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RESUMO

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € a principal praga da cultura
do milho. Seu controle demanda elevado niimero de aplica¢des de inseticidas sintéticos, podendo
ocasionar selecdo de populacdes resistentes e contaminagcdo ambiental. Uma alternativa
promissora para o controle deste inseto € a utilizacdo de substancias com acao inseticida oriundas
de plantas como o nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae). Contudo, os aspectos
relacionados as reagdes imunolégicas e histofisiologicas de lagartas de S. frugiperda, promovidos
pela interagdo com o nim, ainda sdo pouco estudados. Assim, a presente pesquisa teve como
objetivos: (a) caracterizar e realizar a contagem diferencial dos hemécitos de lagartas de S.
frugiperda, antes e apds o tratamento com nim (Neemseto”) nas concentragdes 0,5 e 1,0%, nos
intervalos de 48, 96, 144, 192 e 240h; (b) descrever, histologicamente, o canal alimentar dessas
lagartas; (c) caracterizar o efeito das concentragdes 0,5 e 1,0% do nim, nos mesmos intervalos de
avaliagdo ap6s tratamento, sobre a histofisiologia do meséntero; (d) quantificar as células
regenerativas e; (e) analisar, histoquimicamente, o produto de secre¢do do meséntero. Na
hemolinfa das lagartas de S. frugiperda foram identificados seis tipos de hemocitos:

Adipohemocitos, Esferuldcitos, Granulocitos, Oenocitdides, Plasmatocitos e Prohemécitos, sendo



os Granuldcitos e Plasmatdcitos mais freqiientes. A contagem diferencial dos hemocitos revelou
um efeito concentragdo-dependente do nim, afetando a dinamica hemocitaria e possivelmente os
eventos endocrinos, contribuindo para a mortalidade e anormalidades morfologicas observadas.
Apesar da mortalidade e dos efeitos ocorrerem de forma mais expressiva no tratamento com nim a
1,0%, ambas as concentragdes (0,5 e 1,0%) alteraram a imunidade celular das lagartas. Foram
observadas alteracdes histofisioldgicas que variaram de intensidade de acordo com o tempo e as
concentragdes, tais como: degeneragdo do epitélio e da musculatura do meséntero, redugdo de
células regenerativas e da atividade secretora desta regido, nas duas concentragdes do nim. Porém,
estas alteracdes foram observadas nas lagartas tratadas com nim a 1,0% ja a partir de 96h apos o
tratamento. Esses resultados demonstram a atividade inseticida da formulacdo comercial de nim
(Neemseto®) em ambas as concentragdes testadas, na histofisiologia do meséntero e nas reagdes

imunoldgicas de lagartas de S. frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, nim indiano, resposta imunologica, fisiologia,

histoquimica, meséntero
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ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is the main pest of corn crops.
The control of S. frugiperda requires various insecticide applications that might result on selection
of resistant populations and environmental contamination. A promising alternative toward the
control of this pest is the use of vegetal insecticides such as neem, Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae). Few data exist related to the immunologic and histophysiologic reactions of S.
frugiperda larvae under neem treatment. Thus, the present research had as objectives: (a) to
characterize and to quantify the hemocytes of S. frugiperda larvae pre- and post-treatment with
concentrations 0.5 and 1.0% of neem (Neemseto®) on the intervals of 48, 96, 144, 192 and 240h;
(b) to describe, histologically, the food channel of the larvae; (c) to characterize the effect of the
concentrations 0.5 and 1.0% of neem, in the same evaluation intervals after treatment, on the
histophysiology of midgut; (d) to quantify the regenerative cells and; (e¢) to analyze,
histochemically, the secretion product of midgut. Six types of hemocytes were identified in the
hemolymph of §. frugiperda larvae: Adipohemocytes, Spherulocytes, Granulocytes, Eonocytoids,
Plasmatocytes and Prohemocytes. And, the most abundant hemocytes were Granulocytes and

Plasmatocytes. The counting of hemocytes showed effects as function of neem concentrations on

il



the hemocytary dynamics and possivelmente the endocrine events, contributing for mortality and
observed morphologic abnormalities. Despite of expressive larval mortality and of effects with
neem at concentration 1.0%, both concentrations (0.5 and 1.0%) modified the cellular immunity
of the larvae. Histophysiological alterations occurred as function of tested neem concentrations
and time after treatment observed as: degeneration of the epithelium and musculature of the
midgut, reduction of regenerative cells and the secretory activity of this region, in the two
concentrations of neem. These alterations, however, were observed for larvae treated with neem at
concentration 1.0% already from 96h after treatment. These results demonstrate the insecticide
activity of the commercial formulation neem (Neemseto”) in both tested concentrations, on the

histophysiology of midgut and on the immunologic reactions of S. frugiperda larvae.

KEY WORDS: Fall armyworm, neem indian, immunological response, physiology,

histochemical, midgut
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
também conhecida como lagarta militar e lagarta do milharal apresenta ampla distribuicao
geografica, ocorrendo desde a regido central dos EUA até a Argentina e em algumas ilhas a oeste
da India. No Brasil, ocorre durante todo o ano, em diversas regides produtoras, destacando-se
como praga-chave do milho (Zea mays L., Gramineae) ¢ praga de outras culturas devido a
disponibilidade e diversidade de plantas hospedeiras, tais como algodoeiro (Gossypium hirsutum
L., Malvaceae); arroz (Oryza sativa L., Poaceae); sorgo (Sorghum bicolor L. Moench, Poaceae);
amendoim (Arachis hypogaea L., Fabaceae); pastagens, dentre outras (Cruz 1995, Schmidt 2002).

Na cultura do milho, as lagartas danificam, preferencialmente, o cartucho das plantas,
consumindo grande parte da area foliar antes da abertura das folhas. No entanto, nos estagios mais
avancados da planta pode, também, danificar o pendado e a espiga. Com o aumento do cultivo do
milho “safrinha” e o plantio com irrigagdo via pivo central, essa praga tem apresentado mudanga
no seu comportamento, podendo atacar o colmo de plantas recém emergidas, provocando o
“coragdo morto”, ou cortar plantas rente ao solo ocasionando injuria semelhante a lagarta rosca,
Agrotis ipsilon (Huffnagel) (Cruz 1995). Conforme Cruz & Turpin (1982), as perdas variam de
acordo com a infestacdo e com o estadio fenoldgico do milho, pois quando o mesmo apresenta
oito a dez folhas, a redu¢do na produtividade pode ser de 18,7%.

Em estudos sobre a biologia de populacdes de S. frugiperda coletadas na cultura do milho
em Santa Rosa e Pelotas, RS, mantidas em laboratorio a 25+1 °C, UR 70415 % e fotofase de 14 h,

em dieta artificial, Giolo et al. (2002) obtiveram os seguintes resultados: periodo de



desenvolvimento embrionario de dois dias; duragdo da fase larval de 16,45 e 14,10 dias; duracdo
da fase pupal de 10,65 e 12,72 e ciclo total de 31,94 e 31,56 dias, respectivamente.

Busato et al. (2004) estudaram o consumo e utilizagdo de alimento por lagartas de S.
frugiperda criadas individualmente em dieta artificial, mantidas a 25+1°C e 28+1°C, com umidade
relativa de 70£15% e fotofase 14 h. Esses autores observaram que, em laboratorio, na temperatura
de 28°C as lagartas obtiveram uma maior eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e digerido,
e custo metabdlico, conseqiientemente consumiram uma menor quantidade de alimento,
reduzindo a duragdo da fase larval.

O controle de S. frugiperda ¢é realizado, geralmente, com inseticidas quimicos sintéticos
que, apesar de serem eficientes, podem acarretar diversos problemas, como a presenca de residuos
nos alimentos acima dos limites permitidos por lei, ressurgéncia de pragas, surtos de pragas
secundarias, intoxicagdes aos aplicadores e selecdo de populacdes de pragas resistentes, entre
outros efeitos diretos e indiretos. A busca por métodos alternativos de controle inclui a utilizagao
de produtos naturais, que geralmente s3o menos prejudiciais ao ambiente, dentre os quais
destacam-se os inseticidas de origem vegetal (Roel et al. 2000).

