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RESUMO

A pesquisa objetivou analisar, morfoldgica e quantitativamente, os tipos de hemécitos em
lagartas do terceiro instar de Diatraea saccharalisF., desafiadas imunologicamente por Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., nas concentragdes 10%, 10° e 107 conidios
mL?, emcomparagdoalagartasndo tratadas. Foram coletados 10 pL de hemolinfa decincolagartas
por tratamento, nos intervalos de 24, 36, 48, e 60 horas pés-inoculagao, sendo contadas 300 células
em campos aleatérios da ldmina, utilizando-se a objetiva de imersao (100X). Os hemdcitos mais
freqiientes foram os esferulécitos (34,8 %), plasmatdcitos (29,7 %) e granulécitos (22,2%), enquanto
os menos freqiientes foram os prohemécitos (8,3 %), adipohemocitos (2,6 %) e oenocitéides (2,4 %).
B. bassiana promoveu interferéncia efetiva na populacdo de granuldcitos na concentragdo de 10”
conidios mL* (24 e 36h) e plasmatdcitos nas concentragées 10° conidios mL? (60h) e 107 conidios
mL? (24 e 36h), onde ocorreu aumento do niimero de granulécitos e reducdo do ntimero de
plasmat6citos na maior concentragdo e, ainda, o aumento do ntmero de plasmatdcitos na
concentragdo 10° conidios mL". M. anisopliae ndo interferiu quantitativamente nos granuldcitos e
plasmatdcitos. No que se refere aos esferuldcitos, verificou-se maior tendéncia de reducédo do
namero dessas células no intervalo de 36h para ambos os fungos, porém, diferenca significativa
s6 ocorreu na concentragdo de 10°conidios mL* no intervalo de 60h, apresentando a menor média.
Conclui-se que B. bassiana tem agdo mais efetiva sobre a dindmica populacional dos granulécitos
e plasmatocitos em lagartas de D. saccharalis em relagdo ao M. anisopliae.
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ABSTRACT

HEMOCYTIC DYNAMICS INDIATRAEA SACCHARALISF. (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
IMMUNOLOGICALLY CHALLENGED BY BEAUVERIA BASSIANA (BALS. VUILL. AND
METARHIZIUM ANISOPLIAE (METSCH.) SOROK. FUNGI. This study was aimed to
morphologically and quantitatively analyze the types of hemocytes in Diatraea saccharalis F . third-
instar caterpillar immunologicaly challenged by Metarhizium anisoplize (Metsch.) Sorok. and
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. in concentrations of 10°, 10° and 107 conidia mL?, compared to
nontreated specimens. A 10pL-sample of hemolymphs from five caterpillars for each treatment,
in the intervals of 24, 36, 48 and 60h; 300 cells were counted in random fields of the lamina, using
the immersion objective (100X). The most frequent hemocytes were the spherulocytes (34.8%),
plasmatocytes (29.7 %) and granulocytes (22.2%), while the least frequent were the prohemocytes
(8.3%), the adipohemocytes (2.6%) and the oenocytoids (2.4%). B. bassiana promoted effective
interference in the population of granulocytes at the concentration of 107 conidiamL* (24 and 36h)
and of plasmatocytes at the concentrations of 10° conidia mL" (60h) and 107 conidia mL* (24 and
36h); there occurred an increase of the number of the granulocytes and a decrease of the number
of plasmotocytes at the highest concentration, and an increase in the number of plasmatocytes at
the concentration of 10° conidia mL*. M. anisopline donotinterfere quantitatively in the granulocytes
and plasmatocytes. Regarding the spherulocytes, there was observed a higher tendency of

?Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Area de Histologia,
Recife, PE, Brasil.
SUniversidade Federal de Pernambuco, FIOCRUZ, CPqAM, Recife, PE, Brasil.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.75, n.2, p.173-179, abr./jun., 2008


IdeaPad
Caixa de texto
DOI: 10.1590/1808-1657v75p1732008



174

M.A.P. Oliveira et al.

reductionin the number of these cells in the interval of 24 and 36h for both fungi, buta meaningful
difference only occurred at the concentration of 10° conidia mL? in the 60h interval, presenting
the smallest average. It was possible to conclude that B. bassianahas a more effective action over
the populational dynamics of the granulocytes and plasmatocytes of D. saccharalis caterpillars in

association with M. anisopliae.

KEY WORDS: Hemocytes, entomopathogenic fungi, morphology, sugarcane borer.

INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos sdo bastante co-
nhecidos mundialmente por seu alto potencial no
controle de diversas Ordens de insetos. De acordo
com ALVES; PEREIRA (1998), esses fungos causam dis-
tarbios fisiolégicos que atingem o tegumento e os
sistemas, circulatério, reprodutor, respiratério, ner-
voso e digestivo dos insetos atacados.

