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RESUMO

Apesar da eficiéncia de formulacGes Bacillus thuringiensis (Bt) e plantas transgénicas Bt
contra varios lepidopteros, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
apresenta baixa suscetibilidade a maioria deles. As razdes dessa baixa suscetibilidade
especificamente para toxinas CrylAc e CrylAb ndo estdo totalmente esclarecidas. E possivel que
espécies moderadamente ou ndo suscetiveis ao CrylAc possam adquirir essa toxina e expo-la ao
terceiro nivel trofico. Este estudo investigou a resposta de S. frugiperda relacionadas ao Bt
baseado em trés hipoteses sobre sua baixa suscetibilidade: células regenerativas do intestino
médio sdo ativadas pela toxina CrylAc e renovam as células epiteliais (i), na hemolinfa
aumentam a producdo de Oxido nitrico e fenoloxidase como resposta a toxina (ii), e a tolerancia
estd associada a variagdes qualitativas e quantitativas dos hemacitos. Testamos ainda a hipotese
de que o consumo de S. frugiperda alimentadas com algoddo Bt pode levar a alteracdes na ultra-
estrutura e histoquimica das células digestivas, nos parametros humorais, hemograma e ultra-
estrutura dos hemacitos de Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae). Conclui-se
que toxina CrylAc no algoddo Bt ndo é suficientemente toxica para matar as lagartas, mas induz

alteracdo humoral e celular como sinal de resposta a um xenobidtico. A toxina CrylAc ingerida



por S. frugiperda pode expor o terceiro nivel trofico (P. nigrispinus) e ocasionar alteracdes na
distribuicdo de glicogénio, lipidios e célcio em decorréncia da desorganizacdo da matriz
perimicrovilar. O Microscépio Eletrénico de Transmissdo (MET) revelou a presenca de
esferocristais que parecem estar envolvidos na defesa contra toxina. Os parametros humorals e 0
hemograma de P. nigrispinus ndo sdo afetados quando séo criados com presa S. frugiperda
alimentadas diariamente com folhas frescas de algoddo Bt. No entanto, é capaz de induzir

modificacdes pequenas em granulécitos e plasmaocitos.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis, predador, lagarta do cartucho-do-milho,

ultra-estrutura, histoquimica, imunologia.
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ABSTRACT

Despite of the Bt formulation and transgenic Bt plants efficiency against several
lepidopteran species, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) exhibits low
susceptibility to the majority of them. The reasons to this low susceptibility specifically to toxins
CrylAc and CrylAb are not fully clarified. Also, it is possible that species moderately or not
susceptible to CrylAc can convey the toxin to the third trophic level. This study investigated
response of S. frugiperda related to Bt with three hypotheses about its low suscepbility:
regenerative cells from midgut are activated by CrylAc protein and renovate the epithelial cells
(i) in hemolymph they increase the nitric oxide and phenoloxidases as a toxin response (ii) and
the tolerance is associated to the qualitative and quantitative variations from hemocytes. We still
tested the hypothesis that S. frugiperda fed with Bt-cotton can induce alterations in the
ultrastructure and histochemistry of digestive cells, in humoral parameters, hemogram and
ultrastructure of hemocytes of Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), a
generalist predator. It was concluded that CrylAc in Bt-cotton is not toxic enough to kill the
armyworm, but it induce to humoral and cellular alterations as signal of response to xenobiotic.

The CrylAc toxin ingested by S. frugiperda can expose the third trophic level (P. nigrispinus)



and it causes alterations in the distribution of glycogen, lipids and calcium caused by
perimicrovillar matrix disorganization. The TEM revealed the presence of spherocrystals that
appear to be involved in the defense against the toxin. The humorals parameters and the
hemogram of P. nigrispinus are not affected when they are reared with prey S. frugiperda fed
daily with leaf Bt-cotton. However it is capable of induces little modifications in granulocytes

and plasmocytes.

KEY WORDS: Bacillus thuringiensis, predator, fall armyworm, ultrastructure,

histochemistry, immunology.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) € uma das plantas domesticadas de grande
significado para a humanidade devido a sua alta capacidade de aproveitamento, principalmente,
em relacdo as suas fibras (Corréa 1989). O algodao € cultivado em mais de 80 paises em uma
area superior a 33,8 milhdes de hectares, com uma estimativa de producao para a safra 2009/2010
em torno de 22,5 milhGes de toneladas no mundo. No Brasil as estimativas sdo de que a cultura
ocupe uma area entre 753,4 a 805,6 mil hectares com produtividade entre 1.129,8 a 1.210,0
toneladas (CONAB 2010).

A importancia socioeconémica do algodao atrela-se a questdo do controle de insetos-praga
como sendo um dos fatores que traz a maior parcela de custo na producédo dessa cultura. Segundo
Richetti et al. (2004), o grande nimero de aplicacdes requeridas pela cultura (cerca de 12 a 14
pulverizacdes) é um dos fatores que mais encarecem a sua producdo, chegando a superar 0s
gastos com aplicacdo de fertilizantes. O algodoeiro hospeda mais de 250 espécies de insetos e
acaros (Silva et al. 1968), que se utilizam da planta e que podem assumir status de praga. Dentre
essas, aproximadamente 32 espécies sdo mais comumente consideradas como pragas do
algodoeiro ocasionando reducao significativa na sua producao.

Como um dos maiores causadores de prejuizos nesta cultura os lepidopteros se destacam
por promoverem danos diretos e indiretos ao algodoeiro. Mundialmente, espécies de
Helicoverpa, Heliothis e Spodoptera sdo os mais importantes. No Brasil, os principais

lepidopteros pragas do algodoeiro sdo a lagarta das macés (Heliothis virescens Fabricius), a



lagarta rosada (Pectinophora gossypiella Saunders), o curuqueré (Alabama argillacea Hubner), e
espécies do complexo Spodoptera (Santos 2001, Fernandez 2002).

Spodoptera frugiperda (J.E.Smith) vulgarmente conhecida como lagarta militar ou do
cartucho-do-milho ¢ a principal praga do milho e possui distribuicdo cosmopolita. Esse inseto
originario das zonas tropical e subtropical das Américas encontra-se na atualidade amplamente
distribuido no continente Americano (Cruz 1995). Devido a sua aptiddo polifaga, consegue se
alimentar em mais de 30 hospedeiros, incluindo o algodoeiro (Cruz 1995, Pogue 2002). No
entanto, demonstra preferéncia alimentar por plantas pertencentes a familia das Gramineae como
milho, milheto, trigo, sorgo, arroz e cana-de-agUcar (Capinera 2002).

As perdas causadas por esse lepidoptero no Brasil variam entre 15 e 34% da producdo na
cultura do milho independente do potencial de producdo. Lagartas de S. frugiperda alimentam-se
principalmente de folhas, reduzindo a area foliar e afetando a capacidade fotossintética da planta,
e consequentemente a producdo. Nos estadgios mais avancados da planta podem danificar o
penddo e a espiga. Estas injurias sdo diferenciadas em funcdo da espécie de planta atacada,
estadio fenologico, época de ataque e intensidade de infestacdo (Cruz et al. 1999). O principal
problema causado por essas lagartas no algodoeiro advém da destruicdo de estruturas
reprodutivas como botbes florais e macas, onde sdo menores os teores de gossipol, como no
interior das macas (Meyer et al. 2004).

O controle realizado para minimizar a acdo dessas lagartas consiste geralmente no emprego
de inseticidas sintéticos, que apesar de eficientes, podem promover diversos problemas como a
presenca de residuos nos alimentos acima dos limites permitidos por lei, ressurgéncia de pragas,
surtos de pragas secundarias, intoxicacdes aos aplicadores e selecdo de populacdes de pragas
resistentes, entre outros efeitos diretos e indiretos (Roel et al. 2000). Além disso, o controle de S.

frugiperda vem se caracterizando como um grande desafio daqueles ligados ao desenvolvimento
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agricola do pais, apesar dos inimeros estudos ja realizados, com os mais diversos métodos de
controle (Kennedy 2008).

Como alternativa oas metodos de controle convencionais, 0 uso de plantas transgénicas na
agricultura tem aumentado nos ultimos 17 anos, através das técnicas de modificacGes genética
promovidas pela biotecnologia, e tem sido considerada como um dos grandes avancos ha
agricultura, onde segundo Fontes et al. (2002) s6 se compararia a revolugdo verde ocorrida na
década dos anos 70. O uso de plantas geneticamente modificadas (GM) com genes da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) visando a protecdo completa da planta ao longo do seu
desenvolvimento contra certas espéecies de lepiddpteros e coledpteros tem obtido grande destaque
no cenario agricola mundial (James 2009).

Para expressarem resisténcia a insetos praga, plantas Bt sdo obtidas através da técnica do
DNA recombinante, que no caso do algodao, utiliza-se de genes oriundos do Bt. Esta bactéria
durante o seu processo de esporulacdo produz inclus@es cristalinas que sdo pré-toxinas chamadas
de d-endotoxina (Glare & O”Callagham 2000). E quando ingerida pelo inseto, é solubilizada e
convertida proteoliticamente em fragmentos de polipeptidos toxicos de aproximadamente 650
aminoacidos (65 Kda). Estes ao se ligarem especificamente aos receptores presentes nas
microvilosidades das células digestivas do intestino médio de insetos suscetiveis promovem a
criagcdo de poros na membrana celular.

Essas lesdes causam desbalanceamento i6nico no interior da célula, causando lise do
epitélio intestinal e morte do inseto pela desnutricdo e septicemia (Visser et al. 1990, Li et al.

1991, Gill et al. 1992, Lambert & Peferoen 1992, Sousa et al. 2010). As &-endotoxinas

produzidas pela bactéria sdo codificadas por genes cry (= Cristais), 0s quais até o presente

momento sao descritos em mais de 400 genes (Crickmore et al. 2011).



Os beneficios do cultivo de culturas Bt, como o arroz, milho, batata e algoddo foram bem
descritos. Pragas, principalmente da ordem Lepidoptera, como a broca do milho europeia
(Ostrinia nubilalis Hubner) e a lagarta do algoddo (Helicoverpa armigera Hubner), foram
controladas com sucesso em culturas Bt, resultando em aumentos na produtividade da cultura e
valor econdémico, a0 mesmo tempo que permite uma reducdo drastica da utilizacdo de pesticidas
destinadas as pragas alvo (Shelton et al. 2002, Smith 2005, Fitt 2008).

Como as toxinas Bt estdo contidas nos tecidos das plantas, a exposi¢do de organismos nao-
alvo que ndo se alimentam da propria planta é significativamente reduzido em relacdo a
exposicdo resultante de pulverizacdo com inseticidas sintéticos (Jouanin et al. 1998). Dessa
forma, as pragas que se alimentam em partes das plantas que ndo séo atingidas por pulverizaces,
tais como as brocas do caule que se alimentam dentro do caule, sdo expostas as toxinas
transgénicas Bt (Thies & Devare 2007).

Um outro fator positivo € que as toxinas sendo expressas no tecido vegetal, os insetos alvo
tornam-se expostos a estas por todo periodo de infestacdo, incluindo as pragas mais vulneraveis
em suas fases de desenvolvimento (Jouanin et al. 2008). E importante notar ainda o nivel de
especificidade das toxinas Bt, que sdo toxicas apenas para um namero limitado de espécies dentro
de poucas ordens de insetos e 0 desenvolvimento de resisténcia as plantas Bt, portanto, é muito
mais especifico para o inseto-alvo do que muitos inseticidas (Avisar et al. 2009)

Apesar de todas estas vantagens estabelecidas pelas plantas Bt, a especificidade da primeira
geracdo de algoddo e de milho modificadas para produzir toxinas CrylAc e CrylAb,
respectivamente, ndo oferecem o controle de S. frugiperda (Adamczyk et al. 1998, Perlak et al.
2001, Santos & Torres 2010). A falta de eficacia contra esse lepiddptero, entre outras razoes,
levou a necessidade de utilizacdo dos genes adicionais CrylF e Cry2Ab, produzindo

consequentemente uma nova geracao de transgénicos para o milho e algod&o visando o sucesso
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do controle dessa praga e outras espécies (Adamczyk et al. 2001, Adamczyk & Gore 2004). No
entanto, as razdes da baixa suscetibilidade observada em S. frugiperda para CrylAc e CrylAb
ainda n&o estdo totalmente esclarecidas.

