvas
alimentadas com o genotipo Pl 227687 apresentaram fraca reacdo. Os outros

tratamentos ndo apresentaram positividade.

3.4.2. Azul de Bromofenol Mercurio

De modo geral, todas as estruturas do intestino médio dos dois tipos
larvais, apresentaram reacao positiva ao método aplicado. A tabela 3.4 expressa 0s
valores de intensidade de reacdo das larvas suscetiveis.
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Tabela 3.4 - Resultados histoquimicos para detecdo de proteina totais no intestino
meédio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis (LS) ao AQMNPV - Método de azul de

bromofenol mercurio segundo Pearse (1972).

Gendtipos
Estruturas BRS 257 BR 16 Dowling P1229358 |AC 100 P1 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R:0,0212 R:0,0972 R:0,3682

G: 0,0 G:0,016 G:0,0429 G:0,0136 G:0,0142 G:0,0122

Membrana Peritréfica - - -

Protusoes + +++ + +++ ++
Células Colunares Citoplasma ++ + ++ + +++ +
Nucleo ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
- .. ] +++ +++ +++ +++ +++ +++
Células Caliciformes Citoplasma
Nucleo ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
- . . ++ + - ++ +
Células Regenerativas Citoplasma
Nucleo ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++
+ + + + + +

Camada Muscular

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

reacdo muito forte.

As larvas suscetiveis e resistentes ao AQMNPV alimentadas com os
diferentes genotipos apresentaram o mesmo padrdo, muito forte, de coloracéo
nuclear em todas as células epiteliais.

No tratamento testemunha (BRS 257) as células caliciformes
mostraram forte reacéo citoplasmética para os dois tipos larvais (Figs. 4.4 Ae 4.5 A),
engquanto que as células colunares apresentaram intensidade de reacdo moderada
(Fig. 4.4 A e 45 A). Alem disso, nas LR as células regenerativas apresentaram
moderada positividade, diferente das LS que n&o apresentaram positividade.

A bordadura estriada, protusées e camada muscular, nos dois tipos
larvais mostraram uma fraca positividade, enquanto a membrana peritrofica nao

apresentou reacao.
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3.4.2.1. Larvas Suscetiveis a0  AgMNPV

No tratamento com o gendtipo BR 16, as células regenerativas e
colunares apresentaram reacdo moderada em todo o citoplasma (Fig. 4.4 B), porém
observou-se que as protusdes das colunares eram bem marcadas com variagdes na
intensidade de coloracdo bastante evidentes naquelas que possuiam material
nuclear em seu interior (Fig. 4.4 B), enquanto que as células caliciformes
apresentaram forte reacdo citoplasmatica (Fig. 4.4 B). A MP nao apresentou
positividade ao método e a camada muscular mostrou fraca reagdo em pontos (Fig.
4.4 B). Algumas estruturas foram visualizadas com variagcbes de azul escuro ao
vermelho, a exemplo dos trés tipos celulares e as protusdes. Tal fato pode estar
relacionado com a concentracdo de proteinas encontradas nessas estruturas do
intestino médio.

Observou-se positividade ao método em todas as estruturas para o
tratamento Dowling, com excecdo da membrana peritrofica. O citoplasma das
células caliciformes apresentou forte reacdo; as colunares apresentaram moderada
reacao e a regenerativas fraca reacdo (Fig. 4.4 C). A camada muscular apresentou
fraca reacdo. Observou-se também neste tratamento variagdo na tonalidade de cor
de reacédo entre azul e vermelho (Fig. 4.4 C).

No tratamento Pl 229358 observou-se positividade no citoplasma
das células colunares e caliciformes e na camada muscular (Fig. 4.4 D). As células
regenerativas e a membrana peritréfica ndo mostraram positividade ao método.

As células caliciformes apresentaram forte reacdo, enquanto que as
células colunares apresentaram moderada reacao citoplasmatica e forte reacao nas
protusdes (Fig. 4.4 D). A camada muscular mostrou fraca reagdo a técnica aplicada.