Dentre os fungos entomopatogénicos, Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. sdo utilizados como potentes agentes no controle
biolégico de insetos (HEGEDUS; KHACHATOURIANS 1996).

Nos insetos, os principais mecanismos de defesa
sdo desempenhados pelos hemécitos, células livres
circulantesnahemolinfa, cujontimeroetipos diferem
ndo s6 com a espécie estudada como também com a
idade e desenvolvimento do individuo. Essas células
fornecem uma resposta agil e eficiente contra os
patégenos que atingem a hemocele, participando ati-
vamente dos mecanismos de defesa tais como: reco-
nhecimento, fagocitose, encapsulagdo, coagulacao,
formagao dos nédulos e citotoxicidade (Gurra 1985).

Os hemoécitos reconhecem uma variedade de cor-
pos estranhos, pela interagdo direta de receptores de
superficie celular com moléculas do organismo inva-
sor, ou indiretamente pelo reconhecimento de recep-
tores da resposta humoral que opsonizam a superfi-
cie do invasor (LAvINE; STRAND 2002). O sucesso das
respostas de defesa depende dontimeroedostiposde
hemdcitos envolvidos nestes mecanismos (Russo et
al., 2001).

Nostltimosanos, temhavido um enorme progresso
no conhecimento das defesas imunolégicas dos inse-
tos (Hocnetal., 2004; LEE et al., 2005). A biodiversidade
desses organismos tem proporcionado modelos im-
portantes para estudar as suas estratégicas
antimicrobianas, as quais podem fornecer informa-
¢oes relevantes para o desenvolvimento de
metodologias de controle biolégico por patdgeno.
Nestesentido, sabe-se queas proteasesextracelulares
produzidas por M. anisopliae e B. bassiana parecem
participar na supressdao da resposta imunoldgica
celular na hemolinfa delarvas deGalleria mellonellaL.
(Lepidoptera: Noctuidae) (GriescH; VILCINSKas 1998).

Altera¢des namorfologia, fun¢do e quantidade de
hemoécitos em insetos, ocasionadas por fungos
entomopatogénicos, tém sido relatadas por varios
pesquisadores. BALAVENKATASUBBAIAH;, NATARAJU

(2005) verificaram susceptibilidade de Bombyx moriL.
(Lepidoptera: Bombycidae) a B. bassiana por este pro-
vocar uma interferéncia no nimero de alguns
hemoécitoscomo progresso dainfecgdo. O processode
adesdo dos hemdcitos foi afetado em Manduca sexta L.
(Lepidoptera: Sphingidae) apds inoculagdo com B.
bassiana (DEANA et al., 2004). Modificacdes na
morfologia e auséncia da atividade fagocitaria dos
plasmatoécitos em G. mellonella quando inoculadas
com M. anisopliae foram descritas por VILCINSKAs et al.,
(1997a; b).

Assim, o objetivo do presente trabalho foianalisar,
morfoldgicaequantitativamente, os tipos dehemdcitos
em lagartas do terceiro instar de Diatraea saccharalisF.
(Lepidoptera: Crambidae), submetidas aos fungos
entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos insetos: As lagartas deD. saccharalis
foram obtidas da criagéo existente em laboratorio.

Obteng¢do dos isolados de B. bassiana e M.
anisopliae: Os isolados utilizados foram B. bassiana
(447) obtido de Selenopsis invicta (Buren) e M. anisopliae
(E9) obtido de Deois flavopicta (Stal.), provenientes da
micoteca da Esalq, e mantidos no Laboratério de
Patologia de Insetos auma temperaturade 6 £2°Cem
tubos de vidro com meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar, acrescido do antibidtico sulfato de estrepto-
micina (BDA+A) e 6leo Nujol.

As suspensdes dos fungos foram preparadas a
partir de placas de Petri contendo meio de cultura
(BDA + A) com os conidios, adicionando-se 20mL de
dgua destilada esterilizada para B. bassiana e 15 mL
para M. anisopliae acrescido de espalhante adesivo
Tween 80a 0,01% (ADE+E), sendo filtradas em gaze
esterilizada e as concentragdes para ambos os isola-
dos foram aferidas em 103, 10°, e 107 conidios mL,
mediante o uso da cAmara de Neubauer, conforme
metodologia desenvolvida por ALVEs et al. (1998). A
viabilidade de conidios foi avaliada por meio de
plaqueamento em BDA+A, apds 24h, em estufa incu-
badora BOD a 26 + 1° C e 12h de fotofase, fazendo-se
a contagem de conidios germinados e ndo germina-
dos em microscépio de luz.

