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ABSTRACT. Citological characterization of the Anticarsia gemmatalis (L epidoptera, Noctuidae) hemocytes in resistant larvae
to the virus AgMNPV. The occurrence of Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1932) larvae resistant to the virus AQMNPV in laboratory led
to the study of the hemocytes of this insect, in order to evalue its participation in the mechanisms which enables the resistance to the virus.
The resistant larvae with 6 to 11 developmental days old (3° to 5" instars) were anesthetized by cold and after that were quickly cleaned in
70% alcohol. The hemolymph was collected through abdominal puncturing; the morphological analysis was made in phase contrast and
colored smears with Seller solution. The total hemocytes counting (THC), was made in modified Neubauer chamber with not diluted
hemolymph. For the differential hemocytes counting (DHC), was used diluted hemolymph in anticoagulant solution for insects. Six
hemocytes types were identified: plasmatocytes (38.5%), granulocytes (22.6%), oenocytoids (20.4%), spherulocytes (14.5%), prohemocytes
(2.3%) and vermiform (1.5%). The total number of hemocytes showed a significant increase during the studied larval period.

KEYWORDS. Insecta, velvetbean caterpillar, hemolymph, morphology, hemocytes counting.

RESUMO. A ocorréncia de larvas de Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1932) resistentes ao virus AQMNPV em laboratério levou ao estudo
dos hemdcitos deste inseto para avaliar sua participagdo nos mecanismos que possibilitam a resisténcia ao virus. As larvas resistentes com
6 - 11 dias de desenvolvimento (3° a 5° instar) foram anestesiadas por resfriamento e rapidamente limpas em acool 70%. A hemolinfa
foi coletada através de puncdo abdominal, a andlise morfoldgica foi realizada em contraste de fase e esfregacos corados com solucéo de
Seller. A contagem total de hemdcitos (CTH) foi realizada em camara de Neubauer com hemolinfa ndo diluida. Para a contagem diferencial
de hemdcitos (CDH), utilizou-se hemolinfa diluida em solugéo anticoagulante para insetos. Foram identificados seis tipos de hemécitos:
plasmatocitos (38,5%), granuldcitos (22,6%), oenocitéides (20,4%), esferulécitos (14,5%), prohemacitos (2,3%) e vermiformes (1,5%).

O numero total de hemécitos mostrou um aumento significativo durante o periodo larval estudado.

PALAVRAS-CHAVE. Insecta, lagarta da soja, hemolinfa, morfologia, quantificacdo de hemécitos.

A cultura da soja é de grande importancia para o
complexo agroindustrial do Brasil e estrategicamente os
incentivos cientificos e tecnoldgicos para aumento da
qualidade e produtividade deste grédo tém sido
intensificados. O combate as pragas que atacam a soja é
cadavez mais criterioso, sendo que o controle dalagarta
dasoja, Anticarsiagemmatalis(Hubner, 1932) érealizado
preferencialmente pelautilizagdo de um patdgeno especifico,
0 nucleopoliedrovirus multicapsideo Baculovirus
anticarsia (AgMNPV) (MoscarDpl & Souza, 2002).

O uso crescente desta metodologia em laboratério
e sob pressdo de selecdo, levou ao surgimento de larvas
resistentes ao AQMNPV, o que tem preocupado 0s
pesquisadores e gerado estudos sobre a condicéo de
resisténcia destas larvas. A preocupacdo € procedente,
umavez que aresisténciadeinsetos apatégenos ésimilar
aresisténciados mesmos aosinseticidas quimicos. Além
disso, 0 nimero de casos de resisténcia em insetos-praga
cresce exponencialmente e acredita-se que a lagarta da
soja também possa desenvolver alguma resisténcia ao
seu controleviral em condic8es naturaisde campo (AsoTt
etal., 1996).

De modo geral, o controle biolégico é efetivado
com sucesso quando o patégeno consegue escapar das
reacOes de defesado hospedeiro. Essas reacfes de defesa

estao intimamente relacionadas as barreiras fisicas e
imunoldgicas, sendo esta Ultima desempenhada
principalmente pelos hemdcitos (RATcLIFFE & RowLEY,
1975; BArRrRAaCO & MENEZES, 1985; Gupta, 1985; RATCLIFFE €t
al., 1985; FaLLEIRos & GREGORIO, 1995; Russo et al., 2001).

Apesar do dto investimento tecnol 6gico e do amplo
conhecimento sobre a biologia deste inseto, pouco se
conhece sobre os mecanismos de defesade A. gemmatalis
relacionados aos hemdcitos, sendo raros os relatos
obtidos naliteratura, como o de ANDRADE et al. (2003) em
larvas suscetiveisao AQMNPV. Além disso, naliteratura
ndo se encontram dados relacionando hemacitos e
resisténcia em larvas de A. gemmatalis.