Neste tratamento pode ser observada variacao de tonalidades de cor
de reacéo, variando do azul ao vermelho.

No tratamento com o gendtipo IAC 100, as ceélulas caliciformes e
colunares mostraram forte reagdo citoplasmatica, no entanto as protusdes
apresentaram moderada reatividade, semelhante a apresentada pelas células
regenerativas (Fig. 4.4 E), enquanto a camada muscular mostrou fraca positividade
em pequenos fragmentos de muasculos (Fig. 4.4 E). A membrana peritrofica néo

apresentou positividade.
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Para o gendétipo Pl 227687, o citoplasma das células colunares e
caliciformes apresentou forte positividade, enquanto que as células regenerativas e
a camada muscular apresentaram fraca reatividade (Fig. 4.4 F). Nao se observou

reatividade na membrana peritrofica.

3.4.2.2. Larvas Resistentes ao  AgMNPV

A tabela 3.5. expressa os valores de intensidade de reacdo das
larvas resistentes.

Para as células colunares as rea¢cdes nucleares foram: muito fortes
(BRS 257, IAC 100 e PI 227687) e negativas para os outros genotipos (Figs. 4.5 A, B
e C). As reag0es citoplasmaticas foram: moderadas (BRS 257, PI1227687), fraca para
IAC 100 e negativas para os demais genoétipos (Fig. 4.5 B).

Para as ceélulas caliciformes as reacdes nucleares foram: muito
fortes BRS 257, IAC 100 e Pl 227687 (Figs. 4.5 A, B e C), moderada Dowling e
negativa BR16 e P1229358. O citoplasma destas células apresentou reacdo: forte
IAC 100, P1 227687 (Figs. 4.5 B e C), moderada BRS 257 e Dowling e negativa para
os demais (Fig. 4.5 A).

As células regenerativas apresentaram reacdes nucleares muito
fortes nos gendtipos BRS 257 IAC 100 e Pl 227687 (Figs. 4.5 A, B e C) e negativas
para os demais genadtipos. O citoplasma apresentou reacao fraca para Pl 227687 e
para os outros demais genotipos apresentou reacdes negativas (Fig. 4.5 C).

A camada muscular apresentou fraca reacdo para o genotipo BRS
257 (Fig. 4.5 A) e reacdo negativa para os demais gendtipos, enquanto que a

membrana peritréfica mostrou-se negativa em todos os tratamentos.
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Tabela 3.5 - Resultados histoquimicos para detecdo de proteina totais no intestino

meédio de larvas de A. gemmatalis resistentes (LR) ao AQMNPV - Método de azul de

bromofenol mercurio segundo Pearse (1972).

Estruturas

Gendtipos
BRS 257 BR 16 Dowling P1 229358 IAC 100 P1 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0212 R: 0,0972 R: 0,3682
G:0,0 G: 0,016 G: 0,0429 G: 0,0136 G:0,0142 G:0,0122

Membrana Peritréfica

Células

Colunares

Células

Caliciformes

Células

Regenerativas

Protusdes
Citoplasma

Nucleo

Citoplasma

Nucleo

Citoplasma

Nucleo

Camada Muscular

++

++

++++

++

++++

++++

+

++

++

+H++

+++

++++

+H++

++

+H++

+++

++++

+H++

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

reacdo muito forte.

3.4.3. Azul de Bromofenol

Os resultados da detecdo de proteinas totais evidenciados pelo

método de azul de bromofenol segundo Coello 1989, estao expressos na tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Resultados histoquimicos para detecéo de proteina totais no intestino
meédio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis (LS) ao AQMNPV - Método de azul de

bromofenol segundo Coello (1989).

Genotipos
Estruturas BRS 257 BR 16 Dowling PI229358 IAC 100 Pl 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R:0,0212  R:0,0972 R:0,3682
G: 0,0 G:0,016 G:0,0429 G:0,0136 G:0,0142 G:0,0122
Membrana Peritréfica i i i i
Células Protusdes ) 1A i i ) )
Colunares Citoplasma ++ + + + + +
Nucleo ++++ - ++++ +++ +++ +++
Células Citoplasma i i i i o "
Caliciformes Nucleo +HH+ - +t+ +t +t ++
Células Citoplasma i i i "
Regenerativas  Nucleo b + et + +ht it
++ ++ - + - -

Camada Muscular

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

reacdo muito forte.