A resisténcia ou tolerdncia a essas endotoxinas do Bt sdo em grande parte, atribuidas a
mutacdes em receptores do intestino medio que podem ser Unica para o inseto, e especifico para
as proteinas em acao (Van Rie et al. 1990, Pigott & Ellar 2007). Estudos realizados por Wang et
al. (2007) demonstram, por exemplo, que em populacdes de Trichoplusia ni (Hibner), oriundas
de casa de vegetacdo, a resisténcia parece estar ligada a incompatibilidade entre os receptores das
células do intestino médio e as toxinas que ai deveriam se ligar. Consequentemente, devido a essa
especificidade, é possivel que custos fisioldgicos ao Bt também variem entre as espécies alvos.

Até 0 momento, sabe-se que a acdo das proteinas CrylAc, expressada por muitas
variedades transgénicas, depende de fatores, que incluem a variabilidade geografica das
populacdes-alvo e os seus diferentes graus de susceptibilidade, os niveis de expressdo de toxinas
em partes da planta e as diferencas entre as variedades utilizadas (Gould & Tabashnik et al.
1998). A origem geografica das populacdes e diferencas na suscetibilidade a toxinas Cry ja foram
investigadas para S. frugiperda e os resultados favorecem o apoio sobre as questbes de
variabilidade genética (Monnerat et al. 2006). Entretanto, os niveis de toxina CrylAc expressada
no algodao Bt ndo sdo suficientes para causar a mortalidade dessa lagarta (Perlak et al. 2001,
Santos & Torres 2010).

Outros mecanismos, ou combinagdes destes também podem reduzir a acdo das toxinas do
Bt. Estes incluem reacfes de coagulacdo, que impedem a solubilizagéo das toxinas Bt (Ma et al.
2005a), as mudancas no processamento proteolitico das toxinas, mudancas no pH do lumen
intestinal e elevada resposta imune (Ma et al. 2005b). Além disso, a capacidade de reparacdo das

células do intestino médio aos danos promovidos pelas toxinas do Bt como ocorrem, por
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exemplo, em populac@es resistentes de H. virescens, ampliam a relacdo desses mecanismos com a
baixa susceptibilidade e resisténcia em lagartas de pragas-alvos para as toxinas Cry (Ferré & van
Rie 2002).

Como toda tecnologia em constante desenvolvimento, além da elucidacdo dos mecanismos
de resisténcia ligados a essas culturas, o emprego de plantas GM, como o algodoeiro Bt,
apresenta outros aspectos que necessitam de constantes pesquisas como, por exemplo, o exame
dos potenciais efeitos adversos sobre organismos ndo-alvo que poderiam existir através do
transporte de proteinas Bt do corpo da presa/hospedeiro ndo alvo ou pouco susceptivel aos
predadores e parasitdides como uma provavel via de impacto a esses organismos, para que desta
maneira ndo haja perda de sua eficacia ou impossibilidade de uso (Head et al. 2001, Bernal et al.
2002, Conner et al. 2003, Dutton et al. 2003).

Na maioria dos trabalhos realizado com predadores e parasitdides o objetivo principal é
verificar os possiveis efeitos deletérios relacionados a tabela de vida e fertilidade destes, e seus
reflexos sobre suas aptid@es ecoldgicas quando expostos a toxinas Cry (Romeis et al. 2006,
Torres & Ruberson 2006). Essas analises tém demonstrado que ndo ha efeitos negativos sobre
esses parametros que possam estar diretamente relacionados as toxinas Cry (Barraclough et al.
2009, Lundgren et al. 2009, Mann et al. 2010). No entanto, poucas pesquisas tem investigado o
efeito tritroficos do algoddo Bt referentes as interagcbes morfoldgicas e imunoldgicas, como é o
caso do trabalho de Rodrigo-Simon et al. (2006) com Chrsysoperla carnae (Stephens).

Neste contexto os aspectos relacionados ao papel da imunidade dos insetos tem sido
pouquissimo explorado e no Brasil a auséncia de trabalhos deixa uma lacuna para investigar de
que maneira as interagcdes de pragas tolerantes a toxina CrylAc como S. frugiperda, no algodéo
Bt, poderiam estar sendo afetadas por um possivel custo na imunidade em relacdo a sua

tolerancia a toxina. E de que maneira isso poderia se refletir em suas rela¢cbes com organismos
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ndo alvos como predadores e parasitdides, fornecendo assim mais subsidios para melhorar a
aplicabilidade das culturas Bt.

Diferente do que ocorre nos vertebrados, que se defendem empregando um mecanismo
imune interligado, conhecido como imunidade inata e adquirida, e que se utiliza de células
especializadas conhecidas como linfdcitos B e T, nos insetos apenas a imunidade inata, a qual é
bem desenvolvida permite uma resposta geral e rapida a agentes infecciosos (Lavine & Strand
2002).

Nos insetos o sistema imunoldgico desencadeia uma resposta celular e humoral. A resposta
celular, executada por células especializadas, denominadas de hemdcitos que circulam livremente
por toda a hemolece através da hemolinfa desempenham acdes de estruturacdo da defesa como,
por exemplo, fagocitose, nodulacdo, melanizacao e processos de encapsulacdo em decorréncia da
presenca de particulas ou organismos estranhos ao inseto (Vilmos & Kurucz 1998, Lavine &
Strand 2003, Marmaras & Lampropoulou 2009).

As reacbes do tipo humoral, realizadas na auséncia direta dos hemacitos, incluem a
producdo de peptideos antimicrobianos na hemolinfa (Meister et al. 2003), intermediarios
reativos de oxigénio ou nitrogénio (Vass & Nappi, 2001), e as cascatas do complexo enzimatico
que regulam a coagulacdo ou melanizacdo da hemolinfa (Gillespie et al. 1997; Cotter & Wilson
2002).

Para que o sistema imunologico dos insetos seja desafiado, se faz necessario que agentes
patogénicos ultrapassem as suas barreiras estruturais, representadas pela parede externa do corpo,
a cuticula e o epitelio do tubo digestivo, que por sua propria organizacdo sdo consideradas
excelentes barreiras mecéanicas de defesa (Schmid-Hempel & Ebert 2003). Entretanto, ao serem
transpostas, verdadeiros “gatilhos” imunoldgicos sdo disparados. Esses sdo basicamente

mediados por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) que se ligam a moléculas padréo
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associadas a patogenos (PAMPS), onde varias destas encontram-se como componentes da parede
celular de bactérias na forma de lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanas e -1,3-glucanas que
sdo reconhecidas pelo sistema por meio dos PRRs dos hemdcitos ou fatores humorais (Marmaras
& Lampropoulou 2009).

Observacdes prévias indicam que o sistema imunoldgico de lagartas de Lepidoptera é
induzido apds alimentacdo com dose subletal de formulacbes de Bt (Rahman et al. 2006). Essa
inducdo refletida na hemolinfa é provavelmente causada por danos celulares no revestimento do
intestino médio desses insetos (Rahman et al. 2004, Ma et al. 2005a). Os reflexos dessa acéo
sobre a imunidade dos insetos segundo Brown (2003), € um traco evolutivo importante, pois as
repercussdes dos seus efeitos sobre a aptiddo do individuo sdo de grande valia nas questbes
ecologicas.

Assim, a avaliacdo do uso do algodoeiro Bt e seus possiveis efeitos sobre a morfofisiologia
do sistema digestivo e imunoldgico (celular e humoral) de S. frugiperda, e do predador Podisus
nigrispinus (Dallas), sdo de importancia para o entendimento das relages tritréficas em culturas

GM.
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RESUMO - Apesar da eficiéncia de formulacGes Bt e plantas transgénicas Bt contra varios
lepidopteros, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) apresenta baixa
suscetibilidade a maioria deles. Este estudo investigou a resposta de S. frugiperda relacionadas ao
Bt com trés hipoteses sobre sua baixa suscetibilidade: células regenerativas do intestino médio
sdo ativadas pela proteina CrylAc de algodao transgénico e, assim, renovam as celulas epiteliais
(i), na hemolinfa aumentam a producdo de éxido nitrico e fenoloxidase como resposta a toxina
(ii) e a tolerancia de S. frugiperda a CrylAc esta associada a varia¢fes qualitativas e quantitativas
dos hemdcitos. Lagartas foram criadas em algodao Bt (Acala 90B) e em Acala 90 isolinha néo-
Bt. Para entendimento da variabilidade entre a resposta dos parametros avaliados foram incluidos
plantas de milho (hospedeiro preferencial) em comparacdo as plantas de algoddo, e formulacao
comercial Bt (Xentari®) em comparacdo a CrylAc. Com base nos resultados para as hipéteses,
lagartas alimentadas com algoddo Bt ndo estimulam o aumento da proliferacdo das células do
intestino médio. Larvas alimentadas com algoddo Bt aumentaram a atividade da fenoloxidase, e
alteraram a propor¢do de hemacitos. No entanto, diminuiu os niveis de 6xido nitrico e proteina
total quando os gendtipos foram acrescidos com Xentari®. A associacdo algoddo Bt com Xentari®
teve efeito aditivo, resultando em alteracGes da camada epitelial e reducdo na proporcdo de
granuldécitos, esferuldcitos e oenocitdides. A toxina CrylAc no algodao Bt ndo é suficientemente

toxico para matar as lagartas, mas induz alteracdo humoral e celular como resposta a um

xenobiotico.

PALAVRAS-CHAVE: Algoddo geneticamente modificado, Oxido nitrico, fenoloxidase,

hemacitos, células regenerativas, lagarta do cartucho
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IMMUNE AND MECHANICAL RESPONSE OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) TO BT-COTTON AND BT FORMULATION

ABSTRACT - Commercial formulations of Bacillus thuringiensis and transgenic Bt-cotton have
been widely used against various lepidopteran species while the fall armyworm (FAW)
Spodoptera frugiperda larvae exhibit low susceptibility to the most. This study investigated the
response of FAW to Bt based on three hypotheses: the regenerative cells of FAW midgut are
activated when in contact with CrylAc protein produced by Bt-cotton, and thereby assisting with
the renewal of the midgut cells (i); the concentrations of nitric oxide and phenoloxidase increase
in the hemolymph of FAW larvae as a defensive response to CrylAc (ii); and FAW tolerance to
CrylAc is associated with changes of qualitative and quantitative hemocytes. FAW larvae were
reared on Bt-cotton Acala 90B and its isoline non-Bt Acala 90. To understand the variability in
the parameters evaluated were also included maize, as a preferred host, and associations with Bt
commercial formulation (Xentari®). Based on the results for the hypotheses, larvae fed on Bt
cotton did not stimulate increased proliferation of cells in the midgut. Otherwise, the larvae fed
Bt-cotton increased phenoloxidase activity in the hemolymph and exhibited alteration in the
proportion of hemocytes. However, there were reduced levels of nitric oxide while total protein
increased when treated with Xentari®. The association of transgenic Bt-cotton with Xentari
resulted in alterations of the epithelial layer and reduction on the proportions of granulocytes,
spherulocytes, and oenocytoids. The CrylAc protein levels in Bt-cotton do not kill FAW larvae,

but induces immune alterations as a response triggered by a xenobiotic compound.

KEY WORDS: Genetically modified cotton, nitric oxide, phenoloxidase, hemocytes,

regenerative cell, fall armyworm
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Introducéo

Plantas geneticamente modificadas tém mudado o conceito de controle de pragas nos
sistemas agricolas recentemente. Algoddo e milho foram geneticamente transformado com genes
de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) que oferecem protecdo completa a planta ao longo do seu
desenvolvimento contra certas espécies de lepidopteros e larvas de Coleoptera. Os beneficios do
uso de plantas transgénicas Bt advém da maneira simples de seu emprego pelos produtores como
uma tatica de resisténcia de plantas no manejo integrado de pragas, a eficacia contra certas
espécies de pragas chave de lepiddpteros e coledpteros, reducdo de perdas por danos causados
por pragas e uso de inseticidas, entre outros. Esses resultados estdo entre os principais motivos de
aceitacdo imediata da tecnologia por produtores em todo o mundo, independentemente da area
plantada e os insumos tecnologicos (Huesing & English 2004, Naranjo 2009, Torres et al 2009).