Pesquisas envolvendo plantas com atividade inseticida evoluiram bastante nas ultimas
décadas, em diversos paises. Plantas da familia Meliaceae tém sido as mais investigadas,
destacando-se o nim indiano (4zadirachta indica A. Juss), por sua atividade inseticida, acaricida,
fungicida e nematicida (Roel 2001). O nim ¢ originario da Asia, natural de Burma e das regides
aridas do subcontinente indiano (Martinez 2002, Neves et al. 2003). O nim e seus derivados
afetam mais de 400 espécies de insetos pertencentes as ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Hymenoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Thysanoptera e Neuroptera. O interesse por essa espécie
deve-se a presenca de um limondide denominado azadiractina, presente nas folhas, frutos e

sementes, cuja atividade sobre alguns insetos ¢ comparavel a dos melhores inseticidas sintéticos



encontrados no mercado (Schmutterer 1990, Roel 2001). Tanto o 6leo, como os extratos ou o pod
de suas sementes, folhas e ramos tém sido avaliados no controle da lagarta-do-cartucho e outras
pragas do milho [Mordue (Luntz) & Blackwell 1993, Martinez 2002, Boeke ef al. 2004]. Segundo
Mordue (Luntz) & Nisbet (2000), os principais entraves no emprego do nim sdo a baixa
disponibilidade de sementes e o custo elevado dos produtos derivados. Portanto, a viabilizacdo do
uso de folhas no preparo de extratos pode ser uma alternativa a outras partes da planta.

O nim exerce varios efeitos sobre os insetos, como a inibi¢do alimentar, inibi¢cdo da sintese
do ecdisona, inibicdo da biossintese da quitina, deformag¢des em pupas e adultos, redugdo da
fecundidade e longevidade de adultos, alteracdes na capacidade de atragdo de feromonios,
esterilizagdo, inibicdo de oviposicdo, reducdo da transmissdo de virus, mortalidade e repeléncia
[Mordue (Luntz) & Blackwell 1993, Roel 2001, Martinez 2002].

Segundo Schmutterer (1990), insetos da ordem Lepidoptera sdo os mais sensiveis as
substancias derivadas do nim. Esse efeito tem sido particularmente demonstrado em condigdes de
laboratério para varias espécies (Simmonds 2000). Blaney et al. (1990) relataram que Ippm de
azadiractina reduziu a alimentagdo de Spodoptera littoralis (Boisduval) em dieta artificial. Os
efeitos dos produtos derivados do pd e do 6leo de sementes de nim (10mg i.a. L) foram
demonstrados por Vifiuela et al. (2000) para lagartas de Spodoptera exigua (Hiibner), que apds se
alimentarem de folhas tratadas apresentaram parada na alimentacdo, alongamento do periodo de
ecdise, mortalidade larval e pupal e esterilizagdo de adultos.

A habilidade de reconhecer a presenca de um organismo ou de uma substancia estranha ¢
fundamental para o sistema imunoldgico de qualquer individuo (Negreiro et al. 2004). Assim, os
insetos possuem um complexo e eficiente sistema imunoldgico inato composto por barreiras
estruturais e por respostas ativas, contra elementos estranhos (Snodgrass 1993, Chapman 1998).

Compreendem-se como barreiras estruturais o rigido exoesqueleto, o sistema digestivo e as



barreiras respiratdrias, que constituem a primeira linha de defesa dos insetos (Bulet et al. 1999,
Lavine & Strand 2002).

Quando os agentes invasores conseguem ultrapassar o tegumento e o trato digestivo,
tornam-se expostos a uma variedade de mecanismos celulares e humorais interagindo na defesa
do hospedeiro. Esse resultado cooperativo entre o plasma e hemdcitos da hemolinfa, que
constituem a barreira final do sistema de defesa dos insetos, atuam na coagulagdo, cicatrizacao,
fagocitose, encapsulacao, nodulagdo e citotoxidade (Bulet er al. 1999, Russo et al. 2001, Lavine
& Strand 2002).

Os hemocitos sdo células que circulam livremente pela hemolinfa dos insetos, podendo se
arranjar em agregados denominados Orgdos hematopoiéticos ou fagociticos de diferentes
complexidades (Jones 1970). Sdo células versateis e seu niumero ¢ tipo sdo espécie especifico e
variam com a idade da espécie de inseto (Gupta 1979, Gotz & Boman 1985). A classificacao
dessas células baseia-se nas diferengcas morfologicas entre as mesmas no que diz respeito a
aparéncia geral e caracteristicas nucleares e citoplasmaticas (Barduco et al. 1988, Kurihara et al.
1992). Uma revisao feita por Gupta (1985) tentou homogeneizar a nomenclatura que era bastante
heterogénea até a época. Disso resultou a caracterizacdo de sete tipos principais de hemocitos:
prohemocitos (PRs), plasmatdcitos (PLs), granulécitos (GRs), esferuldcitos (Es), adipohemocitos
(ADs), oenocitoides (OEs) e coagulocitos (COs).

Apesar do nim possuir alto desempenho como inseticida, sendo capaz de exercer diversos
efeitos sobre a morfologia externa e alguns parametros biologicos dos insetos (Roel 2001), ndo
foram encontradas, na literatura consultada, informagdes sobre os efeitos do nim na histofisiologia
dos 6rgaos de S. frugiperda. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito

da formulagio comercial de nim (Neemseto® , sobre a histofisiologia do canal alimentar e
¢ g



hemocitos de S. frugiperda, visando detectar em qual concentragdo ocorrem minimas alteragdes

histologicas e imunologicas que possam ser determinantes para o seu controle.
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RESUMO - O conhecimento dos mecanismos imunes dos insetos ¢ de grande importancia, pois
alteracdes causadas nesses mecanismos podem auxiliar no desenvolvimento do controle de
insetos-praga. Assim, neste estudo foram analisadas amostras de hemolinfa de lagartas de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), visando a caracterizagdo e
contagem diferencial dos hemocitos, antes e apds o tratamento por ingestdo com a formulacio
Neemseto® & base de nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), a fim de detectar em qual
concentragdo ocorrem minimas alteragdes imunoldgicas que possam ser determinantes para o seu
controle. A hemolinfa de lagartas de S. frugiperda nao tratadas e tratadas com nim a 0,5 e 1,0%
foi coletada nos intervalos de 48, 96, 144, 192 e 240h apods o tratamento e os esfregacos
analisados em microscopico de luz. A andlise revelou a presenca de seis tipos de hemocitos na
hemolinfa das lagartas: Adipohemocitos (ADs), Esferulocitos (Es), Granulocitos (GRs),
Oenocitoides (OEs), Plasmatocitos (PLs) e Prohemdcitos (PRs). As células mais freqiientes foram
granuldcitos e plasmatocitos, respectivamente, para os tratamentos nos intervalos de avaliacdo. A
contagem diferencial dos hemocitos de lagartas de S. frugiperda sob influéncia do nim revelou um
efeito dependente da concentrag@o sobre a dindmica hemocitaria. Contudo, apesar da mortalidade
e dos efeitos ocorrerem de forma mais expressiva no tratamento com nim a 1,0%, ambas as

concentragdes estudadas alteraram a imunidade celular das lagartas.

PALAVRAS-CHAVE: Resposta imunoldgica, lagarta-do-cartucho, milho, morfologia, hemolinfa
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HEMOCYTARY DYNAMICS OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE) LARVAE TREATED WITH NEEM (A4zadirachta indica A. JUSS)

ABSTRACT - The knowledge of the immune mechanisms of the insects is of great importance
because alterations caused in these mechanisms can assist in the insect-pests control development.
Thus, the present study analyzed the hemolymph of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) larvae aiming to characterize and to quantify the hemocytes at pre- and
post-treatment with the Neemseto® formulation (Azadirachta indica A. Juss), in order to detect in
which concentration minimum immunological alterations occur that can be determinative for its
control. Samples of hemolymph of untreated and treated larvae with neem at 0.5 and 1.0%
concentrations were collected in the intervals of 48, 96, 144, 192 and 240h post-treatment and the
smear analyzed in light microscopy. The analysis showed six types of hemocytes in the larvae of
S. frugiperda hemolymph: Adipohemocytes (ADs), Spherulocytes (Es), Granulocytes (GRs),
Eonocytoids (OEs), Plamatocytes (PLs) and Prohemocytes (PRs). And, Granulocytes and
Plasmatocytes were the most abundant throughout the sampling intervals, respectively. The
hemocytes counting in the hemolymph of S. frugiperda larvae characterized neem effects on
hemocytary dynamics dependent of the concentrations. Despite of mortality and great effects
detected with use of neem at 1.0%, both studied concentrations induced alterations on cellular

immunity of the larvae.