3.4.3.1. Larvas Suscetiveis ao  AgMNPV

Esta metodologia apresentou reagdo muito forte nos nucleos das
células colunares, caliciformes e regenerativas nas larvas suscetiveis tratadas com
0 genodtipo BRS 257; IAC 100; Pl 227687 (Figs. 4.6 A , E e F), enquanto que as
larvas tratadas com o gendtipo Dowling apresentaram reacdo muito forte nos
nacleos das células colunares e caliciformes e reagdo forte no nacleo das células
regenerativas (Fig. 4.6 C).

As larvas tratadas com o genotipo Pl 229358 apresentaram reacao
forte nos ndcleos das células colunares e caliciformes e reacéo fraca no nucleo das

células regenerativas (Fig. 4.6 D).
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Quanto as larvas tratadas com o genoétipo BR 16 sO observou-se
resultado fracamente positivo no ndcleo das células regenerativas (Fig. 4.6 B).

3.4.3.2. Larvas Resistentes ao  AQMNPV

Os resultados da detecdo de proteinas totais em larvas resistentes
ao AgMNPYV evidenciados pelo método de azul de bromofenol segundo Coello 1989,

estao expressos na tabela 3.7.

Tabela 3.7 - Resultados histoquimicos para detecédo de proteina totais no intestino
meédio de larvas de A. gemmatalis resistentes (LR) ao AQMNPV - Método de azul de

bromofenol segundo Coello (1989).

Genotipos
Estruturas BRS 257 BR16 Dowling Pl 229358  IAC 100 Pl 227687
R: 0,0 R: 0,0 R: 0,0 R:0,0212 R:0,0972  R:0,3682
G: 0,0 G:0,016 G:0,0429 G:0,0136 G:0,0142 G:0,0122
Membrana Peritrofica
~ ++
Protusoes
Células Citoplasma + - + - + ++
Colunares Nucleo +t - +t - +t bt
A ; ++ - - + ++
Células Citoplasma
Caliciformes Nucleo ++t - - ++ ++t
4 ; +
Células Citoplasma
Regenerativas  Ndcleo + - - - +t +

+
Camada Muscular

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

reacdo muito forte.

As células colunares apresentaram reacdes nucleares: muito forte
(P1227687); forte (BRS 257, Dowling e IAC100), negativa (BR 16 e Pl 229358). As
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reacOes citoplasmaticas foram: moderada (Pl 227687); fraca (BRS 257, Dowling e
IAC 100) e negativas BR16 e Pl 229358 (Figs. 4.6 G, He I).

Os nucleos das células caliciformes apresentaram reacodes: fortes nos
tratamentos BRS 257 e IAC 100 (Figs. 4.6 G e H); moderada (PI1229358) e
negativas (BR16, Dowling e Pl 227687). As reacles citoplasmaticas foram:
moderadas nos genétipos BRS 257 e IAC 100 (Figs. 4.6 G e H), fraca para os
tratamentos Pl 229358 e negativas nos genotipos BR16, Dowling, Pl 227687.

Para células regenerativas as reacfes nucleares foram: forte no tratamento
IAC 100 (Fig. 4.6 H) , fracas nos genétipos BRS 257 e Pl 227687 (Figs. 4.6G e l) e
negativas (BR16; Dowling, Pl 229358), enquanto que o citoplasma apresentou
reacao fraca para o genotipo IAC 100 e negativa para os demais genoétipos (Fig. 4.6
H).

3.5. Lipideos

Apés a reacdo histoquimica para detecdo de lipideos o intestino
meédio de larvas suscetiveis de A. gemmatalis ndo apresentou granulos positivos de
lipideos no epitélio do intestino médio dessas larvas, entretanto em larvas
resistentes houve pontuacdes positivas em alguns tratamentos.