Assim, estetrabal ho teve por objetivos caracterizar
morfoldgica e quantitativamente os hemdcitos de A.
gemmatalisem larvasresistentesao AQMNPV e comparar
aos dados obtidos em estudos anteriores para larvas de
A. gemmatalis suscetiveis ao AQMNPV, no intuito de
elucidar a participagdo destas células na resisténcia/
suscetibilidade do inseto ao virus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas larvas resistentes (LR) de 3° a 5°
instar (6 a11 dias de desenvolvimento) de A. gemmatalis
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provenientes do Laboratorio de Entomologia da
EMBRAPA Soja/l.ondrina, Parana onde sdo criadas em
condicBes ambientais climatizadas (temperatura25-27°C,
umidaderelativa, 80%, fotofase, 14h) e alimentadascom
dieta artificial a base protéica (HorrmanN-CampPo €t al.,
1985). Os demais procedimentos foram desenvolvidos
no Laboratorio de Histologia da Universidade Estadual
deLondrina, Paran&

Aslarvasforam anestesiadas por refrigeracéo (0°C,
5min) eapbsrapidalimpezacom élcool 70%, tiveram sua
hemolinfa coletada através de puncéo abdominal, com
auxilio de uma pipeta Pasteur, previamente embebidaem
solucéo anticoagulante para inseto (SAl) (LEoNARD et
al., 1985).

Para observacéo a fresco, uma gota de hemolinfa
foi colocadaem |aminade vidro recobertapor laminulae
observada ao microscépio de luz com contraste de fase
de campo escuro. Foram também feitos esfregacos de
hemolinfa, secados ao ar, corados por 20 segundos em
solucdo Seller e observados em microscopia de luz
convencional.

A contagem total de hemdcitos (CTH) foi realizada
com hemolinfa ndo diluida, em camara de Neubauer
modificada. O delineamento experimental foi inteiramente
casuistico com 15 repeti¢cdes por idade larval. Para a
contagem diferencial dos hemécitos (CDH) utilizou-se
uma gota de hemolinfa diluida em SAI (1:2). O
delineamento experimental foi também inteiramente
casuistico sendo utilizadas 15 larvas, numa amostragem
de 200 células/individuo, perfazendo 3.000 células por
dia de desenvolvimento.

Os dados da CTH e da CDH foram analisados
através do teste de Kruskall-Wallis, complementado por
Dunn, segundo ZARr (1996), com 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados seis tipos de hemdcitos
presentes na hemolinfa de larvas resistentes de A.
gemmatalis: plasmatdcitos (PL), granulécitos (GR),
esferuldcitos (ES), vermiformes (VE), prohemdcitos (PR)
e oenocitoides (OE), em contraste de fase (Fig. 1) eem
esfregacos de hemolinfa (Fig. 2).

Os plasmdcitos eram células polimérficas,
apresentando projecdes citoplasmaticas; citoplasma
abundante e homogéneo; nucleo central, arredondado
ou ovalado e nucléolo evidente.

Os granulécitos apresentaram formato
arredondado ou oval, tamanhos variaveis e projecoes
citoplasmaticas filopodiais (PF, Fig. 1). O citoplasma
apresentou granulos com dimensdes variaveis, sendo em
sua maioria incolores nos esfregacos e com diferentes
graus de refringéncia nos preparados a fresco. O nucleo
era central e arredondado.

Os oenocitoides eram células esféricas, de
tamanhos varidveis, apresentando-se como o maior tipo
celular. Seu citoplasma era homogéneo nas observacdes
a fresco e apresentou pontuacdes fortemente coradas
em azul nos esfregacos. O nicleo destas células era
pequeno e excéntrico. Em contraste de fase, foi possivel
distinguir duas subpopulacdes de OE. Um grupo
caracterizado por apresentar um processo de retracéo e

escurecimento do citoplasma e (apds alguns minutos de
observac8o) escurecimento das regifes circunvizinhas
as células. O outro grupo apresentou agregacdo de
pontos escurecidos na periferia do citoplasma (GP, Fig.
1) e posterior extrusdo do seu nucleo (EN, Fig. 1).

Os esferuldcitos apresentaram formas que
variaram de arredondadas a elipticas, desprovidos de
projecOes citoplasmaticas. Em contraste de fase,
apresentaram grande quantidade de esférulas
citoplasméticas salientes e refringentes. Nos esfregacos
tais esférulas apresentaram coloracdo variavel, de roseo
aazul. O nlcleo era pequeno, esférico, central e muitas
vezes camuflado pelas esférulas.

Os prohemocitos foram as menores células
observadas, com formato arredondado e sem projecoes
citoplasméticas. Seu citoplasma homogéneo e escasso
formava um halo ao redor do nuicleo, que era centra e
volumoso.