Tratamento tépico de D. saccharalis: As lagartas
de terceiro instar deD. saccharalis forampulverizadas
com os fungos M. anisopliae e B. bassiana nas concen-
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tracdes de 103,105, e 107 conidios mL !, respectivamen-
te. A testemunha foi pulverizada com dgua destilada
esterilizada mais espalhante adesivo Tween 80,
totalizando sete tratamentos.

Foramutilizadas 1401agartas sendo 20 para cada
tratamento, divididasem grupos decincoindividuos,
afim de permitir a coleta da hemolinfa, em diferentes
intervalos detempo (24, 36,48 e 60 horas), sendo cada
lagarta considerada umarepeticao. Estasforamacon-
dicionadas em bandeja de pléstico com comparti-
mentos, contendo colmo de milho como substrato
alimentar. A inoculagdo foirealizada através de pul-
verizagdo com o auxilio de um microatomizador de
marca Paasche “VL”, sendo utilizado 1 mL da sus-
pensdo por tratamento. Em seguida, os insetos foram
mantidos em condi¢do delaboratério auma tempera-
turade27+2°C,70+5% de UR e 12 horas de fotofase.

Coleta da hemolinfa para analise morfoldgica e
contagem diferencial dos hemdcitos: Amostrasde10
puL dehemolinfaforam coletadas decincolagartas por
tratamento, nos intervalos de 24, 36, 48, e 60 horas.
Para isso realizou-se uma incisdo na regido meso-
pleural dalagartae, comoauxilio deumamicropipeta,
colheu-se a hemolinfa.

O material foi colocado sobre uma lamina conten-
do 10 pL de solugao salina (62 mM NaCl + 100 mM
glicose + 10 mM EDTA + 30 mM citrato de s6dio + 26
mM 4cido citrico + pH 4,6) para evitar a coagulagéo.
Emseguida, procedeu-se o esfregaco, que foram man-
tidos por aproximadamente 20 minutos a temperatu-
ra ambiente para permitir uma melhor adesdo dos
hemdcitosalamina. O esfregacofoi fixadoem metanol,
por cinco minutos, sendo em seguida submetido a
coloragdo pelo Giemsa, também por cinco minutos. A
andlise morfolégica foi realizada utilizando micros-
copiodeluz, damarca Olympus BX-49, efotografados
em fotomicroscépio OLYMPUS BX-51. Para conta-
gem diferencial dos hemoécitos empregou-se
metodologia descrita por FALLEIROset al. (2003), sendo
contadas 300 células em campos aleatérios da lami-
na, utilizando-se a objetiva de imersao (100X).

Analise estatistica: A partir da contagem de 300
células por amostra, foi obtida a proporcdo de
hemécitos (contagem diferencial) para cada trata-
mento e intervalo apés tratamento. Assim, as porcen-
tagens de cada tipo de hemécito foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial
considerando 7 tratamentos e 4 intervalos de avalia-
¢do ap6s tratamento como fatores principais. Haven-
dosignificancia entre fatores principais, bem como de
suasinteracdes, ANOV A simples foi conduzida com-
parando as porcentagens entre tratamentos paracada
intervalo de avaliacdo ou para cada tratamento em
funcdo dos respectivos intervalos de avaliagdo. Em
seguida, quando foi caracterizada significancia dos
fatores pela ANOVA, as médias de tratamentos ou de

intervalo de avaliacdo foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as anélises
foram conduzidas empregando o programa estatisti-
co SAS (Sas InstiTUTE, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células mais freqiientes foram os esferulécitos,
plasmatoécitos e granuldcitos, com percentuais de
34,8%,29,7% e22,2%, respectivamente, enquanto que
oshemocitos menosfreqiientes foramos prohemocitos
(8,3%), adipohemdcitos (2,6%) e oenocitéides (2,4%)
(Fig. 1). Tal observagdo corrobora com os dados des-
critos por RatcLIFFe (1993) e STRaND; PecH (1995), os
quais relataram que nos estdgios larvais em
lepid6pteros normalmente as células granulares e os
plasmatécitos compreendem mais de 50% dos
hemécitos circulantes, tendo a capacidade de adesao
nasuperficie decorposestranhos. Os outroshemécitos
descritos em lepidépteros sdo células nao adesivas,
correspondendo aos esferuldcitos, oenocitdides e
prohemdcitos.