Em larvas resistentes tratadas com o gendétipo IAC 100 pode se
notar a presenca de reacdo nas células colunares e caliciformes indicando a
presenca de lipideos estruturais (formadores de membrana) e alguns granulos
positivos nas protusdes citoplasmaticas (Fig. 4.7 B).

No tratamento Pl 229358 o0s granulos positivos podem ser
observados nas células colunares a , as demais estruturas ndo tiveram reacao ao
meétodo (Fig. 4.7 A).

Para as larvas resistentes do tratamento Pl 227687 o epitélio do
intestino médio mostrou reacdo positiva apenas nas protus@es citoplasméaticas
liberadas pelas células colunares com presenca de poucos granulos positivos (Fig.
4.7 C).

Os demais tratamentos (BRS 257, BR 16, Dowling) néo

apresentaram granulos positivos em suas estruturas.
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4. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

4.1 Fotomicrografias do Intestino Médio de larvas A. gemmatalis suscetiveis ao
AgMNPV tratadas com os gendtipos: BRS 257 (A); BR16 ( B); Dowling (C), PI
229358 (D), IAC 100 (E) e PI 227687 (F). Histoquimi ca para polissacarideos
neutros (PAS).

Presenca de células colunares (Co) com granulos PAS positivos

(—); protusbes citoplasmaticas (P) com granulos PAS positivos (—). Células
caliciformes (Ca) com granulos PAS positivos (—); Células regenerativas (Cr) com

granulos PAS positivos (—). Barras =10um.
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4.2 Fotomicrografias do Intestino Médio de larvas A. gemmatalis resistentes ao
AgMNPV tratadas com os gendtipos: BRS 257 (A); BR16 ( B); Dowling (C), PI
229358 (D), IAC 100 (E) e PI 227687 (F). Histoquimi ca para polissacarideos
neutros (PAS).

Presenca de células colunares (Co) com granulos PAS positivos

(—); Células caliciformes (Ca); Células regenerativas (Cr). Barras = 10um.
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4.3 Fotomicrografias do Intestino Médio de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao  AgMNPV tratadas com os genétipos BRS 257 (A e G); BR1 6 (B);
Dowling (C), Pl 229358 (D), IAC 100 (E) e P1 227687 (F). Histoquimica proteinas
totais Fast Green 0,1%.

Reacado positiva ao método Fast Green nas células colunares (Co);

Células caliciformes (Ca) e Camada muscular (Cm). Barras= 50um.
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4.4 Fotomicrografias do Intestino Médio de larvas A. gemmatalis suscetiveis
ao AgMNPV tratadas com os genétipos BRS 257 (A); BR16 (B ); Dowling (C), PI
229358 (D), IAC 100 (E) e PI 227687 (F). Histoquimi ca de proteinas totais com

azul de bromofenol mercurio segundo Pearse (1972)

Células colunares (Co) com protusdes citoplasmaticas (P) com
nacleo (n); Células caliciformes (Ca); Células regenerativas (Cr).Camada muscular

(Cm) .Barras= 40um
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4.5 Fotomicrografias do Intestino Médio de A. gemmatalis resistentes ao
AgMNPV tratadas com os gendtipos BRS 257 (A), IAC 100 (B) e PI1 227687 (C).
Histoquimica para detecdo de proteinas totais com a zul de bromofenol

mercurio segundo Pearse (1972)

Células colunares (Co) Células caliciformes (Ca); Células

regenerativas (Cr). Barras= 40um
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4.6 Fotomicrografias do Intestino Médio de A. gemmatalis suscetiveis e
resistentes a0  AGMNPV tratadas com os gendtipos BRS 257 (Ae G), BR 16 (B);
Dowling (C); PI 229358 (D); IAC 100 (E e H) e Pl 22 7687 (F e I). Histoquimica

para detecdo de proteinas totais com azul de bromof enol segundo Coello
(1989)

Células colunares (Co); Células caliciformes (Ca); e camada
muscular (Cm). Barras= 40um.
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4.7 Fotomicrografias do Intestino Médio de A. gemmatalis resistentes ao
AgMNPV tratadas com os gendétipos Pl 229358 (A); IAC1 00 (B) e P1 227687 (C).