KEY WORDS: Immunological response, fall armyworm, corn, morphology, hemolymph
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Introducio

A Classe Insecta ¢ a mais numerosa em espécies dentro do reino animal. A extrema
proliferacdo e a diversidade dos insetos, entre outros fatores, pode estar relacionado ao sistema
imunoloégico inato, que representa uma defesa contra particulas e organismos estranhos, sendo
composto por barreiras estruturais e fisiologicas (Bulet et al. 1999, Lavine & Strand 2002). As
barreiras estruturais de natureza fisica dos insetos sdo: a cuticula (exoesqueleto), o canal alimentar
e o sistema respiratorio, que sdo bastante eficientes (Bulet et al. 1999). Quando essas barreiras
estruturais e fisioldgicas sdo rompidas, os agentes estranhos atingem a hemocele desencadeando
complexos e interconectados mecanismos humorais e celulares. A resposta humoral consiste da
sintese de uma grande variedade de peptideos antimicrobianos, principalmente pelos corpos
gordurosos e cascatas proteoliticas que, sob ativagdo conduzem a coagulagdo da hemolinfa ou
melanizagdo, bem como reagdes intermediarias de oxigénio e nitrogénio (Hoffmann 1995, Leclerc
& Reichhart 2004). Por outro lado, as defesas celulares referem-se a respostas imunes como
fagocitose, nodulagdo, encapsulacdo e citotoxidade, mediadas por hemocitos, células livres
circulantes na hemolinfa (Silva 2002, Schmid-Hempel 2005).

O sucesso das respostas de defesa depende do niimero e dos tipos de hemocitos envolvidos
nesses mecanismos (Russo ez al. 2001). Contudo, a relativa abundancia, a variabilidade de tipos e
a atividade funcional dos hemocitos circulantes sdo conhecidas por variar dentro e entre os
estagios de vida de uma espécie de inseto, bem como entre espécies proximas relacionadas
(Negreiro et al. 2006). A acurada classificagdo ¢ um importante pré-requisito para o estudo dos
hemocitos (Ling et al. 2003).

A origem e a classificacdo dos hemdcitos sdo bastante discrepantes entre os autores devido a
diversidade de formas e fung¢des nas diferentes espécies estudadas e dos varios métodos

empregados para sua observagao e preservacao, o que levou a uma codificagdo polinomial destas
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células (Negreiro et al. 2006). Segundo uma revisdo mais recente feita por Lavine & Strand
(2002), os tipos mais comuns de hemocitos registrados na literatura para os insetos sdo
denominados Prohemdcitos (PRs), Plasmatocitos (PLs), Granuldcitos (GRs) e Esferuldcitos (Es).

O conhecimento dos mecanismos imunes dos insetos apresenta uma importancia muito
grande, pois os disturbios causados nesses como alteragdes na contagem total e diferencial dos
hemocitos, em insetos parasitados ou infectados, podem ser utilizados no auxilio para o controle
de insetos vetores e pragas, uma vez que se caracteriza como a primeira indicagdo de uma reagao
de defesa (Brunham et al. 1993).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é a
principal praga do milho (Zea mays L., Gramineae) no Brasil e, nos ultimos anos, vem
aumentando a sua importancia em varias areas cultivadas, incluindo outras culturas, como o
algodoeiro (Gossypium hirsutum L., Malvaceae); arroz (Oryza sativa L., Poaceae); sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench, Poaceae) ¢ amendoim (Arachis hypogaea L., Fabaceae) (Cruz
1995, Carneiro et al. 2004). Devido a diversos efeitos colaterais decorrentes do uso de inseticidas
sintéticos, novas alternativas de controle t€ém sido pesquisadas, como a utilizagdo de plantas com
atividade inseticida (Sharma et al. 2003, Carneiro et al. 2004).

Extratos, pos e 6leos de plantas como o nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) tém
sido investigados em relagdo a sua bioatividade sobre varias espécies de insetos. Os resultados
demonstram deterréncia alimentar, inibigdo da sintese do ecdisona, redug¢do no crescimento,
deformagdes em pupas e adultos, reducdo da fecundidade e longevidade de adultos, altera¢des na
capacidade de atragdo de feromonios, esterilizacdo e inibi¢do de oviposi¢do, diminui¢do da
transmissdo de virus, repeléncia e mortalidade (Roel 2001). Entretanto, os efeitos patoldgicos dos
inseticidas de origem vegetal sobre hemocitos de insetos sdo bastante escassos (Sharma et al.

2003). Assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e quantificar os hemocitos de
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lagartas de S. frugiperda antes e apos o tratamento com a formulagio Neemseto® a base de nim,
visando detectar em qual concentra¢do ocorrem minimas alteragdes imunoldgicas que possam ser

determinantes para o seu controle.

Material e Métodos

Obtencao dos insetos. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda obtidas da criagdo estoque do
Laboratorio de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), mantidas a temperatura de 25,2 + 1,4°C, umidade relativa de 67
+ 0,7% e fotofase de 12h, e alimentadas com folhas de milho.

Instalagdo dos Bioensaios. Folhas de milho hibrido duplo AG 1051 semeado em casa-de-
vegetacdo, contendo duas plantas/vaso de 5L com solo + humus de minhoca (propor¢do 2:1) +
12,13g de N-P-K (formulagdo 4-14-8) foram empregadas na alimentacdo das lagartas.
Eventualmente, foram semeadas plantas no campo experimental do Departamento de Agronomia
da UFRPE. Pedagos de folhas de milho (6,0 x 4,5cm) com 20 a 40 dias de idade foram imersos na
calda do produto formulado de nim [Neemseto® — 0,5 (SmL/L) e 1,0% (10mL/L)], e em 4gua
destilada (testemunha), por aproximadamente cinco segundos, e postos para secar durante 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram oferecidos como alimento as lagartas de S.
frugiperda do oitavo dia de idade (3° instar), em placas de Petri de 10cm de diametro forradas
com papel de filtro umedecido com agua destilada, durante 48 horas. Apds este periodo, as folhas
foram substituidas, diariamente, por novas folhas ndo tratadas, até as lagartas atingirem a fase de
pupa. Cada tratamento constou de 100 lagartas individualizadas em placas de Petri, das quais
foram retiradas 20 lagartas para avaliagdo da sobrevivéncia e pupagdo. As lagartas restantes foram

utilizadas para coleta da hemolinfa.
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Coleta da hemolinfa para analise morfolégica dos hemécitos. Amostras de SpL de hemolinfa
foram coletadas de 10 lagartas por tratamento, nos intervalos de 48, 96, 144, 192 e 240h. Cada
lagarta correspondeu a uma repeticdo, sendo utilizadas 10 repeticdes/intervalo de
tempo/tratamento. A coleta de SuL. de hemolinfa foi feita através de uma incisdo na regido meso-
pleural da lagarta e com o auxilio de uma micropipeta. Em seguida, o material coletado foi
colocado sobre uma lamina microscépica e realizado o esfregago. Os esfregacos foram mantidos
por, aproximadamente, 20 minutos a temperatura ambiente para secagem, visando permitir uma
melhor adesdo dos hemocitos a lamina. O material foi fixado em metanol por cinco minutos e, em
seguida, submetido a coloracdo de Giemsa durante o mesmo periodo. Realizou-se uma lavagem
rapida das laminas com agua destilada para a retirada do excesso de corante, deixando-as secar
em temperatura ambiente para posterior montagem com Entellan. A andlise morfologica dos
hemocitos foi realizada, utilizando-se microscopio de luz da marca OLYMPUS BX-49, ¢ as
fotografias realizadas em fotomicroscopio OLYMPUS BX-51.