Da mesma forma, FALLEIROset al.(2003), trabalhan-
docommicroscopia de transmissdo e varredura, tam-
bém observaram maior freqiiéncia de plasmatdcitos,
granuldcitos e esferulécitosnahemolinfa delarvasde
D. saccharalis. SegundoSassetal. (1994), os esferulécitos
estdo envolvidos no transporte de componentes
cuticular, o que pode explicar o seu maior percentual
entre os hemécitos, pois as lagartas encontravam-se
proximas a ecdise. Ja os oenocitéides contém precur-
sores da fenoloxidase que provavelmente desempe-
nha uma fun¢do namelanizacéo (Jiancetal., 1997).Os
prohemdcitos sdo relatados como células-tronco que
se diferenciam em um ou mais tipos de hemdcitos.

Ap6s inoculacao com o fungo B. bassiana, diferen-
cas significativas s6 ocorreram para os granul6citos
naconcentracdo de 107 conidios mL!(24 e 36h) e para
os plasmatécitos nas concentragdes 10° conidios mL !
(60h) e 10”7 conidios mL (24 e 36h), onde houve um
aumento do ntimero de granuldcitos e reducdo do
nuimero de plasmatdcitos na maior concentragao, e
aumento do nimero de plasmatdcitos na concentra-
¢a0 10% conidios mL* (Tabela 1).

O fungo M. anisopliae ndo interferiu significativa-
mente nos granuldcitos e plasmatdcitos. No que se
refere aos esferuldcitos, verificou-se uma tendéncia de
redugdo do namero dessas células no intervalo de 24
e 36h para ambos os fungos, porém, diferenca signifi-
cativa s6 ocorreu na concentragio de 1(° conidiosmL 1 no
intervalo de 60h, resultando na menor média para
esse tipo de hemécito quando desafiados pelo M.
anisopline. Ndo foram observadas alteracdes
morfolégicas nessas células apds inoculagdo com os
fungos entomopatogénicos emrelagao a testemunha.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.75, n.2, p.173-179, abr./jun., 2008

175



176

PR
@
GR
5 ...'3‘ ! "
OE

M.A.P. Oliveira et al.

N
AD
o h
%
SP

Fig. 1 - Tipos de hemdcitos observados na hemolinfa de lagartas do terceiro instar de D. saccharalis: Prohemdcito (PR),
Plasmatécito (PL), Granuldcito (GR), Adipohemécito (AD), Oenocitéide (OE) e Esferulécito (SP). Barras = 10 pm.

De acordo com Han et al. (1998), os hemécitos
podem ser capazes de responder rapidamente as
mudangas ambientais, devido as varias fungdes fisi-
olégicas desempenhadas por essas células na
hemolinfa, onde ontimeroe proporg¢io decadatipode
hemocito liberado de 6rgaos hematopoéticos podem

mudar rapidamente em respostas as varias reagdes
imunes contra patégenos.

Os dados desta pesquisa mostraram uma peque-
na flutuagdo populacional dos hemdcitos em respos-
tas as diferentes concentrag¢des dos fungosB. bassiana
e M. anisopliae nos intervalos de 24, 36, 48 e 60h.
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Apenas o fungo B. bassiana. na concentragdo 107
conidios mL ! nosintervalos de 24 e 36h, demonstrou
uma interferéncia mais efetiva na populacdo dos
granuldcitos e plasmatoécitos de D. saccharalis. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Hung;
Bouclas (1996), os quais relataram um aumento do
nimerodegranulécitosem Spodopteraexigua (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) e no gafanhoto Melanoplus
sanguinipes F. (Orthoptera: Acrididae) inoculados com
B. bassiana, enquanto que Lkt et al. (2005) observaram
uma diminui¢do do ntimero de plasmatécitos em
Mamestra brassicae L. (Lepidoptera: Noctuidae), quan-

do inoculadas com Nomuraea rileyi (Farlow) Samson
e B. bassiana.

Segundo Fucuet; VEY (2004), a redugdo dos
plasmatécitos podeestarrelacionadaaoenvolvimento
dessas células no processo inicial de nodulagéao, en-
quanto que os granulécitos s6 participam dos estagi-
os finais desse processo, o que justificaria o seu au-
mento. Esses mesmos autores sugerem ainda que o
declinio do nimero de plasmatécitos em infecgdes
com fungos pode estar relacionado a sua
suscetibilidade aos metabdlicos secundarios téxicos
produzidos por estes.

Tabela 1 - Médias (+ EP) dos ntiimeros de granulécitos (GR), plasmatécitos (PL) e esferulécitos (SP) da hemolinfa de
lagartas do terceiro instar de D. saccharalis, desafiadas imunologicamente pelos fungos B. bassiana (B.b.) e M. anisopliae

(M.a.).