Histoquimica detecédo de lipideos segundo Hernandez-  Blazquez et al (1989).

Células colunares (Co) com protus@es citoplasmaticas (P); Células

caliciformes (Ca) e camada muscular (Cm). Barras= 10um.
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5. DISCUSSAO

A camada epitelial do intestino médio das larvas de Anticarsia
gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AQMNPV, apresentaram diferentes niveis
de intensidade de reagcdo aos métodos histoquimicos propostos, nos trés tipos
celulares, variando de acordo com o tratamento.

As células colunares foram as que apresentaram maior positividade
ao método do Acido Periddico-Schiff (PAS), com presenca de granulos PAS+
distribuidos irregularmente por todo o citoplasma celular. Em ambas as populacdes
larvais, o tratamento com o gendtipo BRS 257 apresentou maior intensidade de
granulos PAS positivos. Os tratamentos IAC 100 e Pl 227687 apresentaram forte
positividade, porém somente em larvas resistentes, enquanto que nas LS os IM
apresentaram respectivamente, moderada e fraca positividade. Outro componente
da camada epitelial que mostrou intensa concentracdo de granulos PAS positivos
foram as protusdes citoplasmaticas das larvas suscetiveis tratadas com o genotipo
Pl 229358 e moderamente positiva para o genotipo BR16, e em larvas resistentes
apos tratamento com o gendétipo Pl 227687.

A presenca de granulos PAS positivos nas células colunares e nas
protusGes do intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes
sao corroboradas pelos resultados encontrados por alguns autores que identificaram
essas estruturas nas células colunares e protusdes citoplasmética do intestino
meédio em larvas de outros lepidépteros como em Diatrea saccharalis (PINHEIRO et
al., 2008); Spodoptera frugiperda (CORREIA et al.,, 2009); Alabama argilacea
(SOUZA et al., 2009).

A identificacdo desse material ndo esta restrita & ordem Lepidoptera,
sendo identificados em outras ordens e espécies de insetos como em Triatoma
infestans (Hemiptera-Heteroptera) relatado por Burgos; Gutierrez (1976);
Dermatobia hominis e Aedes aegypti, (Diptera) por Lello; Vieira, 2001; Arruda;
Oliveira, Silva (2003) e Tropidacris collaris Orthoptera Wanderley-Teixeira (2006).

Segundo Terra e Ferreira (1991) esses polissacarideos encontrados
nas ceélulas colunares tém como fungbes a absorcdo de produtos da digestdo e

producdo de enzimas, podendo variar em concentracdo de acordo com a regido do
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intestino médio, sendo que a maior concentracao foi evidenciada na regido distal do
intestino médio (RIBEIRO et al., 1997; PINHEIRO et al., 2008).

Em células caliciformes essa reacdo é raramente encontrada, e
quando localizadas a reacao ocorre principalmente no citoplasma dessas células,
em nossos trabalhos a reagé@o ocorreu apenas nas células caliciformes do intestino
médio de larvas resistentes do tratamento com o genoétipo BRS 257 e nas larvas
suscetiveis tratadas com o genotipo Pl 229358. Pinheiro et al. (2008) identificaram
granulos PAS+ nesse mesmo tipo celular em larvas de Diatrea saccharalis e
sugeriram, a exemplo de outros autores, que a presenca de polissacarideos pode
estar relacionada com a atividade destas células no auxilio as células colunares
como absorcdo de metabdlitos e homeostasia idnica (MOFFET et al., 1995;
LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998).

As células regenerativas apresentaram material PAS+ apenas no
tratamento Pl 229358 para larvas suscetiveis. Lehane e Billingsley (1996) relataram
que pelo fato destas células estarem envolvidas no processo de renovacao epitelial,
elas apresentariam o material PAS positivo. Este fato também foi relatado em larvas
de Aedes aegypti, no qual estas apresentavam intensa atividade na renovacao
epitelial (ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003).