Apesar de todas estas vantagens, a especificidade da primeira geracdo de transgénicos Bt de
algoddo e de milho modificadas para produzir toxinas CrylAc e CrylAb, respectivamente, ndo
oferecem o controle contra a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Adamczyk
et al. 1998, Perlak et al. 2001). A falta de eficacia contra essa espécie chave de lepidoptero, entre
outras razdes, levou a necessidade de utilizacdo de genes adicionais CrylF e Cry2Ab, produzindo
consequentemente uma nova geracdo de transgénicos para o algoddo Bt e milho Bt, visando o
sucesso do controle dessa praga e outras espécies (Adamczyk et al. 2001, Adamczyk & Gore
2004). No entanto, as razdes da baixa suscetibilidade encontrado em S. frugiperda para CrylAc e
Cryl1Ab ainda néo estdo bem esclarecidas.

A lagarta de S. frugiperda é uma praga importante do milho nas Américas (Capinera 2002),
e tornou-se um problema na gestdo de pragas do algodoeiro (Barros et al. 2010a, b). A
susceptibilidade variavel de S. frugiperda a toxina CrylA ja foi relatado (Frankenhuyzen &

Nystrom 2002). Até o momento, sabe-se que a acdo das toxinas CrylAc, expressada por muitas
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variedades transgénicas, depende de fatores, que incluem a variabilidade geografica das
populagdes-alvo e os seus diferentes graus de susceptibilidade, os niveis de expressdo de toxinas
em partes da planta e as diferencas entre as variedades utilizadas (Gould 1998, Tabashnik et al.
2008). Origem geografica das populacdes e diferencas na suscetibilidade a toxinas Cry foram
investigadas para S. frugiperda e os resultados favorecem o apoio sobre as questbes de
variabilidade genética (Monnerat et al. 2006). Além disso, os niveis de toxina CrylAc expressa
no algodao Bt ndo sdo suficientes para causar a mortalidade das lagartas de S. frugiperda (Perlak
et al. 2001, Santos & Torres 2010). Por outro lado, a resposta imunoldgica de lagartas de
lepidopteros desafiados com toxinas Bt tem sido pouco estudada e ndo existem dados sobre as
lagartas de S. frugiperda. Segundo Rahman et al. (2006), lagartas de Plodia interpunctela
(Hubner) apresentaram resposta no sistema imunolégico quando submetidas a formulacao
comercial de Bt. O curuqueré Oriental, Spodoptera litura (Fabricius), ingerindo endotoxinas de
Bt, responde com um leve alongamento das células epiteliais (Pandey et al. 2009). Resultados
semelhantes nas células digestivas também foi encontrado combinando Baculovirus anticarsia
(AgNPV) e Bt comercial Dipel® para Anticarsia gemmatalis Hiibner (Knaak & Fiuza 2005).
Além disso, Rausell et al. (2000) encontraram vacuoliza¢Bes citoplasmaticas, desarranjos e
destruicdo das células epiteliais em Lymantria monacha (L.) tratados com toxinas de B.
thuringiensis CrylAa, CrylAb, CrylAc e CryB.

As toxinas Cry, uma vez ingerida por lagartas suscetiveis e atingindo o intestino, se ligam a
locais especificos nas microvilosidades das células causando lise osmotica através da formagao
de poros na membrana levando a ruptura do intestino e, consequentemente, a morte das lagartas
(Herrero et al. 2001, Bobrowski et al. 2002, Cavados et al. 2004, Ruiz et al. 2004, Oestergaard et
al. 2007). Estudos histopatologicos conduzidos por Martinez-Ramirez et al. (1999)

demonstraram haver aumento na quantidade de células epiteliais na regido do intestino médio das
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populacdes resistentes de Heliothis virescens (Fabricius) desafiadas com CrylAc e CrylAb.
Assim, a acdo da toxina Cry também esta relacionada a alteracdo da morfologia das células do
intestino médio e, portanto, a conformacéo dos receptores. De acordo com Ferré & van Rie
(2002) a capacidade de reparacdo da células intestinais e alteracdo dos locais de ligacdo estdo
entre as caracteristicas que conferem baixa susceptibilidade e resisténcia em lagartas de pragas-
alvos para as toxinas Cry.

E sabido que a toxina CrylAc é capaz de se ligar as microvilosidade das células do
intestino médio de S. frugiperda, mas ndo promove a sua mortalidade, e que a CLsp requerida é
maior que 2000ng/cm? (Aranda et al. 1996). Isto levou-nos a questionar se a interacdo CrylAc
com o epitélio intestinal, embora ndo causando a mortalidade das larvas, € suficiente para ativar
células regenerativas e, portanto, uma recuperacdo do epitélio. Consequentemente, as reacdes
imunes celular e/ou humoral seriam desencadeadas, uma vez que o sistema imunolédgico dos
insetos é baseado no reconhecimento de xenobidticos no organismo (Chaput & Boneca 2007,
Royet & Dziarski 2007). Assim, a partir dessas questdes, o presente estudo testou a hipdtese de
que a toxina CrylAc produzida pelo algoddo Bt promove a ativacdo das células regenerativas do
intestino médio de S. frugiperda e, portanto, a renovagdo de células colunares. Além disso, as
lagartas S. frugiperda alterariam a producdo de éxido nitrico e atividade fenoloxidase em sua
hemolinfa quando alimentadas com folhas do algoddo Bt, e as mudangas qualitativa e
quantitativa dos hemacitos de S. frugiperda podem ser associados com a sua tolerancia a toxina
CrylAc. Dessa forma, estudos imunologicos e histologicos com lagartas de S. frugiperda
desafiadas com toxinas Bt podem ajudar a elucidar as caracteristicas, relacionadas a baixa
suscetibilidade. Os resultados podem ajudar no desenvolvimento de novas toxinas Bt para
lagartas de S. frugiperda, e compreender possiveis mecanismos imunologicos e histoldgicos

relacionados com o desenvolvimento de resisténcia desse inseto a estas toxinas.
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Material e Métodos

Insetos e Criacdo. A colbnia de S. frugiperda foi estabelecida a partir das lagartas coletadas em
plantas de milho cultivadas no Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram transferidas para o Laboratorio de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE. A partir da geracédo F; foi
estabelecida uma col6nia estoque onde as lagartas foram criadas com dieta artificial de acordo
com Greene et al. (1976) e mantidas em camara climatizada regulada para um fotoperiodo de
12h, 27 + 0,5°C, e umidade relativa de 70-80%.

Bioensaio. O processo de criacdo das lagartas de S. frugiperda nas folhas das plantas estudadas
(milho, algoddo Bt e ndo-Bt) consistiu em manter todo o grupo de lagartas recém eclodidas a
partir de uma unica massa de ovos em recipientes de 500mL de plastico forrado com folhas das
plantas estudadas. As folhas de milho foram substituidas diariamente, devido a reducdo da
qualidade e réapida desidratacdo em relacdo as folhas de algoddo, que foram substituidas a cada
dois dias. A partir do segundo instar, as larvas foram criadas individualmente em recipientes
plasticos de 80 mL usando o mesmo esquema de substituicdo de alimentos. No primeiro dia do
quarto instar, as larvas foram entdo submetidas a coleta de hemolinfa e intestino para avaliar os
parametros imunes, tais como contagem total e diferencial de hemdcitos, atividade da
fenoloxidase, producdo de Oxido nitrico e proteina total. Possiveis alteracbes no epitélio do
intestino médio e do numero de células regenerativas também foram avaliados.

O milho, planta hospedeira preferencial, foi utilizado como um tratamento de controle
global para os tratamentos com plantas de algoddo. Embora S. frugiperda tenha se tornado uma
importante praga do algod&o, devido aos danos diretos causados nas estruturas de frutificacao, as
folhas do algodao néo sdo um alimento favoravel para essas lagartas (Barros et al. 2010b). Uma

possivel alteracdo no sistema imunoldgico de S. frugiperda poderia acontecer apenas por se
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alimentarem de algoddo ndo-Bt convencional devido ao efeito natural do gossipol, um
sesquiterpeno fenolaldeido com concentracdes variaveis na folhagem, dependendo da varidade do
algoddo (Gossypium hirsutum L.) e que apresenta propriedades como a reducédo da digestibilidade
de herbivoros (Elsebae et al. 1981). Assim, seis tratamentos foram constituidos: o milho ndo-Bt
(controle total), lagartas de S. frugiperda alimentadas com variedade de algodao Bt Acala 90B,
lagartas de S. frugiperda alimentadas com variedade de algoddo ndo-Bt, isogénica Acala 90, e a
associacdo dessas plantas com Bt (Bacillus thuringiensis var. azawai) formulacdo comercial
Xentari ® WDG (ABBOTT Laboratories, Chemical & Agricultural Products Division North
Chicago, IL). A formulacdo comercial Xentari® (passa a ser referida como "Bta") foi utilizado na
concentracdo de 10g/L como um fator de discriminacdo na acdo da toxina Cry para o sistema
imunoldgico e do intestino médio de S. frugiperda. Foram utilizadas 40 lagartas de S. frugiperda
por tratamento. Estas lagartas foram alimentadas com discos de folhas de 3 cm de diametro de
cada planta e respectivo tratamento. Os tratamentos com Bta consistiram-se na imersao de discos
de folhas na solucdo de inseticida por cinco segundos. Os discos foliares foram deixados na
bancada do laboratorio por duas horas, descansando em toalhas de papel, para secar a solucao e,
posteriormente, oferecido as lagartas. As lagartas foram colocadas sobre os discos de folhas
tratadas por 8h para alimentacdo. Segundo Alves & Pereira (1998), este periodo de tempo é
suficiente para verificar a agdo de toxinas do B. thuringiensis. Apds esse periodo, as larvas foram
submetidas a coleta do material para determinar os parametros imunes e as alteracdes das células
do intestino médio. Todos os tratamentos foram realizadas em triplicata.

Quantificacdo da Toxina CrylAc. Os niveis de toxinas CrylAc nas folhas do algodao Bt foram
quantificadas por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O procedimento consistiu em
usar o kit comercial de quantificacdo em placa PathoScreen® Kit (Agdia ® Inc., Elkhart, IN), que

utiliza anticorpos contra Bt-CrylAc/Cry1lAb e peroxidase conjugada. 15 amostras de folhas (cada
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uma cerca de 0,027g) foram analisados seguindo o procedimento de Torres & Ruberson (2008).
Absorbancia foi lida usando uma ELx800TM leitor de microplacas (Biotek Instruments Inc.) a
450 nm. Para ler os resultados em 450 nm, usando este kit comercial, 50 mL de uma solu¢céo 3 M
de &cido sulfurico foi adicionado a cada poco para impedir um maior desenvolvimento da reacéo
dos pocos antes da leitura. Padrdo de CrylAc nas concentracdes 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 e 40
ng/mL foram usados para construir uma curva de densidade dptica padrdo para estimar o teor de
toxinas de material testado.

Extracdo do Intestino Médio para a Andlise de Microscopia de Luz. Foi realizada apos a
imobilizacdo das lagartas a baixas temperaturas (4°C) e fixado com formol a 10% em tampao
Mollinig-Carson (0,1 M, pH 7,2) por 2 h. A desidratacdo foi realizada em gradiente crescente de
banhos de etanol por 10 minutos e embebidos em historesina Leica ® por 24 h. Cortes de 3um,
foram obtidos em um micrétomo Leica RM 2245, e corados com azul de toluidina. Cinco
lagartas foram utilizadas por tratamento, considerando cada lagarta uma repeticao.