Contagem diferencial dos hemécitos. A contagem dos hemocitos seguiu a metodologia
parcialmente modificada de Falleiros ef al. (2003). Em cada repeti¢ao (lamina) foram contadas
300 células em campos aleatoérias, utilizando-se objetiva de imersdo. A proporg¢do (%) de células
(hemécitos) obtida nas amostras (repeticoes) de lagartas de S. frugiperda submetidas aos
tratamentos foi submetida a andlise de variancia em esquema fatorial 3x5 considerando os trés
tratamentos (testemunha, nim a 0,5% e nim a 1,0%) e cinco intervalos de avaliagdo apos
tratamento (48, 96, 144, 192 e 240h) como fatores principais. No caso de resposta significativa na
propor¢dao de hemocitos em funcdo dos intervalos de avaliagdo apds tratamento, os resultados
foram submetidos a andlise de regressdo para a sua interpretacdo e, sendo selecionadas as

equacdes que melhor representavam a resposta bioldgica e com base na sua significancia (F e P) e
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maior coeficiente de determinagdo (R”). Toda as anélises foram conduzidas utilizando o Programa

Estatistico SAS (SAS Institute 1999-2001).

Resultados e Discussiao

Na avaliacdo realizada aos dois dias ap6s a instalagao do experimento, verificou-se 100% de
sobrevivéncia das lagartas alimentadas com folhas tratadas com nim. No entanto, a partir dos seis
dias apds tratamento, a sobrevivéncia variou de 25,0 a 87,5%. A menor sobrevivéncia ocorreu no
tratamento com nim na concentracdo de 1,0% (Fig. 1). Todos os tratamentos com nim alongaram
a fase larval, cuja duragdo foi de 20 dias, diferindo da testemunha, onde o desenvolvimento larval
foi em torno de 16 dias, observando-se, deste modo, uma resposta concentragdo-dependente. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Martinez & van Emden (2001) e Viana &
Prates (2003) em que lagartas do género Spodoptera apresentaram reducdo no crescimento,
mortalidade e deformidades quando tratadas com o nim.

Desta forma, as alteragdes observadas na fase larval s3o representativas da atividade
inseticida da azadiractina. Na maior concentragdo de nim, observou-se ainda, ja a partir do
intervalo de 48h, deterréncia alimentar e anormalidades morfoldgicas, provavelmente
relacionadas a ecdise incompleta ou auséncia de ecdise. Muitas lagartas morreram durante a
ecdise sem conseguir liberar totalmente a extivia (que geralmente ficava presa na parte posterior
do abdome), enquanto outras lagartas morreram numa fase intermediaria entre pré-pupa e pupa.
Em relacdo a ndo-liberagdo da exuvia, Mordue (Luntz) & Blackwell (1993) mencionaram a
ocorréncia de sintomas semelhantes em insetos submetidos a diferentes concentragdes de
azadiractina, e atribuiram essas alteragdes a redug@o na concentracao do ecdisona ou atraso na sua

liberagdo na hemolinfa. Schmutterer (1990), afirma ainda, que a Ordem Lepidoptera consiste no
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grupo de insetos mais sensivel ao efeito de reguladores de crescimento (efeitos morfogenéticos)
dos derivados do nim.

De acordo com as analises morfoldgicas, foram visualizados, em todos os tratamentos, seis
tipos de hemocitos (Fig. 2) em lagartas de S. frugiperda: Adipohemocitos (ADs), Esferuldcitos
(Es), Granulécitos (GRs), Oenocitdides (OEs), Plasmatocitos (PLs) e Prohemocitos (PRs). Essas
células seguiram o mesmo padrao morfologico observado por outros autores para a Ordem
Lepidoptera (Falleiros et al. 2003, Nardi 2004, Negreiro et al. 2004) fornecendo assim subsidios
para uma padronizagdo dessas células. A analise histologica ndo revelou alteracdes nessas células
quando as lagartas foram tratadas com nim nas diferentes concentragdes.

Através da Analise de Regressao foram obtidas equagdes, de acordo com a significancia (P
< 0,05), que explicam o comportamento dos hemocitos ao longo do tempo/tratamento (Tabela 1).
Alguns tratamentos ndo apresentam equacdes de regressdo, pois os percentuais da contagem
diferencial dos hemdcitos de S. frugiperda ndo se ajustaram ao modelo estatistico.

A dinamica hemocitéaria ao longo dos intervalos de avaliacdo apds tratamentos (Fig. 3) foi
variavel para alguns tipos de hemdcitos, enquanto outros se mantiveram constantes. A quantidade
de adipohemocitos diminuiu significativamente no tratamento com nim a 1,0%. Esta diferenca foi
observada no intervalo de 48h, o que pode estar relacionado ao gasto das reservas energéticas
destas células para reparagdo dos efeitos ocasionados pela acdo do nim (Hillyer & Christensen
2002). Uma vez que, nessa condicdo a identificacdo desses hemdcitos torna-se dificil, pois ha
reducdo no numero das goticulas de lipidios. Apds o intervalo de 48h, ndo foram observadas
diferengas estatisticas, o que comprova o retorno destas células a morfologia normal.

Houve um aumento proporcional no nimero médio de esferuldcitos na concentragao de nim
a 1,0%, e uma diminui¢cdo na concentracdo de 0,5%, acarretando diferenca estatistica entre os

tratamentos no intervalo de 240h. Estes resultados corroboram com Ratcliffe ez al. (1985) e Sass et
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al. (1994), que comprovaram o envolvimento destes hemocitos no transporte de componentes
cuticulares e remodelagcdo tecidual, uma vez que foi observado que o nim ocasionou danos
expressivos na cuticula de lagartas de S. frugiperda na maior concentragdo, afetando o processo de
ecdise.

Para os granulécitos, observou-se que nos dois primeiros intervalos de tempo (48 ¢ 96h) nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Fig. 3). No entanto, no intervalo 144h houve uma
reducdo significativa dessas células na concentragdo de nim a 0,5%, em relacdo a testemunha.
Este fato mostrou que nessa concentragdo o nim ¢ capaz de interferir na defesa celular, pois Nardi
(2004) e Ribeiro & Brehélin (2006), afirmaram que os granuldcitos t€ém fungdo de
reconhecimento de particulas estranhas na hemolinfa. Assim, esses hemdcitos estdo envolvidos
nos processos de fagocitose e detoxificagdo, bem como no processo de remodelacdo da membrana
basal durante a metamorfose.

Numericamente, verificou-se uma redugdo dos oenocitdides a partir de 96h, nas duas
concentragdes, em relacdo a testemunha. Este fato, provavelmente, se deve a lise dessas células,
uma vez que, segundo Lavine & Strand (2002), esse processo ocorre em fungdo da liberagdo de
fenoloxidases, que atuam na esclerotizagdo da cuticula, visto que as lagartas mortas apresentaram-
se escurecidas.

O numero médio de plasmatocitos aumentou gradativamente entre os tratamentos, e os
prohemocitos diminuiram. Considerando esta relagdo, Barduco et al. (1988) e Falleiros et al.
(2003), constataram que os prohemocitos sdo células indiferenciadas, que primeiro transformam-se
em plasmatécitos, e apoés liberagdo na hemolinfa podem se diferenciar em granulocitos,
esferulocitos e adipohemdocitos. No entanto, o aumento dos plasmatdcitos ndo foi suficiente para

impedir as alteragdes morfoldgicas ocasionadas pelo nim nas duas concentragdes estudadas.
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A contagem diferencial dos hemocitos de lagartas de S. frugiperda sob influéncia de nim
revelou uma relacdo concentragdo-dependente, que foi capaz de afetar a dindmica hemocitaria e
provavelmente os eventos enddcrinos, contribuindo para a mortalidade e anormalidades
morfoldgicas produzidas. Contudo, apesar da mortalidade e dos efeitos ocorrerem de forma mais
expressiva no tratamento com nim a 1,0%, ambas as concentragdes alteraram a imunidade celular
dos insetos. Assim, verificou-se que o uso de nim (Neemseto®) na concentracdo de 0,5% é
suficiente para desencadear efeitos desse inseticida nas respostas imunoldgicas de S. frugiperda,
contribuindo para reducdo de doses e aplicag@o de inseticidas quimicos que apresentam problemas

aos organismos benéficos e ao meio ambiente.
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Tabela 1. Equagdes para as proporgdes (%) e respectivos parametros de ajuste (F, Teste de
Fisher; P, valor da significincia e; R?, coeficiente de determinacio) da contagem diferencial dos
hemocitos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas e ndo tratadas
com nim a 0,5 e 1,0% em fung¢do dos intervalos 48, 96, 144, 192 e 240h apds tratamento. Temp.:

25,2+ 1,4°C; UR de 67 £ 0,7% e fotofase de 12h.