A reacdo PAS positiva indica a presenca de polissacarideos
neutros, que podem representar depdsito de glicogénio e outros agucares neutros.
Os depositos de glicogénio foram identificados apos a diastase, no qual as laminas
contendo os cortes de IM e submetidas ao PAS apresentaram redugdo em alguns
tratamentos em relacdo a intensidade dos granulos PAS positivos. Os tratamentos
BRS 257 (testemunha), BR16 e Dowling apresentaram diminuicdo apenas para LR,
enquanto para as LS a intensidade foi mesma. Assim podemos inferir que as LS
tratadas com estes genoétipos apresentaram polissacarideos neutros nas suas
células, porém ndo o glicogénio.

O tratamento IAC 100 foi o Unico que apresentou diminuicdo da
positividade em ambos os tipos larvais, indicando que estas larvas apresentavam
grande quantidade de glicogénio em suas células. Nos demais tratamentos
ocorreram alteracées pontuais no decorrer do intestino médio, variando de acordo
com o tratamento e a estrutura de reacao.

De acordo com Kilby (1965) o glicogénio e outros carboidratos séao

importantes no metabolismo, pois é considerada uma reserva importante que pode
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ser mobilizada e utilizadas em situacbes que exija 0 gasto energético do inseto
como mudas (metamorfose), reproducéo, defesa, entre outros fatores.

Hock, Pilarska e Dobart ao estudarem larvas de Lymantria dispar
(Lepidoptera: Lymantriidae) verificaram que a concentracdo de glicogénio
aumentava conforme o nivel de desenvolvimento larval tanto em larvas sadias como
em infectadas com o entomopatdégeno Endoreticulatus schubergi, entretanto apos
alguns dias de infeccdo essa concentracdo de glicogénio reduzia drasticamente nas
larvas infectadas e as sadias apresentavam niveis superiores de concentracdo de
glicogénio. Nossos resultados indicaram que o polissacarideo presente no
citoplasma das células do intestino médio das larvas suscetiveis, ndo é um
polissacarideo energético, como o glicogénio e sim polissacarideo estrutural,
podendo ser até quitina, um polissacarideo estrutural bastante comum nos
artrépodes.

Entre os polissacarideos encontram-se outros grupos os chamados
acidos e que podem ser classificados como polissacarideos acidos altamente
sulfatados; polissacarideos acidos sulfatados e polissacarideos acidos. O intestino
médio das larvas suscetiveis e resistentes ap0s serem submetidos ao processo
histoquimico de azul de toluidina em diferentes pHs, ndo apresentaram reacdo ao
método, pois de acordo com Pearse (1972) a presenca desses &cidos seria
evidenciada pela coloracdo azul ou coloracdo rosea, e o IM destas larvas, ndo
apresentou nenhuma reacéo, indicando a auséncia de carboidratos acidos.

Além dos polissacarideos outras substancias estdo presentes nos
insetos, como as proteinas que tem fung¢des variadas nos insetos como a producao
de fios de seda ou de glandulas de veneno (CHAPMAN, 1998).

Dean et al., (1985) relatam que as proteinas estdo presentes na
grande maioria das ordens de insetos exceto em Hymenoptera que nao tem relatos
da presenca de granulos protéicos.

Em nossos estudos a reacao histoquimica de proteinas, pelo Fast
Green, no intestino médio de larvas suscetiveis de A. gemmatalis, mostrou-se
positiva com presenca de granulos protéicos nas células caliciformes de todos os
tratamentos, na camada muscular (BRS257, Dowling e Pl 227687) e nas células
colunares (Dowling e Pl 227687). Em larvas resistentes somente a testemunha
(BRS 257) apresentou os granulos na maioria das estruturas enquanto que o

genotipo Pl 227687 mostrou reacdo nas ceélulas caliciformes. Nossos resultados sao
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corroborados pelos dados de Lehninger (2006) o qual divide as proteinas em duas
classes fibrosas (fun¢des estruturais em células e tecidos) conforme descrito em
nossos resultados e a globular funcéo fisiologica.