Quantificacdo das Ceélulas Regenerativas. A quantificacdo das células regenerativas foi
realizada utilizando-se cinco secg¢Oes da regido mediana do meséntero de cinco lagartas por
tratamento, corados com azul de toluidina. A captura de imagens foi feita por meio de uma
camera de video Sony®, acoplada a uma microscépio Olympus® BX50. A morfometria foi
realizada através de pontos de aplicacdo associada com o ImageLab 2000 para Windows
(DIRACON, http://www.diracon.com.br/). Em cada se¢do, o numero de células regenerativas em
dez campos aleatorios foi registrado. A contagem de células regenerativas obtido foi submetido
andlise de variancia para dois fatores (instalaces e Xentari® WDG), e as comparacOes de médias
foram realizadas pelo teste de Tukey HSD em 0,05 nivel de significancia utilizando o software

SAS (SAS Institute, 2001).
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Imunidade Celular. Amostras da hemolinfa foram coletadas com ajuda de uma micropipeta
apos incisdo na primeira perna abdominal da lagarta. Amostras de 10 uL de hemolinfa de cada
lagarta foi misturada com 20 uL de meio Schneider para cultura de células dentro de um
eppendorf de 1 mL. Logo apo6s, as amostras foram transferidas para uma camara de Neubauer e 0
numero de hemacitos por microlitro de hemolinfa foi determinado para cada individuo e cada
lagarta foi considerada como uma repeticao. Dez repeti¢bes foram utilizadas para cada tratamento
e a contagem diferencial (percentagem) foi realizada através de esfregacos de células e coloracéo
com Giemsa apds a secagem das laminas em temperatura ambiente, onde foram contadas 300
células para cada individuo, seguindo os métodos de Falleiros et al. (2003) e Cunha et al. (2009).
Os dados foram submetidos a analise de variancia para dois fatores (planta e Bta), e a
comparacdo das médias foi realizado usando teste de Tukey HSD a 0,05% por cento de
significancia usando o programa SAS (SAS Institute, 2001).

Imunudade Humoral.

Dosagem de Oxido Nitrico. A dosagem de 6xido nitrico na hemolinfa de lagartas criadas em
milho, algoddo Bt, algoddo ndo-Bt, milho + Bta, algoddo Bt + Bta, e 0 algoddo ndo Bt + Bta foi
determinada pela concentracdo de ions nitrito (NO-2), utilizando o reagente de Griess (Green et
al. 1981). Para isto, 10 uL de hemolinfa por lagarta foram coletados e um pool de 50 uL de
hemolinfa foi adicionado a 70 uL de sulfanilamida (1%) em acido fosforico (5%), perfazendo
uma repeticdo. Dez repeticdes foram utilizadas por tratamento. As concentracdes de NO™ foram
obtidas apds cinco minutos de incubacdo a temperatura ambiente da mistura de 50 uL de cada
amostra (hemolinfa / sulfanilamida) e 50 uL de NEED (dicloridrato naphtyletileneamine) a 0,1%
(Faraldo et al. 2005). Absorbancia foi lida usando uma leitora de microplacas ELx800TM

(Biotek Instruments Inc.) em 562nm utilizando o programa Gen5 ELISA (Biotek®). A curva
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padrdo foi realizada com concentracfes crescentes de nitrito de sodio 0.8-200 mm. A quantidade
de nitrito nas amostras foram correlacionadas com valores de absorbancia obtidos a partir da
curva padrédo. Os dados foram submetidos a analise de variancia para dois fatores (planta e Bta), e
a comparacdo das meédias foi realizado usando teste de Tukey HSD a 0,05% por cento de
significancia usando o programa SAS (SAS Institute, 2001).

Atividade da Fenoloxidase e Proteina Total na Hemolinfa. Amostras de 10 uL de hemolinfa
por lagarta/tratamento foram diluidos em 300 uL de tampdo fosfato de sddio a 0,1 M e mantida a
-20°C até serem utilizados. Triplicatas de 50 uL da mistura hemolinfa/tampéo foram transferidos
para microplacas de 96 pocos. Ativacdo da enzima foi realizada utilizando-se 50 uL de L-DOPA
(L-dihidroxifenilalanina) 4g/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Absorbéancia foi lida a
492nm com intervalos de dois minutos durante duas horas. A atividade da enzima foi tomada
durante a fase linear da reacdo dentro dos 20 minutos da avaliacdo inicial (Faraldo et al. 2006).
Para determinar a quantidade de proteina total na hemolinfa das lagartas tratadas e ndo tratadas
foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976) e albumina de soro bovino (BSA) para a

curva padréo de proteina.

Resultados
Determinacao da Toxina CrylAc no Algodéo Bt. Os discos de folhas do algoddo Bt oferecidos
as lagartas de S. frugiperda até o quarto instar expressaram em média (x EP) de 23 + 0,70 ng de
CrylAc g™ de peso fresco de folha.
Histologia do Intestino Médio e Quantificacdo das Células Regenerativas. A regido mediana
do intestino médio das lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho, algodao néo-

Bt e algoddo Bt sem adigdo de Bta, apresentaram o mesmo padrdo histoldgico descritos em
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estudos anteriores. Poréem, nas larvas alimentadas com algoddo ndo-Bt e Bt as células colunares
exibiram leve alongamento em comparagdo as células colunares das lagartas alimetadas com
milho (Figs. 1A-F).

Alteracdes nas células epiteliais foram observadas nas lagartas alimentadas com milho
tratadas com Bta, as quais caracterizaram-se por modificacbes na morfologia celular,
vacuolizacdo e estratificacdo do epitélio (Figs. 2A e B). As alteracdes nas lagartas alimentadas
com algoddo ndo-Bt e Bt associados ao Bta, foram menos expressivas por apresentarem
alongamento das células regenerativas, vacuolizacdo nas células caliciformes e colunares, e um
ligeiro aumento no espaco entre as células (Figs. 2C-F). Independentemente do genotipo sem
adicdo do Bta, foi observado um aumento de duas vezes no nimero de células regenerativas, em
comparacdo ao milho (Tabela 1).

Contagem Total e Diferencial dos Hemdcitos. As andlises de variancia para as interacdes
imunoldgicas das lagartas de S. frugiperda alimentados com folhas de planta Bt ou folhas
tratadas com Bta caracterizaram efeitos sobre o nimero total de hemdcitos (Tabela 2). Na tabela
3 constam as analises estatisticas do nimero total de hemacitos. Comparando-se 0 hemograma de
lagartas alimentadas com plantas associadas ou ndo ao Bta, foi possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica detectada entre algoddo Bt e algoddo Bt + Bta. Por outro lado, uma reducao
significativa no namero de hemacitos foi verificada nos tratamentos com plantas ndo-Bt + Bta
independentemente da espécie de planta utilizada (Tabela 3). Analisando-se 0 hemograma das
lagartas alimentadas com folhas sem adicdo do Bta, verificou-se que houve uma reducéo
significativa no numero total de hemdcitos nas lagartas alimentadas com algoddo Bt em
comparacdo as alimentadas em algoddo nédo-Bt. Além disso, um maior nimero de hemacitos foi
observado no hemograma de lagartas alimentadas com milho. Os tratamentos utilizando Bta nédo

diferiram significativamente em relacdo a quantidade de hemacitos encontrados (Fig. 3).
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Os tipos de hemdcitos identificados a partir da contagem diferencial em todos os
tratamentos foram plasmatdcitos, granuldcitos, esferuldcitos, prohemdcitos, adipohemdcitos e
oenocitoides. O numero desses hemacitos foi similar para as larvas alimentadas com Bt e plantas
ndo-Bt sem associacdo com Bta. Tratamentos com Bta, no entanto, apresentaram aumento
significativo de granuldcitos (média £ EP) de 21,6 + 1,94% para 29,1 £ 1,99% (F1, 24= 6,93,
P=0,0046). Além disso, houve reducéo na taxa dos esferuldcitos e oenocitdides de 19,5 + 9,4 para
9,4 + 1,33% (F1, 24= 21,99; P<0,0001) e de 6,9 + 0,89 para 2,55 + 0,25% (F1, 24=22,71;
P<0,0001), respectivamente. A percentagem média dos outros hemdcitos: plasmatocitos,
prohemacitos e adipohemacitos permaneceu semelhante entre os tratamentos.

Resposta Imunoldgica Humoral.

Dosagem de Oxido Nitrico. Lagartas de S. frugiperda alimentadas com algod&o n&o-Bt, algod&o
Bt e milho, mostraram uma producdo média de Oxido nitrico de 2,3, 2,7 e 2,1 mM,
respectivamente. No entanto, aquelas lagartas alimentadas com discos de folhas tratadas com Bta
exibiram cerca de 50% de reducdo na producdo de oxido nitrico correspondentesa 1,4, 1,1 e 1,1
UM na hemolinfa (Fy, 54 = 8,94, P <0,0001) (Fig. 4).

Atividade Fenoloxidase e Proteina Total na Hemolinfa. Lagartas de S. frugiperda alimentadas
com algodao Bt, apresentaram maior atividade da fenoloxidase em comparacdo com as lagartas
alimentadas de algodao nao-Bt e milho (Figs. 5A e B). Entre as plantas ndo-Bt a atividade da
fenoloxidase foi maior para as lagartas alimentadas com algoddo em relagdo ao milho (Fig. 5C).
Uma maior atividade desta enzima foi observada para lagartas alimentadas com algodao néo-Bt
tratadas com Bta (Fig. 5D). No entanto, lagartas alimentadas com folhas de milho e algodao-Bt
tratadas com Bta ndo mostraram diferencas na atividade da fenoloxidase (Fig. 5E). No algodéo Bt

tratado com Bta houve uma resposta significativa na atividade da fenoloxidase quando
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comparada as plantas de algoddo ndo-Bt (Fig. 5F). Ndo houve diferenca na atividade entre os
tratamentos milho + Bta e milho, bem como o algod&o Bt e algoddo Bt + Bta (Fig. 5G e H).

A quantidade de proteina total na hemolinfa de S. frugiperda foi alterada apenas para 0s
tratamentos acrescidos com Bta (Tabela 2). Reducéo significativa de proteina total foi observada
apenas para as lagartas alimentadas com folhas de milho tratadas com Bta em comparacdo com as
folhas de algoddo nédo-Bt + Bta (Fig. 6). Em média, a taxa de reducéo observada de proteina total
foi de 57,8 + 4,26 ug para 37,1 + 2,84 ug para as lagartas alimentadas com as folhas tratadas e

ndo tratadas com Bta, respectivamente.

Discussao

O tecido epitelial do intestino médio dos lepdopteros é composto por quatro tipos celulares:
colunares, caliciformes, regenerativas e células enddcrinas (Levy et al. 2004, Rost-Roszkowska
et al. 2008, Souza et al. 2009). A auséncia das células enddcrinas, na técnica de microscopia de
luz ja é reportada pois, exigem uma analise ultra-estrutural e imuno-histoquimica (Pinheiro et al.
2008, Sousa et al. 2009). O epitélio da regido mediana do intestino médio das lagartas de S.
frugiperda alimentadas com folhas de milho, algoddo ndo-Bt e algoddo Bt sem adi¢cdo de Bta,
seguiu um padrdo semelhante aos relatados por Correia et al. (2008) para essa mesma espécie.

A quantidade de toxina ingerida pelas lagartas de S. frugiperda causou alteragdes
moderadas nas células do intestino médio. Por outro lado, Noctuidae suscetivel a CrylAc como o
curuqueré do algoddo Alabama argillacea (Hibner), ao ingerir uma quantidade aproximadamente
igual da toxina (18,3 £ 0,07 ng de CrylAc) sofrem drésticas alteracdes estruturais nas células
caliciformes e colunares, e reduziram significativamente o numero de células regenerativas
(Sousa et al. 2010). Segundo Pandey et al. (2009) S. litura alimentadas com endotoxinas Bt

apresentaram apenas um ligeiro alongamento das células epiteliais corroborando com os achados
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com S. frugiperda em nosso estudo. De fato, significativas alteracdes nas células do intestino
médio somente foram evidenciadas para lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de
milho tratadas com Bta. Essas alteracGes foram bastante semelhantes mas em menor intensidade
aos encontrados por Rausell et al. (2000) com L. monacha alimentadas com toxinas Crylaa,
CrylAb, CrylAc e CrylB. Além disso, Knaak & Fiuza (2005) combinando o efeito do virus B.
anticarsia e B. thuringiensis var. israelensis para A. gemmatalis observaram os mesmos tipos de
danos nas células epiteliais.