Eeilror(l)c'?c(ilteos Tratamentos Equagdes FF R?
Adipohemécitos Testemunha ¥ = 5,535 — 0,021x 539%%7 0,16
Nim 0,5%  §=3,294 - 0,008x 8,36 0,15
Nim 1,0%  §=y =1,92 2,95%0%
Esferulécitos  Testerunha §=§ =128 1 023050
Nim 0,5%  §=0,997 + 0,317x - 0,001x> 3,667 0,13
Nim 1,0%  §=y =24,91 0,68"%
Gramulécitos ~ Testemumha §=§ =4530 06592
Nim 0,5%  §=y =42,27 2,39%081
Nim 1,0%  §=51,911-0,092x 13,92 0,22
Ocnocitéides  Testenumha §=§ =287 042000
Nim0,5%  §=y =245 2,28%%%1
Nim 1,0% §=y =1,65 1,01%%%
Plasmatécitos ~ Testemunha  § =-9,933 +0,689x - 0,003 | 883001 039
Nim 0,5%  §=-11,79 + 0,928x - 0,007x> + 0,000016x> 8,94~ %" 0,37
Nim 1,0%  §=13,741 +0,1007x 13,75%°1 0,22
Prohemécitos  Testemunha  § =37.42—0,502x +0,0022* 10,1809 043

Nim 0,5%  §=23,88 - 0,432x + 0,003x2 - 0,0000069x> 2,9+ 0,16
Nim 1,0%  §=29,019-0,603x+0,0043x2 - 0,0000095x> 12,19°%%" 0,44
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Figura 1. Proporcao de lagartas de S. frugiperda que atingiram a fase de pupa e respectiva taxa de
sobrevivéncia (Média = EP), submetidas as diferentes concentragdoes de nim. Médias indicadas com
diferentes letras relativas a sobrevivéncia larval diferem entre concentragdes pelo teste de Tukey (P

<0,05).
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Figura 2. Hemocitos de S. frugiperda. Adipohemoécito (A) com varias goticulas de lipidios de forma e
tamanhos irregulares no citoplasma (setas) proximas ao nucleo (N). Esferulécito (B) com varias vesiculas
(setas) dispostas irregularmente chegando a mascarar o nucleo. Granulocito (C) grande quantidade de
granulos irregulares pequenos no citoplasma (seta). Oenocitéide (D) caracterizado pelo seu tamanho
volumoso com nucleo excéntrico (N). Plasmatécito (E) exibindo prolongamentos citoplasmaticos (seta).
Prohemocito (F) apresentando nucleo volumoso (N) deixando o citoplasma restrito a uma pequena faixa
periférica. Barras =10pum
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Figura 3. Média (+ EP) da contagem diferencial (%) dos hemocitos de lagartas de S. frugiperda
alimentadas com folhas de milho tratadas e ndo tratadas com nim a 0,5 e 1,0% a partir do terceiro
instar. Médias indicadas com diferentes letras ao longo do tempo diferem entre tratamentos pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Nota-se que os valores na escala do eixo y diferem entre os tipos de
hemaocitos.
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RESUMO - O canal alimentar dos insetos representa uma barreira quimica e fisica contra
potenciais agentes toxicos ingeridos com o alimento. Assim, a presente pesquisa teve os seguintes
objetivos: descrever, histologicamente, o canal alimentar de lagartas de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae); analisar o efeito das concentragdes 0,5 e 1,0% de nim,
Azadirachta indica A. Juss (Neemseto®) sobre a histofisiologia do meséntero, nos intervalos de
48, 96, 144, 192 e 240h apos tratamento; quantificar as células regenerativas; e analisar,
histoquimicamente, o produto de secrecdo do meséntero. Lagartas de S. frugiperda tratadas e nao
tratadas nesses intervalos foram imobilizadas a baixa temperatura (-4°C) para a retirada do canal
alimentar, o qual foi fixado em Boiiin aquoso por seis horas, incluido em “paraplast”, e os cortes
corados por Hematoxilina-Eosina, Acido Periédico de Schiff e Tricromico de Mallory. As
caracteristicas histologicas do canal alimentar de lagartas de S. frugiperda, de modo geral, foram
semelhantes as observadas em outras espécies de lepidopteros. As alteragdes histofisioldgicas
variaram de intensidade de acordo com o tempo e as concentragdes do nim estudadas, tais como:
degeneracdo do epitélio e da musculatura do meséntero, redu¢do de células regenerativas e da
atividade secretora desta regido, comprovada pela histoquimica, em ambas as concentracdes do
nim. Estas altera¢des foram observadas nas lagartas tratadas com nim a 1,0% ja a partir de 96h
apos o tratamento. Esses resultados demonstram a atividade inseticida da formulacdo comercial de

nim (Neemseto®) na histofisiologia do meséntero de lagartas de S. frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Fisiologia, histoquimica, inseticida botanico, lagarta-do-cartucho,

meséntero
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HISTOPHYSIOLOGY OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) LARVAE FOOD CHANNEL TREATED WITH NEEM (Azadirachta indica A.

JUSS)

ABSTRACT - The food channel of insects offers chemical and physical barrier against toxic
agents ingested with the food. Thus, this research had the following objectives: to describe,
histologically, the food channel of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
larvae; to analyze the effect of concentrations 0.5 and 1.0% of neem, Azadirachta indica A. Juss
(Neemseto®) on the histophisiology of midgut throughout the intervals 48, 96, 144, 192 and 240h
post-treatment; to quantify the regenerative cells and; to analyze, histochemically, the secretion
product of midgut. Untreated and treated larvae of S. frugiperda from different post-treatment
intervals were immobilized at low temperature (-4°C) to the extraction of the food channel, which
was fixed in Boiiin liquid for six hours, embedding in "paraplast", and the cuts stained by
Hematoxylin-Eosin, Acid Periodic of Schiff and Trichrome of Mallory. The histological
characteristics of S. frugiperda larvae food channel, in general, were similar to the other
lepidopteran species. The histophysiological alterations such as degeneration of the musculature
and epithelium of the midgut, reduction of regenerative cells and the secretory activity of this
region, proven for the histochemical, varied as function of neem concentrations and intervals post-
treatment. The alterations were observed in treated larvae with neem at 1.0% begining at 96h
post-treatment interval. These results demonstrate the insecticide activity of the commercial

formulation neem (Neemseto®) on the histophysiology of midgut of S. fiugiperda larvae.

KEY WORDS: Physiology, histochemical, botanical insecticide, fall armyworm, midgut
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Introducio

A cultura do milho, Zea mays L., no Brasil, tem sido explorada praticamente durante o ano
todo, seja na safra de verdo, inverno ou na safrinha (outono), contribuindo para aumentar a
infestacdo da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
praga-chave dessa cultura. Essa praga é cosmopolita, com grande capacidade de infestar varias
culturas de importancia econdOmica em varios paises, € no Brasil, além do milho, ocorre em
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), arroz (Oryza sativa L.), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench)
e outras gramineas (Cruz 1995, Cruz et al. 1999).

De uma maneira geral o uso de inseticidas tem sido o método mais eficiente no controle a
esses insetos. Entretanto, sdo caros e em alguns casos pouco eficazes e perigosos se usados de
forma intensiva e incorreta. Assim, alguns avancos nos programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) na cultura do milho tém sido realizados, entre eles destacam-se como promissores a
utilizagdo de diversos metabolitos secundarios presentes nas raizes, folhas e sementes de algumas
plantas, as quais sdo denominadas de “plantas inseticidas” (Schmutterer 1990, Roel et al. 2000,
Roel 2001).