Asvermiformeseram céulascomformato fusiforme,
com superficiecelular lisa, com nticleo alongado e central .

A CTH demonstrou que o numero total de
hemacitos por volume de hemolinfa aumenta ao longo
do periodo larval considerado (Tab. I).

A frequéncia média dos tipos de hemdcitos
determinada pela CDH pbdde ser expressa como
PL>GR>0OE>ES>PR>VE (Tab. ).

Dos seis tipos de hemdcitos encontrados na
hemolinfadelarvasde A. gemmatalisresistentes (LR) ao
AgMNPV, cinco tipos (PL, GR, ES, PR e VE)
apresentaram morfologia semelhante a descrita por

Tabela I. Contagem diferencial de hemaécitos (CDH) em larvas de
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1932) resistentes ao AQMNPV.
*Médias seguidas de letras diferentes nas colunas indicam diferenca
significativa entre os dias em cada tipo celular, determinada pelo
teste de Kruskal Wallis complementado por Dunn (p<0,05).

Dias de Numero de hemécitos por pl
desenvolvimento de hemolinfa

6 8776,7 + 3479,8 bc*
7 6371,7 + 3307,2 ¢
8 11916,7 + 3672,2 ab
9 15393,3 + 5441,4 a

10 14565,0 + 4653,5 a

11 13090,0 + 4892,7 a

Tabela Il. Contagem total de hemécitos (CTH) em larvas de
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1932) resistentes ao AQMNPV.
*Médias + desvio padréo, seguidas de letras minGsculas diferentes
nas colunas indicam diferenca significativa entre os dias,
determinada pelo teste de Kruskal Wallis complementado por Dunn
(p<0,05) (ES, esferuldcitos; GR, granuldcitos; OE, oenocitoides,
PL, plasmatécitos; PR, prohemdcitos; VE, vermiformes).

Dias de Frequéncia dos tipos de hemécitos (%)
desenvolvimento PL GR OE ES PR VE
6 46 a 160c 124cd 188a 52a 30a
7 454a 3l4a 78d 103a 36a& 1l4a
8 354b 262a 184bc 170a 24bc 04bc
9 388a 234a 239a 115a 05d Olc
10 326b 209bc 305a 14,7a 07d O06bc
11 340b 174c 294a 147a 12cd 33a
Média 38,5 22,6 20,4 145 23 15
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Fig. 1. Hemocitos de larvas Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1932) resistentes ao AQMNPV. Observagéo a fresco em contraste de fase.
(EN, extrusdo do nicleo nos oenocitéides; ES, esferuldcitos; GP, granulagdes periféricas no citoplasma dos oenocitéides; GR, granulécitos;
OE, oenocitéides; PF, projegdes filopodiais dos granulécitos; PL, plasmatécitos; PR, prohemocitos; VE, vermiformes).

ANDRADE et al. (2003), que trabalharam com larvas
suscetiveis de A. gemmatalis (LS) ao AgMNPV. Nossos
resultados também estéo em concordanciacom o descrito
pelamaioria dos autores para outros lepidopteros, como

Fig. 2. Hemdcitos de larvas Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1932) resistentes ao AQMNPV. Esfregacos corados com solugdo de Seller (ES,
esferuldcitos; GR, granulécitos; OE, oenocitéides; PL, plasmatécitos; PR, prohemdcitos; VE, vermiformes).

Akal & Sato, 1976; Barbuco et al., 1988; Saxena et al.,
1988; GEnc & Dunn, 1989; BomBonATO & GREGORIO, 1995;
RiBeirRO €t al., 1996; StraND & JoHNSON, 1996; RicHARDS
& Ebwarbps, 1999; Y AMASHITA & IwaBucHI, 2001.
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Fato interessante foi o observado para os
oenocitéides. Emboraamorfol ogiasgjaamesmarel atada
paraL S por AnprADE et al. (2003), foi possivel verificar
em LR algumas diferencas comportamentais neste tipo
celular, o quenosindicaaexisténcia, nestalarva, deduas
subpopul ages.

Véarios autores como CrossLey (1979), FALLEIROS
et al. (2003), KuriHARA €t al. (1992b), LAVINE & STRAND
(2002), TANADA & Kava (1993) relacionaram o
comportamento de retracdo e escurecimento
citoplasmatico, exibido por alguns OE, inerente ao
processo de melanizagdo e a participacdo destas células
no sistemade profenol oxidase (proPO). Estaenzimaesta
diretamenterel acionada com aproducéo defenol oxidase,
que atua no sistema de defesa do inseto contra
patégenos (SOperHALL, 1982). Assim, podemosinferir que
as alteractes exibidas pel os OE podem estar relacionadas
a resisténcia das larvas de A. gemmatalis ao
nucleopoliedrovirus AQMNPV.