A menor intensidade das alteragdes no intestino médio das lagartas alimentadas com
algoddo Bt e ndo-Bt tratadas com Bta pode estar associado ao aumento do ndmero de células
regenerativas. As células regenerativas estdo diretamente relacionadas com a renovacao das
células epiteliais (Hakim et al. 2010). Sabe-se ainda que o algod&do produz naturalmente gossipol,
um aldeido sesquiterpeno que confere resisténcia a herbivoria (Meisner et al. 1978). O gossipol
agem, em geral, como um redutor na digestibilidade por inibicdo de proteinases (Meisner et al.
1978, Elsebae et al. 1981, Stipanovic et al. 2006). Portanto, completa um mecanismo de feedback
indireto o que promove a deficiéncia de aminoacidos essenciais para o herbivoro (Broadway
1995, Silva Filho & Falco 2000).

A reducdo significativa no nimero total de hemdcitos de lagartas de S. frugiperda
alimentadas com algoddo Bt, em comparacdo com o milho e o algoddo n&o-Bt, demonstrou
claramente a interferéncia da toxina CrylAc na resposta imune celular. No entanto, a néo
diferenca entre algodao Bt e algoddo Bt + Bta pode estar associada a um mecanismo adaptativo
para a toxina CrylAc, pois existiram diferencas significativas entre as populacdes de hemdcitos
das lagartas que foram alimentadas com algoddo n&o-Bt e milho quando adicionado Bta.
Evidéncia de tolerancia para a formulacdo de Bt foi demonstrada em laboratorio com larvas de

Ephestia kuehniella Zeller, apos a exposicédo a baixas doses de Btk, o que causou um aumento da
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tolerancia ao inseticida em um nivel semelhante ao observado em cepas resistentes. Nos
individuos tolerantes, o nUmero de hemdcitos circulantes foi significativamente menor do que os
de insetos suscetiveis (Ericsson et al. 2009). Também foi encontrada uma reducéo significativa
no numero total de hemdcitos em lagartas alimentadas com algoddo ndo-Bt em relacdo ao milho.
Existem grandes grupos de terpendides, como gossipol, heliocides e hemigossipolone em plantas
de algoddo, que lhes confere tolerancia a varias espécies de Lepidoptera (Benedict et al. 2004),
gue também poderiam interferir com o nimero de hemdcitos circulantes.

As mudancas no percentual dos hemacitos e niveis reduzidos de 6xido nitrico foram
encontradas somente em larvas alimentadas com folhas tratadas com Bta. Uma hipdtese que pode
explicar este resultado estaria relacionado com a presenca de esporos, ao lado das toxinas, a partir
da formulacéo Bt, estimulando o aumento de granuldcitos, que sdo células com funcédo fagocitica.
No entanto, houve uma reducdo no numero de esferuldcitos, que também estdo envolvidos com o
processo de fagocitose de acordo com Kadota et al. (2003). Como as células fagociticas estdo
diretamente relacionadas com o oOxido nitrico (NO) estes achados sugerem que o esferuldcitos
podem estar envolvidos na producdo dessa molécula em S. frugiperda (Nappi & Ottaviani 2000,
Foley & O'Farrell 2003, Faraldo et al. 2005).

A maior atividade da fenoloxidase foi observada em lagartas de S. frugiperda alimentadas
com algodao Bt, com e sem tratamento com o Bta. As larvas alimentadas com folhas tratadas Bta,
no entanto, apresentaram reducdo no numero de oenocitdides, o que pode justificar o aumento na
atividade de fenoloxidase. Os oenocitdides estdo diretamente associados a producdo da enzima
(Ribeiro & Brehélin 2006). Além disso, também foi encontrado um aumento de proteinas totais
nos tratamentos com Bta. O aumento da atividade da fenoloxidase em larvas alimentadas com
folhas de algoddo Bt ndo tratadas com Bta podem esta relacionada a tolerancia na presenca da

proteina CrylAc. Segundo Rahman et al. (2004) e Ma et al. (2005), E. kuenhiella e Helicoverpa
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armigera (Hubner) a resisténcia ao Bt foi associada com alta atividade de fenoloxidase. No
entanto, Gassmann et al. (2009), avaliando a resisténcia da lagarta-rosada, P. gossypiella para B.
thuringiensis e suas conseqliéncias diretas sobre a atividade da fenoloxidase sugeriram que a
resisténcia ndo pode ser diretamente relacionado ao aumento da atividade dessa enzima. Além
disso, estudos realizados por Wang et al. (2007) mostrou que as lagartas de Tricoplusia ni
(HUbner) resistentes a toxina CrylAc possuiam niveis mais baixos de fenoloxidase do que as
suscetiveis. Portanto, os dados atualizados sdo variaveis e podem ser espécies especificas
deixando uma lacuna de investigacdo sobre esses aspectos em lagartas de S. frugiperda, bem
como o envolvimento do corpo gorduroso sobre esta atividade.

Em concluséo, nossos dados indicam que a producédo natural de CrylAc em algoddo Bt (23
ng CrylAc g™ de peso fresco, em média) ndo é suficiente para promover alteracdo morfolégica
significativa nas células epiteliais do intestino médio de lagartas de S. frugiperda em relacdo ao
algoddo ndo-Bt e milho. Uma resposta imunoldgica humoral e celular, porém, é observada
quando as lagartas de S. frugiperda sdo alimentadas com algoddo Bt, como um sinal de resposta a

um xenobidtico.
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Tabela 1. Resultados para a contagem de células regenerativas do intestino médio de
Spodoptera frugiperda de quarto instar alimentadas com milho e genotipos de algodoeiro tratadas

com formulacdo de Bacillus thuringiensis (Bta) Xentari durante oito horas.

Células regenerativas

Tratamentos Gl (média + EP) F; P!
Planta 2 13,61; 0,0001
Bta 1 1,76; 0,1972
Planta*Bta 2 2,51; 0,1026
Error 2

Algodao-Bt 6,1+ 0,47 @ 17,54; 0,0003
Algodao néo-Bt 6,9+0,65a

Milho 3,1£021b

Valor de P para o teste de Fisher (ANOVA).
2 Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de teste de Tukey HSD

(P > 0,05)
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Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) da qualidade da planta e efeitos da formulacéo de
Bacillus thuringiensis (Bta) Xentari® sobre parametros imunolégicos de Spodoptera frugiperda

de quarto instar.

Pardmetros imunologicos

Fonte Gl F; P!

Numero total de hemocitos
Planta 2 24,33; 0,0001
Bta 1 56,88; 0,0001
Planta*Bta 2 13,66;0,0001
Error 54

Proteina total na hemolinfa
Planta 2 0,88; 0,4187
Bta 1 16,10; 0,0002
Planta*Bta 2 1,06; 0,3530
Error 54

Oxido nitrico
Planta 2 1,64; 0,2027
Bta 1 27,12; 0,0001
Planta*Bta 2 0,11;0,8971
Error 54
Fenoloxidase

Planta 5 45,26; 0,0001
Bta 60 5,90; 0,0001
Planta*Bta 300 0,14; 1,0000
Error 3294

TValor de P para o teste de Fisher (ANOVA).



Tabela 3. Média (£EP) de hemacitos por pL de hemolinfa em lagartas de quarto instar de
Spodoptera frugiperda tratadas com formulacdo de Bacillus thuringiensis var. azawai (Bta)

XenTari® oito horas ap6s o tratamento.

Hem©citos x 103

Tratamento (Média £EP) Gl F; P

18
Algodéo Bt 58+4.81 -0,82; 0,4215
Algodéo Bt + Bta 52%5,32
Milho 21,4+0,13 -12,63; 0,0001
Milho + Bta 6,0 + 4,63
Algodéo nédo Bt 15,0 £ 0,27 -3,16; 0,0055
Algodéo néo Bt + Bta 7,3 8,20
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Figura 1. Cortes transversais do intestino médio de lagarta de Spodoptera frugiperda de quarto
instar. A e B - lagartas alimentadas com milho, C e D - lagartas alimentadas com algodao néo-Bt,
E e F - lagartas alimentadas com algoddo Bt. Lumen (L), microvilosidades (M), tecido epitelial
(Te), nucleo (N), células caliciformes (CCa), células colunares (Cc), o musculo circular (Mc),
masculo longitudinal (MI), matriz peritréfica (ponta seta) , célula regenerativa (setas). Coloracdo

azul de toluidina.
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Figura 2. Cortes transversais do intestino médio de lagarta de Spodoptera frugiperda de quarto
instar. A e B - lagartas alimentadas com milho + Bta, C e D - lagartas alimentadas com algodao
ndo-Bt + Bta, E e F - lagartas alimentadas com algoddo Bt + Bta. Lamen (L), microvilosidades
(M), nacleo (n), células caliciformes (CCa), células colunares (Cc), tecido muscular circular
(Mc), tecido muscular longitudinal (MI), matriz peritréfica (ponta de seta), células regenerativas

(setas), afastamento entre as células (Ac) e vactolos (*). Coloracédo azul de toluidina.
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Figura 3. Contagem total (média + EP) dos hemdcitos de lagartas de quarto instar de Spodoptera
frugiperda alimentadas com milhlo, algoddo ndo-Bt e Bt, tratadas com formulacdes de Bacillus
thuringiensis var. azawai (Bta) Xentari®. Barras seguidas por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey HSD nivel de 0,05% de significancia. n= 10 larvas /

tratamento.
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Figura 4. Comparacdo entre as concentracdes (= EP) de nitrito em pool de hemolinfa de
Spodoptera frugiperda de quarto instar alimentadas com milho, algoddo ndo Bt, algoddo Bt e
tratadas com a formulagdo de Bacillus thuringiensis (Bta) Xentari®. Barras seguidas por letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey HSD nivel de 0,05% de significancia. n

=10 larvas / tratamento.
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Figura 5. Atividade da fenoloxidase [medida de densidade éptica (DO) a 490 nm na hemolinfa de
lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com milho, o algodao néo Bt, Bt e tratadas com a

formulacdo de Bacillus thuringiensis (Bta) Xentari® como uma funcéo do tempo (n = 10 larvas).
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Figura 6. Proteina total (média £ EP) na hemolinfa de Spodoptera frugiperda de lagartas de

quarto instar alimentadas com milho, algoddo ndo-Bt, Bt e tratadas com a formulacdo de Bacillus

thuringiensis (Bta) Xentari®. Barras seguidas por letras diferentes diferem significativamente

pelo teste de Tukey HSD nivel de 0,05% de significancia. n= 10 larvas / tratamento.
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CAPITULO 3
ULTRA-ESTRUTURA E HISTOQUIMICA DAS CELULAS DIGESTIVAS DE Podisus
nigrispinus (DALLAS) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) ALIMENTADOS COM PRESAS