Entre estas plantas inseticidas destaca-se o nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae),
cujo principal composto bioativo ¢ a azadiractina que provoca efeito anti-alimentar, redugdo no
crescimento, inibi¢do da ecdise, anormalidades morfoldgicas, mortalidade e repeléncia, sobre uma
diversa gama de espécies de insetos, principalmente da Ordem Lepidoptera. Sua agdo, contudo,
depende da espécie de inseto e da concentracdo aplicada (Roel 2001, Martinez & van Emden
2001, Costa et al. 2004).

O efeito de azadiractina como regulador de crescimento estd supostamente associado com
sua interferéncia no sistema neuroendocrino dos insetos, afetando diferentes fungoes fisioldgicas

controladas por agdes neurohormonais, como processo de muda, sintese de proteinas, reproducao,
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diapausa e comportamento [Mordue (Luntz) & Nisbet 2000, Martinez 2002, Neves et al. 2003].
Porém sdo escassos os relatos a respeito da interferéncia do nim sobre a histofisiologia do canal
alimentar em insetos.

O canal alimentar dos insetos, geralmente, apresenta-se como um tubo reto que se estende
da boca ao anus, e esta diferenciado em trés regides principais com diferentes origens
embrioldgicas: intestino anterior ou estomodeu, intestino médio ou meséntero e intestino posterior
ou proctodeu. Esse canal representa uma area de contato entre os insetos e o meio ambiente e ¢ o
foco de grande parte das pesquisas para se controlar o ataque de pragas (Chapman 1998, Levy et
al. 2004a).

Apesar de varios estudos a respeito dos efeitos morfologicos do nim sobre S. frugiperda,
ndo existem trabalhos que abordem a acdo desse composto sobre a histofisiologia do canal
alimentar dessa lagarta. E, segundo Mordue (Luntz) & Blackwell (1993) e Mordue (Luntz) &
Nisbet (2000), o crescimento ¢ o desenvolvimento dos insetos, bem como todos os eventos
fisiologicos, dependem da alimenta¢do adequada, de sua absor¢do e transformacdo no canal
alimentar. Assim, a presente pesquisa teve quatro objetivos principais: descrever,
histologicamente, o canal alimentar de lagartas de S. frugiperda (i); caracterizar o efeito das
concentragdes 0,5 ¢ 1,0% do nim (produto comercial Neemseto®), sobre a histofisiologia do
meséntero, nos intervalos de 48, 96, 144, 192 e 240h, apos tratamento (ii); quantificar as células

regenerativas (iii); e analisar, histoquimicamente, o produto de secre¢ao do meséntero (iv).

Material e Métodos
A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal e no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de

Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
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Obtencao dos insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criagdo estoque do Laboratorio
de Entomologia Agricola, mantidas a temperatura de 25,2 £+ 1,4°C, umidade relativa de 67 £ 0,7%
e fotofase de 12h, as quais foram alimentadas com folhas de milho hibrido duplo AG 1051. As
plantas foram cultivadas em casa-de-vegetagdo, com duas plantas/vaso de 5L com solo + humus
de minhoca na proporcao 2:1 + 12,13g de N-P-K (formulag¢do 4-14-8). Eventualmente, foram
semeadas plantas no campo experimental do Departamento de Agronomia da UFRPE.

Instalagdo dos bioensaios. Lagartas de S. frugiperda no oitavo dia de idade (3° instar) foram
alimentadas durante 48h com pedagos de folhas de milho (6,0 x 4,5cm) com 20 a 40 dias de idade,
tratados com nim (formulagdo comercial Neemseto®) nas concentragdes de 0,5% (5mL/L) ¢ 1,0%
(10mL/L) e agua destilada (testemunha), através da técnica de imersdo. Esses pedacos de folhas
de milho foram imersos por cinco segundos e postos para secar a temperatura ambiente por 30
minutos. As lagartas foram individualizadas em placas de Petri com dimensdes de 10cm de
diametro e forradas com papel de filtro umedecido. Apds o periodo inicial de alimentacdo de 48h,
as folhas foram substituidas, diariamente, por novas folhas nao tratadas até as lagartas atingirem a
fase de pupa.

Coleta do canal alimentar. As lagartas submetidas aos tratamentos com nim a 0,5 ¢ 1,0% foram
avaliadas nos intervalos de 48, 96, 144, 192 e 240h, e a testemunha nos intervalos de 48, 96 e
144h, em virtude das lagartas terem atingido a fase de pupa apos este ultimo intervalo de tempo.
As lagartas foram imobilizadas a temperatura de -4°C, dissecadas sob estereomicroscopio para
retirada do canal alimentar, que foi clivado em trés regides (anterior, média e posterior) e fixado
em Boiiin aquoso por seis horas, a 4°C. Apos desidratagdo em banhos crescentes de etanol e
diafanizacdo em xilol, o material foi impregnado em “paraplast”. Secgdes de cortes de 7um de

espessura foram coradas por Hematoxilina — Eosina (H-E), Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) e
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Tricromico de Mallory, empregando-se a metodologia descrita por Michalany (1990). A analise
histologica foi realizada utilizando-se um microscopio de luz OLYMPUS BX-49, e fotogratado
em fotomicroscopio OLYMPUS BX-51.

Quantificacao das células regenerativas do meséntero. A quantificagdo foi realizada utilizando
cinco secgoes de cortes obtidas da regido mediana do meséntero de cinco lagartas. Cada lagarta
correspondeu a uma repeti¢do, sendo utilizadas cinco repeti¢cdes/intervalo de tempo/tratamento. A
captura de imagem foi efetuada por meio de cAmera de video Sony”, acoplada ao microscopio
Olympus® Bx50. A morfometria foi realizada através do aplicativo de pontos, associado ao
programa ImageLab 2000 para Windows 3x. Em cada repeti¢do (lamina com a secc¢do do corte)
foram contadas células regenerativas em dez campos aleatérios. O nimero médio de células
regenerativas obtido nas amostras (repeticdes) de lagartas de S. frugiperda foi submetido a analise
de variancia em esquema fatorial 3x5 considerando os trés tratamentos (testemunha, nim a 0,5 e
1,0%) e cinco intervalos de avaliagdo apds tratamento (48, 96, 144, 192 e 240h) como fatores
principais. No caso de resposta significativa na quantidade de células regenerativas em fungao dos
intervalos de avaliagdo apods tratamento, os resultados foram submetidos a analise de regressao
para a sua interpretagdo e selecionadas as equacdes com base na sua significancia (F e P) e maior
coeficiente de determinacio (R?). Todas as analises foram conduzidas utilizando o Programa

Estatistico SAS (SAS Institute 1999-2001).

Resultados e Discussao
Histologicamente, o estomodeu e o proctodeu de lagartas de S. frugiperda apresentaram-se
revestidos por tecido epitelial simples, variando de pavimentoso a clibico no estomodeu e cubico
no proctodeu. Em ambas as regides foram evidenciadas projecdes do epitélio para o lumen e

presenga de uma espessa intima (Fig. 1A e 1C). Duas camadas de tecido muscular, a mais interna
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longitudinal e a externa circular foram observadas revestindo externamente o estomodeu, enquanto
que no proctodeu evidenciou-se também duas camadas de musculos, porém sendo a interna circular
com fibras continuas e bem desenvolvidas e a externa longitudinal com feixes espacados (Fig. 1B e
I1D). O meséntero apresentou um lumen amplo, onde foi possivel observar a presenga da
membrana peritrofica envolvendo o material digerido (Fig. 2A). Revestindo externamente esse
orgdo observaram-se duas camadas de musculos que seguiam a mesma disposi¢do da regido do
proctodeu, no entanto a camada de musculo circular mostrou-se delgada e a longitudinal
apresentava numerosos feixes menos espagados (Fig. 2B). O meséntero apresentou-se, ainda,
revestido por epitélio simples colunar, onde foram evidenciados trés tipos de células: as basais ou
regenerativas situadas na base da lamina epitelial, com citoplasma baséfilo e nucleo esférico e
central; células globosas com um citoplasma claro e nucleo basal e células colunares altas
localizadas proximas a luz do 6rgdo, apresentando microvilos (Fig. 2C). Foi possivel observar
também, intensa atividade de secre¢do de natureza mucosa, no limen do meséntero, comprovada
pela reagdo com os corantes Tricromico de Mallory e P.A.S. (Figs. 2B e 2D).