Quanto aos dados obtidos na CTH, nossos
resultados em LR so discordantes dos encontrados nas
LS, por AnDRADE €t al. (2003), que relataram uma
diminuicéo no nimero de hemdcitos durante o periodo
larval. Deste modo, a resisténcia deste inseto também
pode ser atribuida a0 maior nimero de hemacitos por
volume de hemolinfa observado. Este fato € corroborado
por autores como Moscarbpl (1988) e Asor et al., (1996)
que relacionam a resisténcia a patégenos a maior
eficiéncia dos mecanismos de defesa nos insetos. Além
disso, é sabido que avirulénciado AQMNPV diminui ao
longo do desenvolvimento larval (Moscarpi, 1988;
MoscarRbl & CaARvaLHO, 1993), possivelmente
contribuindo para os mecanismos de resisténcia.

Os resultados obtidos pela CDH sdo concordantes
com asinformagdes constantes na literatura que apontam
PL e GR, como os hemadcitos mais abundantes em varias
espécies de insetos (Gupta, 1979, 1985; Rigeiro €t al.,
1996; RicHARDS & EpwaRDs, 1999; Y AMASHITA & IWABUCHI,
2001). Também foram concordantes com os encontrados
por ANDRADE €t al. (2003) paraasLS.

Considerando a frequéncia média de ES, nossos
resultados apontaram percentuaisinferiores aos descritos
para LS por Anprape et al. (2003), que descreveram
frequéncia média de 20,9% para este tipo celular. A
semelhanca de AnprADE et al. (2003), outros autores
(ArRNOLD & Hinks, 1976; BARRACCO & MENEZES, 1985;
Barbuco et al., 1988; DriF & BRreHELIN, 1993; BOMBONATO
& GREGORIO, 1995; EbwaRDs, 2004) também citam 0sES
como o terceiro tipo celular mais frequente nos insetos
por eles estudados.

Esta frequéncia encontrada para os ES poderia ser
explicada pelo aumento significativo de OE, sugerindo
uma possivel compensacao entre estes tipos de
hemacitos. Entretanto na literatura ndo existem
informacBes sobre tal mecanismo de compensagéo.

Os OE em larvas resistentes apresentaram
frequénciasuperior, sendo o terceiro tipo maisencontrado.
Esta frequéncia também ¢é alta quando comparada a de
outros lepidopteros: Bombyx mori Linnaeus, 1758
(NiTTono, 1960), Hyalophora cecropia Linnaeus, 1758
(Lea & GiLBerT, 1966), Euxoa declarata Walker, 1865
(ArRNoLD & Hinks, 1976), Pieris rapae crucivora

Linnaeus, 1758 (Takapa & KiTtano, 1971), Spodoptera
lituraFabricius, 1775 (KuriHARA et al., 1992a), Lacanobia
oleracea Linnaeus, 1758 (RicHARDS & EbwaRrps, 1999),
Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (BAarbuco €t al.,
1988; BomBonaTO & GREGORIO, 1995; FALLEIROS €t al.,
2003), onde este tipo celular apresentou val ores médios
inferioresa 10%.

A frequénciade OE em LR foi também superior ao
encontrado por ANDRADE et al. (2003) em LS. Assim,
podemos sugerir que os OE contribuem para o
desenvolvimento daresisténciadasL R. Entretanto, como
naliteraturando existem relatos correl acionando estetipo
celular com a resisténcia a patégenos, outros estudos
dever&o ser conduzidos visando elucidar sua efetiva
participacdo nos mecanismos de defesa do inseto a
infeccdoviral.

Os outros tipos celul ares descritos e quantificados
com baixafrequéncia(PR eV E, respectivamente) também
sdo citados como células pouco abundantes nos insetos.
Os resultados apresentados por estes hemdécitos em LR
estdo em concordancia com o descrito por inimeros
autores (Gupta, 1979, 1985; GupTA & SUTHERLAND, 1966;
KuriHARA €t al., 1992a; AHmaD, 1993; BomBONATO &
GREGORIO, 1995; Y AMASHITA & IwaBucHI, 2001; FALLEIROS
et al., 2003) para outras espécies, bem como o descrito
paraLSdeA. gemmatalis por ANDRADE €t al. (2003).

A caracterizacdo citoldgica da maioria dos
hemocitos das LR de A. gemmatalis, mostrou-se
semelhante & das LS, com excegdo dos OE que
apresentaram caracteristicas morfol 6gicas e quantitativas
diferenciadas nas LR, permitindo inferir que este tipo
celular estdenvolvido naresisténciadesteinseto ao virus.
Além disso, pode-se considerar que o elevado nimero
de hemdécitos por volume de hemolinfatambém contribui
para esta resisténcia.
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