CRIADAS EM ALGODAO-BT
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! Cunha, F.M., F.H. Caetano, V. Wanderley-Teixeira, A.A.C. Teixeira & L.C. Alves. Ultra-
estrutura e histoquimica das células digestivas de Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera:
Pentatomidae) alimentados com presas criadas em algod&do-Bt. A ser submetido a Micron.
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RESUMO - O transporte de proteinas Bt do corpo da presa/hospedeiro aos predadores e
parasitdides tem sido investigado como rota de impacto em insetos ndo-alvos das plantas Bt. Esta
pesquisa objetivou analisar a ultra-estrutura e histoquimica das células digestivas da regiao
mediana do intestino médio de Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae)
alimentados, desde o segundo instar, com Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) criadas em algodao Bt, variedade Acala 90B e sua isolinha ndo-Bt Acala 90. Para
analise da ultra-estrutura celular, fragmentos dos intestinos médios de adultos de P. nigrispinus
com 24h de idade foram fixados em glutaraldeido a 2,5%, incluidos em resina
EMBED®812/Araldite e analisados através de microscopia eletrdnica. Para a analise histoquimica
utilizou-se Azul de Bromofenol; P.A.S — Acido Periédico de Schiff; von Kossa; Alcian Blue pH
2,5 e Sudan Black. No presente estudo conclui-se que a toxina CrylAc do algoddo Bt ingerida
por S. frugiperda promove uma desorganiza¢do da matriz perimicrovilar de P. nigrispinus
(terceiro nivel trofico) ocasionado assim alteragcdes ultra-estruturais nas células digestivas como
alongamento das microvilosidades, presenca de esferocristais e granulos de elétron-densidades
diferentes, além de alterar o padrdo de distribuicdo de glicogénio, lipidios e célcio dessas células

da regido mediana do intestino médio.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis, predador, morfologia, planta transgénica, intestino

médio
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ULTRA-STRUCTURE AND HISTOCHEMISTRY OF DIGESTIVE CELLS OF Podisus
nigrispinus (DALLAS) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) FED WITH PREY REARED ON
Bt-COTTON

ABSTRACT - The transport of Bt proteins from the body of the prey/host to predators and
parasitoids has been investigated as a route of impact on non-target insects of Bt crops. This
research aimed to analyze the ultrastructure and histochemistry of digestive cells in the median
region of the midgut of Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) fed, since its
second instar, with Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) reared on Bt
cotton variety Acala90 B and its non-Bt isoline Acala 90. For the analysis of cell ultra-structure,
fragments of the midgut of P. nigrispinus were fixed in 2.5% glutaraldehyde, embedded in
EMBED@812/Araldite resin and analyzed at the Laboratory of Electron Microscopy, UNESP -Rio
Claro/SP, Brazil. For the histochemistry analysis, Bromophenol Blue, PAS - Periodic Acid Schiff
von Kossa, Alcian Blue pH 2.5 and Sudan Black were used. In the present study we conclude that
CrylAc toxin of Bt cotton ingested by S. frugiperda promotes a disorganization in the
perimicrovillar matrix of P. nigrispinus (third trophic level), thus generating ultrastructural
changes in the digestive cells, as elongation of microvilli, presence of spherocrystals and granules
of different electron densities, in addition to alters the distribution pattern of glycogen, lipids and

calcium of these cells in the median region of the midgut.

KEY WORDS: Bacillus thuringiensis, predator, morphology, transgenic plant, histology
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Introducéo

Dentre os metodos adotados para o controle de insetos podemos destacar a utilizacdo de
plantas geneticamente modificadas (GM) que expressam toxinas inseticidas do Bacillus
thuringiensis Berliner (James 2009). Essas plantas sdo consideradas uma das mais bem sucedidas
aplicacdes biotecnoldgicas. B. thuringiensis € uma bactéria gram-positiva que produz, durante
sua fase de esporulacdo, proteinas cristalinas (delta-endotoxinas), denominadas de Cry toxinas ou
proteinas Cry (Estela et al. 2004). O algodao Bt (Bollgard 1) comercialmente cultivado no Brasil
expressa a proteina CrylAc (Ali et al. 2006).

Uma vez presente no trato digestivo dos insetos suscetiveis, as proteinas Cry associam-se a
receptores especificos de ligacdo nas microvilosidades apicais das células digestivas do intestino
médio, causando lise osmotica por meio de poros na membrana, ruptura da integridade intestinal
e, consequentemente, morte do inseto (Cavados et al. 2004, Ruiz et al. 2004, Oestergaard et al.
2007, Sousa et al. 2010).

Estudos demonstraram que apenas insetos mastigadores, além de tripes e acaros (Torres &
Ruberson 2006b), sdo capazes de adquirir a proteina CrylAc de plantas, ndo fazendo parte desse
grupo as pragas sugadoras (Raps et al. 2001; Torres et al. 2006b). No entanto, o transporte de
proteinas Bt do corpo da presa/hospedeiro aos predadores e parasitoides tem sido investigado
como um potencial rota de impacto em insetos ndo-alvos das plantas Bt (Head et al. 2001; Bernal
et al. 2002; Dutton et al. 2003; Torres & Ruberson 2008), em especial no caso de inimigos
naturais que ndo estdo exposto a toxina presente na planta mas passam a ter contato com a toxina
atraves da sua presa.

No algodoeiro é possivel que espécies moderadamente ou néo suscetiveis a CrylAc possam

adquirir essa toxina e expd-la ao terceiro nivel trofico (Torres et al. 2006b). Assim, espécies de
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lepidopteros comuns em lavouras de algoddo, como por exemplo, as dos géneros Spodoptera e
Pseudoplusia, podem indiretamente expor os predadores a toxina CrylAc.

O ecossistema do algodoeiro suporta um complexo significativo de artropodes pragas e
inimigos naturais, onde os percevejos sdo reconhecidos como importantes inimigos naturais de
pragas-chave e secundarias (Lopez et al. 1996). O percevejo predador Podisus nigrispinus
(Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) é uma espécie de habito alimentar generalista, alimentando-
se primariamente de larvas e lagartas, sendo constatado como predador natural de 34 diferentes
espécies de insetos de importancia econémica (Torres et al. 2006a).

O intestino médio dos hemipteros apresentam variacdoes morfoldgicas e funcionais, em
decorréncia da variacdo dos habitos alimentares desses insetos. Guedes et al. (2007) relataram
que o intestino médio de um Hemiptera zoofitéfago € dividido em uma regido anterior dilatada,
uma mediana tubular e uma posterior também dilatada. A regido anterior esta envolvida com
transporte de ions e agua, mantendo o equilibrio eletrolitico, além da digestdo dos carboidratos e
representa um importante local para o armazenamento de lipidios. O processo da digestdo e
secrecdo de enzima é mais observada nas regibes mediana e posterior.

Nas interacOes inseto/algoddo Bt, surgem questdes sobre de que maneira 0s inimigos
naturais poderiam ser afetados através dessa relacdo com suas presas ou hospedeiros. Dentro
deste contexto, a pesquisa objetivou analisar a ultra-estrutura e histoquimica das células
digestivas da regido mediana do intestino médio de P. nigrispinus alimentados com Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) criadas em algoddo Bt, bem como a
distribuicdo dos produtos de secrecdo como compostos protéicos, glicogénio, calcio,

glicosaminoglicanas carboxiladas e lipidios.
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Material e Métodos

Obtencdo dos Insetos. Ninfas de P. nigrispinus foram obtidas da criacdo do Laboratério de
Controle Bioldgico do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Recife, PE.

Obtencdo da Planta e Quantificacdo de Toxina CrylAc. O algoddo Bt variedade Acala 90B
(Bollgard 1) e sua isolinha ndo-Bt Acala 90 foram utilizados neste estudo. Plantas das duas
variedades foram cultivadas simultaneamente no campo experimental do Departamento de
Agronomia da UFRPE a partir de sementes doadas pela Monsanto do Brasil Ltda (Sdo Paulo,
SP).

Os niveis de toxinas CrylAc nas folhas de algodao Bt oferecidas as lagartas nos bioensaios
foram quantificados por Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) no Laboratério de
Controle Biologico, utilizando o Kit PathoScreenl (Agdia Inc., Elkhart, IN), que contém
anticorpos contra o Bt -CrylAc/CrylAb e peroxidase conjugada, seguindo o procedimento de
Torres et al. (2006b). Absorbancia foi lida usando um leitor de placas ELx800™ (Biotek
Instruments Inc.) com um filtro de 450 nm ap0os paralizacdo da reacdo com acido sulfurico a 1M.
Criacdo de S. frugiperda. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda obtidas da criacdo estoque
do Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE
mantidas a temperatura de 27 + 0,5°C, umidade relativa de 70-80%, fotofase de 12h e
alimentadas com folhas de algoddo variedade Acala 90B e sua isolinha ndo-Bt Acala 90.
Bioensaio. Ninfas de P. nigrispinus com 24 h de idade foram divididas em dois grupos de 100
insetos cada. O grupo tratamento foi caracterizado por ninfas que se alimentaram de lagartas de S.
frugiperda do terceiro e quarto instar criadas em folhas de algod&o Bt e o grupo controle, ninfas
alimentadas com lagartas nos mesmos instares criadas em algoddo nao-Bt. A criacdo das ninfas

foi realizado em recipientes plésticos de 1 L forrados com papel toalha. Agua foi disponibilizada
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através de pequenos tubos de ensaio tampado com algoddo umidecido. Todo o experimento foi
conduzido em camara climatizada a 27 = 0,5°C, fotoperiodo de 12 h e umidade relativa de 70-
80%.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). As regifes medianas dos intestinos médios de
adultos com 24h de idade de P. nigrispinus foram fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5%
(tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2) por 24 h e em seguida levados ao Laboratdrio de Imunopatologia
Keiso Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. Os fragmentos foram submetidos
a trés lavagens de 10 minutos cada com o mesmo tampéo e pds-fixado em tetroxido de 6smio

(Os04) a 2% em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 1h. A desidratacdo foi realizada em banhos

crescentes de acetona por 10 minutos cada. Apds o processo de desidratacdo os intestinos foram
embebidos em resina EMBED812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington,
PA). Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo (UReichert Ultracut), contrastados
em acetato de uranila e citrato de chumbo. A analise do material foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica da UNESP campus — Rio Claro/SP em microscopio eletronico CM 100
Phillips em 80 kV.

Coleta da Regido Mediana do Intestino Médio para Microscopia de Luz. Adultos de P.
nigrispinus com 24 h de idade foram imobilizados a 4°C e dissecados sob estereomicroscopio
(marca QUIMIS - modelo 1069) para a retirada da regido mediana do intestino medio em
seguida foram fixados em formol 10% em tamp&o com Mollinig-Carson (0.1 M, pH 7.2) por 24
h. A desidratacéo foi realizada em banhos com gradiente crescente de etanol (70-95%) durante
10 minutos e embebidos com historesina Leica® por 24 h. Cortes de 4 pm, obtidos em
micrétomo Leica® RM 2245 foram corados pelo Azul de Toluidina (Junqueira & Junqueira,

1983).
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Histoquimica. Para a deteccdo de compostos protéicos foi utilizado o Azul de Bromofenol
(Pearse, 1960); o P.A.S — Acido Periédico de Schiff (Junqueira & Junqueira, 1983) para
glicogénio; von Kossa para calcio (Junqueira & Junqueira, 1983); Alcian Blue pH 2,5 para
glicosaminoglicanas carboxiladas (Junqueira & Junqueira, 1983) e Sudan Black para lipidios
(Junqueira & Junqueira, 1983). Todas as laminas foram examinadas com fotomicroscopio

Leica®. As imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software Leica Image Manager 50.

Resultados e Discussao

A parede mediana do intestino médio de P. nigrispinus, em ambos os tratamentos, mostrou-
se constituida por epitélio simples com dois tipos de células: digestiva e regenerativa e por duas
camadas musculares, uma circular interna e uma longitudinal externa (Figs. 1A e B),
caracteristicas estas ja relatadas para outros insetos da ordem Hemiptera para essa regido
(Azevedo et al. 2009, Laguardia et al. 2010).

Histoquimicamente, de modo geral, algumas células digestivas do grupo controle e
tratamento demonstraram uma leve reacdo positiva para glicosaminoglicanas carboxiladas na
regido apical das células digestivas (Figs. 1C e D). A distribui¢cdo dos compostos protéicos nas
células digestivas predominou na regido basal em ambos os tratamentos (Figs. 1E e F).