A lamina epitelial do canal alimentar de lagartas de S. frugiperda seguiu o padrao descrito
na literatura, o qual relata que todas as regides sdo revestidas por uma unica camada de células
(Chapman 1998). Segundo Cavalcante & Cruz-Landim (1999) e Pinheiro ef al. (2003), no epitélio
do meséntero dos insetos ha predominancia de quatro tipos de células: colunares, globosas,
regenerativas e cé¢lulas endocrinas. As células colunares podem apresentar varias denominagdes
tais como: células digestivas, células principais, células absortivas e enterocitos. Essas células
predominaram ao longo do epitélio do meséntero das lagartas de S. frugiperda, as quais sdo
consideradas responsaveis pela absor¢do do alimento digerido, mostrando aspectos morfologicos
similares a outras espécies de lepidopteros, como descrito por Cavalcante & Cruz-Landim (1999)

e Levy et al. (2004a). Essas células epiteliais, conforme estudos de Harper & Hopkins (1997) e
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Harper & Granados (1999), também sdo responsaveis pela secre¢do da membrana peritréfica, cuja
funcdo ¢ evitar o contato dessas células com o alimento.

As células globosas observadas nessa espécie, também, sdo similares as encontradas em
outros lepidopteros, apresentando uma tipica cavidade, chamada camara globosa. Essas células
estavam espalhadas por todo epitélio do meséntero cuja fungdo € realizar o transporte de potassio
da hemolinfa para o limen, cooperando com as células colunares na homeostase idnica e absor¢ao
de metabolitos (Cavalcante & Cruz-Landim 1999, Klowden 2002). Através da andlise
histoquimica pelo Tricrodmico de Mallory e P.A.S. foi possivel constatar a intensa atividade
secretora de natureza mucosa dessas células. Segundo Cavalcante & Cruz-Landim (1999), as
células regenerativas tém a fun¢do de renovar as células velhas, possibilitando o crescimento do
canal alimentar a cada ecdise, e substituir as células danificadas. Podem ser encontradas sozinhas,
pareadas ou em grupos.

As lagartas de S. frugiperda tratadas com nim ndo apresentaram alteracdes morfologicas nas
regides do estomodeu e proctodeu. Este fato ¢ perfeitamente aceitavel uma vez que essas regides
sdo revestidas internamente por uma espessa intima, atuando como uma barreira a entrada de
organismos ou substancias estranhas (Chapman 1998, Levy et al. 2004b). No entanto, na regiao
do meséntero, evidenciaram-se alteragdes histofisioldgicas que variaram de intensidade de acordo
com o tempo de exposicdo e concentragdes. Apds 48 e 96h nas lagartas tratadas, ndo foram
visualizadas modificagdes teciduais no tratamento com nim a 0,5%, porém foi bastante nitida a
reducdo significativa da atividade secretora dessa regido nas duas concentracdes (Figs. 3A ¢ 3B).
Essa redugdo observada no tratamento com nim a 1,0%, parece ter afetado o processo de digestao
devido a presenca de alimento intacto no limen, o que ndo ocorreu no tratamento com nim a 0,5%
(Fig. 3C). A partir do intervalo de 96h, as lagartas tratadas com nim a 1,0% mostraram alteracao

da lamina epitelial com proje¢des para o limen e liberagdo de algumas células juntamente com o
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produto de secrecao (Figs. 4A e 4B). Evidenciou-se, ainda, uma degeneragdo da musculatura do
meséntero (Fig. 3D). Essas mesmas alteracdes s6 foram evidenciadas no tratamento com nim a
0,5%, a partir de 144h apos tratamento (Figs. 4C e 4D).

Como o meséntero ¢ o principal local de digestdo e absor¢ao de alimentos, constitui assim a
regido mais vulneravel a acdo de elementos estranhos. Entretanto, antes da interagdo com as
células epiteliais, os agentes invasores encontram como barreiras: a membrana peritrofica € o suco
digestivo (Barbehenn & Martin 1995, Matos et al. 1999, Mohan et al. 2006). Contudo, mesmo
evidenciando a presen¢a da membrana peritréfica integra em todos os intervalos/tratamentos, nao
foi suficiente para impedir a acdo do nim sobre o epitélio e evitar os danos ocasionados. No
entanto, foi notdria a redugdo do produto de secrecdo no limen do meséntero.

Estudos histolégicos realizados por Nasiruddin & Mordue (Luntz) (1993) em Schistocerca
gregaria (Forskal) e Locusta migratoria (Fab.) (tratados com 5, 10 e 15ug/g de azadiractina por
peso do corpo), e por Schmidt et al. (1997), em larvas de Spodoptera littoralis (Boisduval) e
Agrotis ipsilon (Hufn.) (tratadas com 100ppm do extrato de Melia azedarach L., Meliaceae),
observaram redugdo na utilizacdo dos nutrientes ingeridos e na atividade das enzimas do
meséntero, perda de células regenerativas, além de ter afetado diretamente a musculatura e
causado necrose celular.

Os tratamentos com nim (0,5 e 1,0%) afetaram o nimero de células regenerativas da regido
mediana do meséntero em relacdo a testemunha (F;, s, = 29,22; P < 0,0001), igualmente ao longo
dos tempos de avaliagdo (F4, s, = 6,17; P = 0,0004). Entretanto, ndo foi observado intera¢ao
tratamentos e tempo de avaliacdo (Fg 5o = 0,71; P = 0,6417). A contagem ao longo do tempo
demonstrou que no tratamento testemunha, o numero de células se manteve constante (P > 0,05),
embora apresentasse queda na quantidade de células no intervalo de 144h o que pode estar

relacionado ao fato das lagartas estarem proximas a fase de pupa (Fig. 5). Esses resultados
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corroboram com os estudos de Cavalcante & Cruz-Landim (2004), que afirmaram que durante a
pupagdo novas células originam-se da proliferacdo das células regenerativas e cada uma dessas
novas células sofrem varios tipos de modificagdes que envolvem a eliminagdo de partes das
células para o lumen. Por outro lado, em ambos os tratamentos com o nim, a contagem das células
regenerativas demonstrou queda significativa do seu niumero em todos os intervalos de tempo
apos tratamento (Fig. 5). Este fato deve estar relacionado ao dano ocasionado pela agdo do nim,
provocando degeneracdo do epitélio, e conseqiientemente, a perda dessas células. Nasiruddin &
Mordue (Luntz) (1993) afirmaram que, juntamente com os efeitos histologicos nas células
epiteliais do meséntero de S. gregaria e L. migratoria, ocorreu a redugdo das células regenerativas
e um aumento da camada de tecido conectivo, concomitante com a invasdo de muitos hemocitos e
células para o limen desta regido. E provavel que as alteragdes dos tecidos levem a fungio
anormal destes e que a secre¢do de enzimas e a absor¢do dos nutrientes também sejam alterados.
De acordo com os resultados encontrados, conclui-se que as caracteristicas histologicas do
canal alimentar de lagartas de S. frugiperda, de modo geral, foram semelhantes as observadas em
outras espécies de lepidopteros. Alteragdes histofisioldgicas, como degeneragdo do epitélio e da
musculatura do meséntero, redu¢do do niumero de células regenerativas e da atividade secretora
desta regido, foram evidenciadas em ambas as concentragdes de nim. Contudo, estas alteragdes
foram observadas em lagartas tratadas com nim a 0,5%, a partir do intervalo de tempo de 144h,

enquanto que a 1,0%, essas alteragcdes ocorreram ja a partir de 96h apds o tratamento.

Agradecimentos
A CAPES pela concessio de bolsa ao primeiro autor, possibilitando a realizacdo deste

trabalho e a Jorge B. Torres (PPGEA-UFRPE) pelas sugestdes.

37



Literatura Citada
Barbehenn, R.V. & M.M. Martin. 1995. Peritrophic envelop permeability in herbivorous
insects. J. Insect Physiol. 41: 303-311.

Cavalcante, V.M. & C. Cruz-Landim. 1999. Types of cells present in the midgut of the insects:
a review. Naturalia 24: 19-39.

Cavalcante, V.M. & C. Cruz-Landim. 2004. Eletropheretic protein pattern and acid phosphatase
activity in the midgut extracts of Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) during
metamorphosis. Neotrop. Entomol. 33: 169-171.