Com o método de Pearse (1972) para detecdo de proteinas totais
pelo azul de bromofenol mercurio, observamos a presenca de proteinas no epitélio
do intestino médio de larvas suscetiveis em todos os tratamentos, e nas larvas
resistentes, alguns tratamentos apresentaram positividade ao meétodo aplicado
como BRS 257, Dowling, IAC 100 e PI 227687. Segundo Pearse (1972) a reacéo
apresenta a maioria das proteinas com coloracdo azul claro com leve tendéncia
para o verde, o que também foi observado por nds, nos ndcleos celulares, na
camada muscular, protusdes citoplasmaticas tanto em larvas suscetiveis quanto
resistentes, variando na intensidade de coloracgéo.

As protusdes citoplasméticas apresentavam geralmente nucleos das
células colunares, por isto esta forte reacéao.

A presenca de proteinas pode estar relacionada a diversos fatores
como a ecdise dos insetos, fonte de reserva de energia principalmente em periodos
de falta de alimento, formacéo de tecidos e injurias (DEAN et al., 1985).

Rocha (2009) em estudo com Triatoma vitticeps observou nas
células digestivas do intestino médio desses insetos um acumulo de proteinas em
insetos que estavam em “jejum alimentar”, e quanto mais dias em jejum, maior era a
concentracdo dessas proteinas. Este fato pode estar correlacionado as injarias
sofridas e ao acumulo de proteinas no organismo e que serdao convertidas para a
manutencado dos 6rgéos do inseto.

Considerando que os insetos utilizam-se de varias moléculas
acumuladas em seu organismo nos processos evolutivos (metamorfose) como
também na sua protecdo e manutencao de seus 6rgaos, os lipideos sdo substancias
gue auxiliam nesses processos.

Os lipideos possuem a caracteristica de apresentar um valor
energético maior que os carboidratos, dessa forma tornando-se fontes energéticas
gue podem ser acumuladas no organismo dos insetos para serem utilizadas durante
0 seu desenvolvimento.

A reacdo histoquimica para a determinacao de lipideos no epitélio
do intestino médio de larvas de A. gemmatalis suscetiveis e resistentes mostrou

presenca de poucas gotas de lipideos somente em larvas resistentes dos
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tratamentos IAC 100, Pl 229358 e PI 227687, os demais tratamentos nao
apresentaram reacao positiva ao método aplicado.

Pinheiro (2001) analisando o as regifes do intestino meédio de
Diatrea saccharalis observou presenca de gota de lipideos nessas trés regides e em
todas as células epiteliais. Em A. gemmatalis concentracbes maiores de lipideos
sao encontradas no corpo gorduroso conforme relatado por Carvalho, (2008), e cuja
disponibilidade dessa reserva se da no estagio de pupa. Este fato também foi
observado em larvas de Lymantria dispar que apresentou niveis de lipideos em
concentragdo maior em larvas de quinto e sexto instar tanto em larvas sadias como

infectadas com virus.

6. CONCLUSOES

As técnicas histoquimicas aplicadas mostraram que o intestino
meédio de larvas de Anticarsia gemmatalis suscetiveis e resistentes ao AgMNPV,
apresentaram em suas estruturas, compostos como polissacarideos neutros,
glicogénio, proteinas e lipideos. Estes compostos exercem func¢des diferentes, tanto
na manutencdo de tecidos quanto na sua fisiologia celular, principalmente das
células epiteliais:

Com relagdo aos polissacarideos neutros, o intestino médio das
larvas suscetiveis e resistentes quando comparadas com a testemunha
apresentaram maior positividade ao PAS nos tratamentos IAC 100, e em Pl 227687
em larvas resistentes, principalmente nas células colunares, sendo que nestas
células, a maior participacdo, para o genotipo IAC 100 foi de polissacarideos de
reserva, neste caso o glicogénio, enquanto que nos outros gendtipos a presenca era
de polissacarideo estrutural.