As células digestivas do grupo controle exibiram um padrdo de distribuicdo para
glicogénio, lipidios e ions de calcio uniforme por todo o citoplasma (Figs. 2A, C e E). Houve
uma alteracdo na distribuicdo de glicogénio, lipidios e célcio nas células digestivas dos insetos
alimentados com presas criadas em algoddo Bt onde se verificou um maior acimulo de
glicogénio na regido apical e de lipidios na regido basal na maioria das celulas (Figs. 2B e D). No

entanto, evidenciou-se menor reacdo para os ions de calcio quando comparado com as células do
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controle (Fig. 2F). A presenca da toxina parece estimular a liberacdo das reservas energéticas
dessas células em resposta a reparacao ou processo de defesa.

Ultra-estruturalmente as células digestivas caracterizaram-se pela presenca de
microvilosidades, vesiculas de secrecdo e goticulas de lipidios na regido apical, nucleo central
com nucléolo evidente e cromatina descondensada, e algumas pequenas areas, com cromatina
condensada (Fig. 3A). Na regido basal verificou-se a presenca do labirinto basal associado a
mitocondrias, além de uma rica rede traqueal associada as camadas musculares do intestino
médio (Fig. 3B) (Guedes et al. 2007, Azevedo et al. 2009, Laguardia et al. 2010).

Uma caracteristica da regido do intestino médio em insetos da ordem Hemiptera é a
presenca da matriz perimicrovilar, observada em ambos os tratamentos, a qual desempenha
funcdo semelhante a da matriz peritréfica, agindo como uma barreira mecéanica e de protecéo
contra toxinas e substancias quimicas prejudiciais ao inseto (Albugquerque-Cunha et al. 2004,
Terra et al. 2006, Alves et al. 2007). Segundo Terra (1988, 1990) e Ferreira et al. (1988) essa
matriz reveste as microvilosidades das células intestinais dos hemipteras limitando um espaco
fechado, denominado de espaco perimicrovilar. Nos insetos do tratamento controle a matriz
apresentou-se integra com distribuicdo uniforme sobre a superficie apical das células que
apresentaram microvilosidades curtas e espacadas seguindo um padrdo tipico descrito na
literatura (Fig. 3C) (Guedes et al. 2007). Entretanto, nos insetos alimentados com presas criadas
em algodao Bt evidenciou-se desorganizacdo dessa matriz, além de microvilosidades alongadas e
justapostas com acumulo de material elétron-denso no seu interior (Fig. 3D). O alongamento das
microvilosidades pode ter sido um reflexo da desorganizacdo da matriz perimicrovilar e
consequentemente ocasionando uma alteracdo no padréo de distribuicdo do glicogénio, lipidios e

calcio.
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As ceélulas digestivas dos insetos alimentados com presas criadas em algoddo Bt
apresentaram esferocristais, polimorfismo mitocondrial, vesiculas de tamanhos variados contendo
no seu interior material elétron-denso e elétron-luscente. Algumas delas constituidas por dupla
membrana, além de granulos de glicogénio (com predominio na regido apical conforme
visualizado pela histoquimica) e goticulas de lipidio (Figs. 3E e 3F).

Pesquisas analisando o intestino médio de populaces resistentes de Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) a formulacdes a base de Bt também evidenciaram a presenca de
esferites (dados nao publicados). Os esferites ou esferocristais sdo relatados como granulos
associados com o processo de transporte rapido de fluidos, excrecdo de metais pesados, materiais
organicos e inorganicos, excrecdo de ions, detoxificacdo celular e parasitismo (Cruz-Landim
2000, Hazelton et al. 2001, Lipovsek et al. 2002, 2004, 2008, Pinheiro et al. 2008). Os achados
na presente pesquisa sugerem que a presenca dos esferocristais pode estar relacionada com o
transporte de ions célcio para o Iimen e, consequentemente, reducdo desse ion no citoplasma
promovendo assim uma protecao contra a toxina.

As vesiculas com dupla membrana que brotam do aparelho de Golgi de acordo com Silva et
al. (1995) e Silva et al. (1996) podem se dirigir para o apice da célula fusionando-se com a
membrana apical para formacdo da matriz perimicrovilar, o que pode justificar a presenca dessas
vesiculas nas células digestivas dos insetos que entraram em contato com a toxina, visto que se
observou a desorganizacdo dessa estrutura. Ja a presenca de vesiculas com eletrondensidades
diferentes e a presenca de polimorfismo mitocondrial sdo estruturas comuns nas celulas
digestivas dos insetos. De acordo com Habib et al. (2008) e Laguardia et al. (2010) as vesiculas
eletrondensas estdo associadas com a secrecgdo, e as vesiculas elétron-luscente, com a absorcéo,
enguanto a variacdo no tamanho e forma das mitocéndrias € uma ocorréncia comum nas celulas

secretoras dos insetos em geral (Abdalla & Cruz-Landim 2001, 2004).
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No presente estudo conclui-se que a toxina CrylAc do algoddo Bt ingerida por S.
frugiperda promove uma desorganizacdo da matriz perimicrovilar de P. nigrispinus (terceiro
nivel trofico) ocasionado assim alteracOes ultra-estruturais nas células digestivas como
alongamento das microvilosidades, presenca de esferocristais e granulos de elétron-densidades
diferentes, além de alterar o padrdo de distribuicdo de glicogénio, lipidios e calcio dessas células

da regido mediana do intestino médio.
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Figura 1. Microscopia de luz da regido mediana do intestino médio de Podisus nigrispinus do
grupo controle (A) e tratado (B). Azul de Toluidina. Leve reacdo positiva para
glicosaminoglicanas carboxiladas na regido apical das células para ambos os grupos controle (C)
e tratado (D). Alcian Blue. Compostos proteicos na regido basal das células digestivas no grupo
controle e tratado (E e F, respectivamente). Azul de Bromofenol. Ep — epitélio simples, cd —
célula digestiva, Seta longa — célula regenerativa, Seta curta — masculo longitudinal, Estrela—
masculo circular, L — Lamen, Asteriscos — compostos protéicos. Barra = 100um.
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Figura 2. Microscopia de luz da regido mediana do intestino médio de Podisus nigrispinus. (A)
grupo controle exibindo distribuicdo uniforme de granulos de glicogénio e (B) grupo tratado
mostrando predominio de glicogénio na regido apical. (P.A.S.). (C) distribui¢cdo uniforme de
lipidios nas células digestivas do grupo controle e (D) evidenciar maior concentragdo de lipidios
na regido basal (Sudan Black) e (D) ions Calcio (von Kossa) por todo o citoplasma. Nos
intestinos dos percevejos do grupo tratamento, observa-se maior acumulo de glicogénio na regido
basal (B), s (E) e leve reacdo para ions Célcio (F). L — Lamen, Ponta de setas — glicogénio, Setas
tracejadas — goticulas de lipidios, ic — ions de calcio. Barra = 100um.
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Figura 3. Eletromicrografias de transmissdo das células digestivas de Podisus nigrispinus do
grupo controle: (A) Regido apical. (B) Regido basal e em detalhe o labirinto basal. (C)
Microvilosidades e membrana perimicrovilar. D a G - Ultra-estrutura das células digestivas de
Podisus nigrispinus alimentados com presas criadas em algoddo Bt: (D) Regido apical com
microvilos longos e justapostos, note a desorganizacdo da membrana perimicrovilar. (E)
Polimorfismo mitocondrial e vesiculas com dupla membrana. (F) Vesiculas com elétron-
densidade diferentes. (G) Esferocristais. L — lipidio; N — ndcleo; Estrela- nucléolo; Seta longa —
microvilos; Seta curta — vesicula de secrecéo; T- traqueiola; Seta tracejada — mitocéndrias; Ponta
de seta — membrana perimicrovilar; Setas amarelas — material elétron-denso; Asteriscos —
vesicula com dupla membrana, vd - vesicula elétron-densa, vl — vesicula elétron-luscente, Es —
esferocristais.
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RESUMO - No ecossistema do algoddo € possivel que espécies moderadamente ou nao
suscetiveis a CrylAc, como as dos géneros Spodoptera e Pseudoplusia, possam adquirir essa
toxina e expd-la ao terceiro nivel tréfico (predadores). Assim, testamos a hipotese de que o
consumo de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com
algoddo Bt pode levar a alteracdes nos parametros humorais, hemograma e ultra-estrutura dos
hemacitos de Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae). Ninfas do predador foram
alimentadas até a fase adulta com lagartas de S. frugiperda criadas em algodao Bt e sua isolinha
ndo-Bt. Os niveis de toxinas CrylAc nas folhas de algoddo Bt, dosagem de Oxido nitrico,
atividade da fenoloxidase e proteinas totais foram quantificados por ELISA. Foi realizado a
contagem total e diferencial dos hemdcitos. Para ultra-estrutura os pellets de hemolinfa foram
fixadas em glutaraldeido a 2,5%, incluidos em resina EMBED812/Araldite e analisados em
Microscopia Eletrénica. Conclui-se que embora o0s granulécitos e plasmatécitos tenham
apresentado discretas alteraces ultra-estruturais, os parametros humorais e 0 hemograma de P.
nigrispinus ndo sdo afetados quando criados com a presa S. frugiperda alimentadas diariamente

com folhas de algod&o Bt, ndo afetando dessa forma a relacao tritrofica.

PALAVRAS-CHAVE: Predador, planta transgénica, Bacillus thuringiensis, morfologia,

imunidade
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INSECT INTERACTIONS /BT COTTON ON IMMUNOLOGICAL PARAMETERS AND
ULTRA-STRUCTURE OF Podisus nigrispinus HEMOCYTES (DALLAS) (HEMIPTERA:

PENTATOMIDADE)

ABSTRACT - In the cotton ecossytem it is possible that species moderately or non-susceptible to
CrylAc, as the gender Spodoptera and Pseudoplusia, can acquire this toxin and expose it to the
third trophic level (predators). Therefore, we tested the hypothesis that the prey consumption of
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) feeded with Bt cotton can take to
alterations in humoral parameters, hemogram and ultrastructure of hemocytes of Podisus
nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), a generalist predator native from Brazil. The
experiment was conducted in climatized chamber in photoperiods of 12 h, 27 + 0,5°C and
relativity humidity of 70-80%. Ninphs of predator were feeded with armyworms of S. frugiperda
raised in Bt cotton and its isoline non-Bt. The level of toxins CrylAc in leafs of cotton Bt,
measurement of nitric oxide, activity of phenoloxidase and total proteins were quantificated by
ELISA. It was realized a total and differential count of hemocytes. For ultrastructure the pellets
of hemolymph were fixed in Glutaraldehyde to 2,5%, included in resin EMBED812/Araldite and
analyzed in the laboratory of electron microscopy of UNESP — Rio Claro/SP. We conclude that
although the granulocytes and plasmatocytes have made discrete ultrastructural changes, humoral
parameters and hemogram of the P. nigrispinus are not affected when reared with prey S.
frugiperda fed daily with leaves of Bt-cotton, thus not affecting the tritrophic relationship

established.

KEY WORDS: Predator, transgenic plant, Bacillus thuringiensis, morphology immunity
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Introducéo

No Brasil o algoddo Bollgard® | expressando a toxina CrylAc, da bactéria Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Bt), foi o primeiro evento transgénico liberado para o controle de insetos
pragas, tendo como principais alvos, lepidopteros como Heliothis virescens (Fabricius),
Pectinophora gossypiella (Saunders) e Alabama argillacea (Hubner) (Estela et al. 2004, Ali et al.
2006). A introducdo de genes de Bt codificadores de proteinas toxicas (6 -endotoxinas) no
genoma dos vegetais permite a expressdo continua destas proteinas em todos os tecidos da planta,
atingindo os insetos-praga suscetiveis que se alimentam dos seus tecidos (Boborowski et al.
2003). Uma vez presente no trato digestivo dos insetos suscetiveis, as proteinas toxicas associam-
se a receptores especificos de ligacdo nas microvilosidades apicais das células do intestino médio
(meséntero) dos insetos, causando lise osmotica por meio da formacdo de poros na membrana,
ruptura da integridade intestinal e conseqgiiente morte do inseto (Fiuza et al. 1996, Schnepf et al.

1998).