Chapman, R.F. 1998. The Insects: structure and function, 4th ed. Cambridge, Cambridge

University Press, 788p.

Costa, E.L.N., R.F.P. Silva & L.M. Fiuza. 2004. Efeitos, aplicacdes ¢ limitacdes de extratos de
plantas inseticidas. Acta Biol. Leop. 26: 173-185.

Cruz, L. 1995. A lagarta-do-cartucho na cultura do milho. Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo,
45p. (Circular Técnica, no. 21).

Cruz, L., P.A. Viana & J.M. Waquil. 1999. Manejo das pragas iniciais de milho mediante o
tratamento de sementes com inseticidas sistémicos. Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo,
39p. (Circular Técnica, no. 31).

Harper, M.S. & T.L. Hopkins. 1997. Peritrophic membrane structure and secretion in European
corn borer larvae (Ostrinia nubilalis). Tissue Cell 29: 463-475.

Harper, M.S. & R.R. Granados. 1999. Peritrophic membrane structure and formation of larval
Trichoplusia ni with an investigation on the secretion patterns of a PM mucin. Tissue Cell 31:
202-211.

Klowden, M.J. 2002. Physiological systems in insects. New York, Academic Press, 415p.

38



Levy, S.M., A.M.F. Falleiros, E.A. Gregorio, N.R. Arrebola & L.A. Toledo. 2004a. The larval
midgut of Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae): light and electron
microscopy studies of the epithelial cells. Braz. J. Biol. 64: 633-638.

Levy, S.M., A.MLF. Falleiros, F. Moscardi, E.A. Gregorio & L.A. Toledo. 2004b.
Morphological study of the hindgut in larvae of Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae). Neotrop. Entomol. 33: 427-431.

Martinez, S.S. 2002. O nim — Azadirachta indica: natureza, usos multiplos, produgdo. Londrina,
Instituto Agronémico do Parana, 142p.

Martinez, S.S. & H. F. van Emden. 2001. Growth disruption, abnormalities and mortality of
Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) caused by azadirachtin. Neotrop.
Entomol. 30: 113-125.

Matos, T.G.T., L.G. Giugliano, B.M. Ribeiro & S.N. Bdo. 1999. Structural and ultrastructural
studies of Anticarsia gemmatalis midgut cells infected with the baculovirus A. gemmatalis
nucleopolyhedrovirus. Int. J. Insect Morphol. Embryol. 28: 195-201.

Michalany, J. 1990. Técnica histologica em anatomia patoldgica. Sdo Paulo, Editora Michalany,
247p.

Mohan, S., P.W.K. Ma, T. Pechan, E.R. Bassford, W.P. Williams & D.S. Luthe. 2006.
Degradation of the S. frugiperda peritrophic matrix by an inducible maize cysteine protease. J.
Insect Physiol. 52: 21-28.

Mordue (Luntz), A.J. & A. Blackwell. 1993. Azadirachtin: an update. J. Insect Physiol. 39: 903-
924.

Mordue (Luntz), A.J. & A.J. Nisbet. 2000. Azadirachtin fron the neem tree Azadirachta indica:

its action against insects. An. Soc. Entomol. Bras. 29: 615-632.

39



Nasiruddin, M. & A.J. Mordue (Luntz). 1993. The effect of azadirachtin on the midgut
histology of the locusts, Schistocerca gregaria and Locusta migratoria. Tissue Cell 25: 875-
884.

Neves, B.P., L.LP. Oliveira & J.C.M. Nogueira. 2003. Cultivo e utilizagdo do nim indiano.
Goiania, Embrapa Arroz e Feijao, 12p. (Circular Técnica, no. 62).

Pinheiro, D.O., J.S. Reinaldo, I. Quagio-Grassiotto & E.A. Gregério. 2003. Morphometric
study of the midgut epithelium in larvae of Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera:
Pyralidae). Neotrop. Entomol. 32: 453-459.

Roel, A.R. 2001. Utilizacdo de plantas com propriedades inseticidas: uma contribui¢do para o
desenvolvimento rural sustentavel. Rev. Int. Desenv. Local 1: 43-50.

Roel, A.R., J.D. Vendramim, R.T.S. Frighetto & N. Frighetto. 2000. Atividade téxica de
extratos organicos de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) sobre Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith). An. Soc. Entomol. Bras. 29: 799-808.

SAS Institute. 1999-2001. SAS/STAT User’s guide, version 8.02, TS level 2MO. SAS Institute
Inc., Cary, NC.

Schmidt, G.H., A.A.I. Ahmed & M. Breuer. 1997. Effect of Melia azedarach extract on larval
development and reproduction parameters of Spodoptera littoralis (Boisd.) and Agrotis ipsilon
(Hufn.) (Lep. Notuidae). Az. Schidlingskd. 70: 4-12.

Schmutterer, H. 1990. Properties and potential of natural pesticides from the neem tree,

Azadirachta indica. Annu. Rev. Entomol. 35: 271-297.

40



Figura 1. Cortes histologicos caracterizando o canal alimentar de lagartas de S. frugiperda nos

diferentes intervalos de tempo. (A) Estomodeu: tecido muscular (seta curta), tecido epitelial
simples cubico (ponta de seta) e intima (seta longa). Barra 25um. (B) Estomodeu: camada
muscular interna longitudinal (asterisco) e externa circular (seta). Barra 10um. (C) Proctodeu:
tecido epitelial simples cubico (seta curta) e intima (seta longa). Barra 25um. (D) Proctodeu:
camadas de musculo, a interna circular (asterisco) ¢ a externa longitudinal com feixes espacados

(seta). Barra 25um. Coloragdo H-E.
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Figura 2. Cortes histologicos do meséntero de lagartas de S. frugiperda nos diferentes intervalos

de tempo. (A) Meséntero: [umen (asterisco) com material digerido e membrana peritrofica (ponta
de seta). Barra 50um. H-E. (B) Meséntero: tecido muscular disposto em duas camadas: uma
longitudinal externamente (seta curta) e outra mais interna circular (asterisco). Observa-se
também atividade de secrecdo de natureza mucosa (seta longa), no limen do meséntero. Barra
25um. Tricromico de Mallory. (C) Meséntero: tecido epitelial simples colunar apresentando
células regenerativas (CR), colunares (CC) e globosas (CG). Barra 10um. H-E. (D) Observa-se

ainda, intensa atividade de secre¢do (setas). Barra 25um. P.A.S.
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Figura 3. Cortes histologicos do meséntero de lagartas de S. frugiperda: (A) e (B) Meséntero de

lagartas tratadas com nim a 0,5% e 1,0%, respectivamente, no intervalo de tempo de 48h:
observar reducdo na atividade secretora. Barra 50um. (C) Meséntero de lagarta tratada com nim a
1,0% no intervalo de tempo de 48h: observar alimento ndo digerido no lumen (seta). Barra
100pm. (D) Meséntero de lagarta tratada com nim a 1,0% no intervalo de tempo de 96h: observar

a degeneracdo da musculatura (seta). Barra 25um. Coloragao H-E.



Figura 4. Cortes histologicos do meséntero de lagartas de S. frugiperda: (A) Observar projecao do

epitélio (seta) para o limen na concentracao de nim a 1,0% no intervalo de tempo de 96h. Barra
50um. (B) Observar, ainda, liberagdo das células epiteliais junto com o produto de secregdo (seta).
Barra 25um. (C) Projecdo do tecido epitelial (seta) em lagarta tratada com nim na concentracao
0,5%, intervalo de tempo de 144h. Barra 50um. (D) Observar afastamento do tecido epitelial da
camada muscular em lagarta tratada com nim a 0,5% no intervalo de tempo de 144h. Barra 25um.

Coloracao H-E.
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Figura 5. Numero médio (£EP) de células regenerativas da regido mediana do meséntero de
lagartas de S. frugiperda, a partir do terceiro instar, ndo tratadas (§ = média = 3,76 + 0,31) e
tratadas com nim a 0,5% (¥ = 3,122 - 0,007x; F = 6,77; P = 0,0160; R?= 0,23) enim a 1,0% (¥ =

3,106 - 0,008x; F =20,79; P < 0,0001; R* = 0,47).
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