As proteinas totais foram evidenciadas com intensa marcacdo nas
células colunares, pelo fast green 0,1% em todos os tratamentos em larvas
suscetiveis, enquanto que as larvas resistentes ndo apresentaram reacdo em todos
os tratamentos. Pelo método do azul de bromofenol mercurio os tratamentos que
tiveram maior concentracdo de proteinas foram BR 16, Dowling e IAC 100 com

reacOes variando entre todas as estruturas do epitélio intestinal, sendo que em
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larvas resistentes os resultados foram notados em IAC 100 e Pl 227687. Pela
reacdo histoquimica do azul de bromofenol, o genétipo Pl 229358 apresentou maior
concentracdo de proteinas em comparagdo aos demais tratamentos, e nas larvas
resistentes o tratamento IAC 100 mostrou maior reacao positiva. Assim pelas
técnicas utilizadas o tratamento com o genétipo IAC 100, tanto em larvas
suscetiveis quanto resistentes ao AgMNPV, foi o que apresentou maior
concentracdo de proteinas na camada epitelial do intestino médio, principalmente
nas ceélulas caliciformes.

Com relacdo aos lipideos as larvas resistentes foram as que
apresentaram gotas de lipideos quando tratadas com os gendétipos Pl 229358, IAC
100 e P1 227687.

Dessa maneira a presenca dessas substancias quimicas indica uma
resposta do sistema fisiolégico do inseto a acdo das substancias toxicas no intestino

médio.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O intestino médio das larvas de Anticarsia gemmatalis suscetiveis e
resistentes ao AQMNPV mostrou alteracdes nas células da camada epitelial apdés o
tratamento com os gendtipos de soja composto por flavondides (rutina e genistina)
em diferentes concentracodes.

Tais alteragbes morfolégicas foram pontuais e ocorreram
principalmente nas células colunares, as quais mostraram intensa vacuolizacdo e
liberacdo de protusfes citoplasmaticas que por vezes continham nucleos celulares
para o lumen. Outras estruturas como membrana peritréfica e camada muscular
também apresentaram algumas alteracbes em suas estruturas dependendo do
genotipo.

Os danos causados em larvas suscetiveis foram promovidas
principalmente pelo gendtipo Pl 227687, enquanto que em larvas resistentes essas
alteracdes foram causadas principalmente pelos gendtipos IAC 100 e Pl 227687, os
quais provocaram total desestruturacdo da camada epitelial do intestino dos insetos.

O epitélio apresentou altera¢cdes morfologicas superficiais, no qual
pode ser verificada a presenca de trés regides distintas: a anterior com células
colunares com superficie variada e raras protusdes citoplasmaticas; regido média
com algumas projecdes citoplasmaticas e superficie das células colunares variadas
e a regido posterior com grande quantidade projecdes citoplasmaticas que variavam
de formato.

Essas projecbes foram evidenciadas em maior quantidade no
intestino médio de ambas as popula¢des larvais tratadas com genétipos Dowling e
Pl 227687, evidenciando dessa forma que estruturas estdo relacionadas a
eliminacdo de substancias toxicas ou de células lesionadas ja que esses gendtipos
apresentam rutina e genistina em altas concentracoes.

As andlises histoquimicas evidenciaram ser composto por
polissacarideos, glicogénio, proteinas e lipideos em LS e LR exercendo diversas

funcdes no sistema digestivo dos insetos.
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Esses compostos seriam considerados fontes de reserva de energia.
Os gendtipos IAC 100 e Pl 227687 apresentaram maiores concentracdes de
compostos quimicos nas células do intestino médio em larvas suscetiveis e
resistentes.

De modo geral os genotipos IAC 100 e Pl 227687 sao
recomendados para plantio por apresentarem caracteristicas de resisténcia a pragas
por promoverem intensas alteracées no intestino meédio das larvas de A. gemmatalis

em ambas populacdes,
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