Tratamento Tempo apos tratamento (horas) Estatistica’
24 36 48 60 I

Granulécitos

Testemunha 15,0 £ 2,52 b? 19,7+4.05b 24,3 +9,95 30,7 £2,73 ab 3

B.b.-10° 28,3+3,33 ab 34,7+233Db 37,7 £ 6,36 32,7+3,76 ab 3

B.b. -10° 29,3+2,90 ab 34,3+498Db 34,3 +8,35 39,0+4,58a 3

B.b. - 107 443+868aAB 61,7+9,17 aA 273+1,45B 31,3+£4,10 abB 5,370.0256

M.a. -10° 23,7+2,96bAB  33,0+2,00 bA 30,7+0,33 B 20,7 £2,73 bB 4,930.0316

M.a. -10° 31,7+0,88 ab 42,3+5,81 ab 29,7 £ 4,63 43,7+1,85a 3

M.a. - 107 26,0+058abB 343+1,85bAB 357290 A 39,7 +1,45 aA 9,210.0057

Fé’ 14’.P 4,960,0064 6,600,0018 3 5,620,0037

Plasmatécitos

Testemunha 36,0 +3,46 a 33,7+3,2a 27,7 +5,36 21,7+4,25b 3

B.b. - 10° 32,7+6,12a 29,0 + 4,58 ab 33,0+3,51 38,3+3,18a -3

B.b. -10° 35,3+3,48a 26,0+ 0,58 ab 30,7 £ 2,60 26,0+ 1,53 ab -3

B.b. - 107 13,3+ 3,18 bB 13,7 + 3,84 bB 31,7+441 A 27,0 + 4,58 abAB 4,920,0318

M.a. -10° 36,3+0,33 a 28,0+ 6,24 ab 28,7 + 4,48 31,7+1,45ab -3

M.a. -10° 38,7+1,45aA  27,7+1,67abB  40,3+3,38 A 35,0 + 3,21 abAB 5,230.0273

M.a. - 107 27,0+1,15 aB 33,0+1,00aAB 327+176 AB 353+1,67ab A 6,400-0161

F(,, 14;P 8/230,0006 3’840,0179 3 3’800,0185

Esferuldcitos

Testemunha 40,0 £2,08 34,7 £8,76 30,0+ 6,80 343+643a 3

B.b.-10° 31,0 £4,58 24,7 £5,60 24,3+2,18 23,0 +1,53 ab -3

B.b. - 10° 27,3 £ 6,56 29,0 £3,00 27,7 £ 6,89 27,0+ 5,13 ab 3

B.b. - 107 23,3 +10,90 14,7 £ 4,05 30,3+4,84 24,7 +5,90 ab 3

M.a. - 10° 33,0+£3,51 24,7 4,33 30,3+7,36 33,0£1,53a -3

M.a. -10° 23,7 £2,33 12,3+5,49 20,0 +£1,53 10,7+£3,18 b -3

M.a. - 107 33,3+2,03 27,7 £1,20 29,7 £4,63 21,0+ 2,52 ab -3

Fé, 14/.1’ 3 3 3 4,000.0124 _

'Resultado daandlise de variancia (F do teste de Fisher) erespectivas significancias (valor de P sobrescrito), paraaqueles
resultados significativos (P < 0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (P > 0,05).
*Resultados ndo significativos pela ANOVA, portanto, ndo possuem letras mindsculas ou maitsculas de diferenciagao
nas linha e colunas, respectivamente.
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A menor interferéncia do fungo M. anisopliae na
populacdo dos granulécitos e plasmatdécitos pode
estarrelacionadaaoisoladoe/ouconcentragao, pois,
segundo SEwiry; HasHem (2001), quando G. mellonella
foi inoculada com M. anisopliae, na concentragao de
107 conidios mL-!, ocorreu um aumento significativo
dontimero de granulécitos. No entanto, GILLESPIE etal.
(2000) observaram no gafanhoto Schistocerca gregaria
(Forskal) (Orthoptera: Acrididae), umareducaosigni-
ficativa do ntimero de granulécitos e plasmatdcitos
quando inoculados com M. anisopliae var.acridum,na
concentragao 7,5~ 10* conidios mL-.

CONCLUSAO

A infec¢do delarvas deD. saccharalis com B.bassiana
e M. anisopliae alterou a dindmica populacional dos
granuldcitos e plasmocitos. No entanto, B. bassiana
mostrouacdo mais efetivasobre esta dindmica doque
M. anisopliae. Nao foi observado efeito significativo
das concentracdes de conidios na resposta
hematocitaria, sendo que apenas a maior concentra-
¢dopromoveuuma pequenaalteragdonestaresposta.
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