Diante de todos os processos de testes pelos quais sdo submetidas previamente as culturas
transgénicas, como medida de availiacdo do seu potencial impacto sobre o ambiente, 0s seus
efeitos sobre os niveis tréficos da comunidade dos organismos nao-alvo, como por exemplo, 0s
predadores, devem ser considerados, pelo fato de alimentarem-se da prépria planta ou de presas
alvos das plantas Bt, que constituem rotas naturais de exposi¢do a toxina (Jepson et al. 1994,.
Schuler et al. 1999, Garcia-Alonso et al. 2006). Alem disso, no ecossistema de algoddo, é
possivel que espécies moderadamente ou nédo suscetiveis ao CrylAc, como por exemplo, as dos
géneros Spodoptera e Pseudoplusia, possam adquirir essa toxina e expo-la ao terceiro nivel

trofico (Stewart et al. 2001), transmitindo a toxina para seus predadores.
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Durante os primeiros anos de analise dos possiveis impactos gerados pelas culturas Bt, 0s
testes demonstram a existéncia de efeitos adversos sobre predadores, onde parametros
relacionado ao seu desenvolvimento e longevidade foram afetados (Ponsard et al. 2002). No
entanto, estudos mais recentes tem demonstrado que esses efeitos, observados sobre estes
organismos nédo-alvo, estdo ligados a reducédo da qualidade da presa, alimentada com tecidos da
planta Bt, e ndo do efeito direto do gene produtor da toxina (Romeis et al. 2004, Torres &
Ruberson, 2006).

A avaliacdo dos efeitos das toxinas Cry nas relacdes tritréficas tem se destinado em sua
maioria na analise sobre o desempenho e fisiologia digestiva (Alvarez-Alfageme et al. 2009,
Lawo et al. 2010, Garcia et al. 2010), e poucos trabalhos tem mostrado se o sistema de defesa dos
predadores é afetado pela toxina Bt. Assim, uma lacuna para avaliagdo dos possiveis efeitos
dessas toxinas Cry sobre os parametros imunoldgicos celular e humoral desses predadores, em
especial aquela produzida pela primeira geracdo de algoddo Bt (CrylAc), liberada no Brasil fica
em aberto.

O presente trabalho teve como objetivo testar a hipotese de que consumo de presas de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com algoddo Bt pode
levar a alteracBes qualitativa, quantitativas e ultra-estrutural dos hemdcitos, bem como afetar a
atividade da fenoloxidase, producdo de Oxido nitrico e quantidade de proteinas totais do
percevejo Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), um predador de habito
alimentar generalista, alimentando-se primariamente de larvas e coledpteros, sendo constatado
como predador natural de mais de 34 diferentes espécies de insetos de importancia econémica

(Torres et al. 2006).
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Materiais e Métodos
Obtencdo dos Insetos. Ninfas de P. nigrispinus foram obtidas da criacdo do Laboratério de
Controle Bioldgico do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Recife, PE.
Obtencdo da Planta e Quantificacdo da Toxina CrylAc. O algoddo Bollgard®l variedade
Acala 90B e sua isolinha ndo bt Acala 90 foram utilizadas neste estudo. Essa variedade de

algodéo Bollgard™

é geneticamente modificado com o gene para a producdo da toxina CrylAc.
Plantas das duas variedades foram cultivadas simultaneamente no campo experimental do
Departamento de Agronomia da UFRPE a partir de sementes doadas pela Monsanto do Brasil
Ltda (Sao Paulo, SP).

Os niveis de toxinas CrylAc nas folhas de algodao Bt oferecidas as lagartas nos bioensaios
foram quantificadas por Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) no Laboratério de
Controle Biologico da UFRPE, utilizando o Kit PathoScree (Agdia Inc., Elkhart, IN). Quinze
amostras de folhas (cada uma com cerca de 0,027g) foram analisados seguindo o procedimento
de Torres et al. (2006). Absorbancia foi lida usando um leitor de placas ELx800™ (Biotek
Instruments Inc.) com um filtro de 450 nm.

Criacdo de S. frugiperda. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda obtidas da criacdo estoque
do Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE
mantidas a temperatura de 27 = 0,5°C, umidade relativa de 70-80% e fotofase de 12h, e
alimentadas com folhas de algod&o Bt e néo Bt.

Bioensaio. Ninfas de segundo instar de P. nigrispinus foram divididas em dois grupos de 100
insetos cada. O grupo tratamento foi caracterizado por ninfas criadas até a fase adulta com

lagartas de S. frugiperda do terceiro e quarto instar, previamente alimentadas em folhas de

algodéo Bt e o grupo controle, com lagartas provenientes do algodao ndo Bt. Apés 24h de atingir

74



a fase adulta os percevejos foram imobilizados a baixa temperatura (4°C) para coleta da
hemolinfa para a analise da contagem total e diferencial dos hemacitos, quantificacdo dos niveis
de oOxido nitrico, proteinas totais e atividade da fenoloxidase, bem como a ultra-estrutura dos
hemacitos. O acondicionamento dos insetos foi realizado em recipientes plasticos de 1 L forrados
com papel toalha. Agua foi disponibilizada através de pequenos tubos de ensaio tamponados com
algoddo. Todo o experimento foi conduzido em camara climatizada a 27 + 0,5°C com fotoperiodo
de 12h e umidade relativa de 70-80%.

Contagem Total e Diferencial dos Hemadcitos. Amostras da hemolinfa foram coletadas com
microcapilares de vidro através da regido do escutelo dos percevejos. Um pool 10 uL de
hemolinfa foi misturada com 10 uL de meio Schneider para cultura de células dentro de um
eppendorf de 1 mL que foi caracterizado como uma repeticdo sendo realizado 10 repeticdes para
cada tratamento. Logo apds, as amostras foram transferidas para camara de Neubauer e o nimero
de hemdcitos por microlitro de hemolinfa foi determinado. A contagem diferencial foi realizada
através de esfregacos de células coradas pelo Giemsa, em microscopia de luz. O percentual dos
tipos de células presentes na hemolinfa de cada tratamento foi determinado, a partir de 10
repeticdes, dos quais 300 células foram contadas para cada individuo, seguindo os métodos de
Falleiros et al. (2003) e Cunha et al. (2009). Os dados obtidos foram submetidos ao Test-t,
empregando-se 0 PROC TTest do programa estatistico SAS (SAS Institute 2001).

Dosagem de Oxido Nitrico. A producdo de 6xido nitrico na hemolinfa de P. nigrispinus foi
determinada para os dois grupos usando o reagente de Griess (Green et al. 1981), sendo avaliada
pela concentracdo do fon nitrito (NO*). Um pool de 50uL de hemolinfa foi adicionado em 70pL
de sulfanilamida (1%) em acido fosfdrico (H3PO,4) (5%) foi caracterizado com uma repeticéo,

sendo realizadas 10 repeticbes para cada tratamento. As concentragdes do NO? foram obtidas
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apos 15 minutos de incubacdo em temperatura ambiente através 50ulL de cada amostra
(hemolinfa/sulfanilamida) mais 50uL de NEED (dihidroclorito de naftiletilenoamina) a 0,1%
(Faraldo et al. 2005). A leitura da absorbancia foi realizada em leitora de microplacas (ELx800 -
Biotek®) com filtro 562nm e do programa Gen5 Elisa (Biotek®). A curva padrdo foi realizada
com concentracdes crescentes de nitrito de sédio 0,8-200uM. A quantidade de nitrito nas
amostras foi correlacionada aos valores de absorbéancia obtidos na curva padrdo. Os dados
obtidos foram submetidos ao Test-t, empregando-se 0 PROC TTest do programa estatistico SAS
(SAS Institute 2001).

Atividade da Fenoloxidase e Concentracdo Protéica na Hemolinfa. Um pool de 20 uL de
hemolinfa por tratamento foram diluidos em 150 uL de tampédo fosfato de sddio a 0,1 M, e
mantida a -20 °C até serem utilizadas. Triplicatas de 50 uL da mistura hemolinfa/tamp&o foram
transferidos para placas de 96 pocos. A ativacdo da enzima foi realizada utilizando-se 50 uL de
L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina) 4g/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Absorbancia foi
lida a 492nm com intervalos de dois minutos durante duas horas. A atividade da enzima foi
tomada durante a fase linear da reacdo dentro de 20 minutos desde a avaliacdo inicial (Faraldo et
al. 2006). Para determinar o total de proteina na hemolinfa de P. nigrispinus alimentados com
lagartas de S. frugiperda criadas com algoddo Bt e ndo Bt foi utilizado o método de Bradford
(Bradford, 1976) e albumina de soro bovino (BSA) para configurar a curva padrdo de proteina.
Os dados obtidos foram submetidos ao Test-t, empregando-se 0 PROC TTest do programa
estatistico SAS (SAS Institute 2001).

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET). Adultos de P. nigrispinus com 24h de idade
foram imobilizados a baixa temperatura (4°C) para coleta da hemolinfa através de microcapilar

de vidro e transferida para microtubos de 1,5 mL contendo solugdo fixadora de glutaraldeido a
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2,5% (tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2) por 24h, e em seguida, levados ao Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Azami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. O material
coletado foi submetido a trés lavagens de 10 minutos cada, alternadas por centrifugacdes de 5000
rpm com o mesmo tampdo. Em seguida os pellets foram submetidos a pos-fixacdo em tetroxido

de 6smio (OsO4) a 2% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 1h. A desidratacdo foi realizada em

banhos crescentes de acetona por 10 minutos cada. Ap6s o processo de desidratacdo, os pellets
foram embebidos em resina EMBED812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort
Washington, PA). Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo (UReichert Ultracut),
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo. A andlise do material foi realizada no
Laboratorio de Microscopia Eletronica da UNESP— Rio Claro/SP em microscopio eletronico CM

100 Phillips em 80 kV.

Resultados

A analise enzimatica para determinacdo da presenca de toxina Cry nas folhas do algodédo
transgénico demonstrou que os discos de folhas de algodao Bt oferecidos as lagartas de terceiro e
quarto instar de S. frugiperda tiveram uma producdo média (+ EP) 23 + 0,70 ng de CrylAc g'1
por peso de folha fresca.

Nos esfregacos da hemolinfa realizados para microscopia de luz para ambos os tratamentos,
cinco tipos de células foram identificados: granuldcitos, plasmatocitos, prohemdcitos,
adipohemocitos e oenocitoides. O hemograma revelou ndo haver diferencas estatisticas
significativas para o nimero total (Tabela 1) e diferencial (Tabela 2) desses hemacitos, embora
numericamente verificou-se um discreto aumento no nimero total dessas células em adultos de P.

nigrispinus com 24h de idade alimentados com lagartas de S. frugiperda criadas em folhas de
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algoddo Bt. Em ambos os tratamentos os granulécitos, plasmatocitos e prohemaocitos tiveram 0s
maiores percentuais em relacéo aos adipohemacitos e oenocitoides.

Ultraestruturalmente os granuldcitos exibiram ndcleo eucromatico com éareas de
heterocromatina e nucléolo bem evidente. Seu citoplasma revelou presenca de varios granulos de
elétron-densidades diferentes, mitocondrias de tamanho variado, varios ribossomos livres e
reticulo endoplasmatico rugoso (Figs 1A e B). Entretanto, foi observado diferencas nessas células
nos percevejos que foram alimentados com presas criadas no algoddo Bt como, por exemplo,
granulos mais elétron-densos e reticulo endoplasmatico rugoso mais desenvolvido (Fig 1C). Nos
plasmatdcitos foi observada grande quantidade de vesiculas claras no citoplasma em relacdo aos
plasmatdcitos dos percevejos que foram alimentados com presas criadas no algoddo nao Bt.
Embora, em ambos os tratamentos essas células apresentarem tamanho e forma variada com
nicleo acompanhado a morfologia da célula. No citoplasma evidenciou-se a presenca de
numerosos ribossomos livres, reticulo endoplasmatico rugoso e mitocéndrias (Figs. 1D, E e F).

Nenhuma alteracdo ultraestrutural foi apresentada para os prohemacitos, adipohemocitos e
oenocitoides. Os prohemdcitos exibiram pequena faixa de citoplasma em decorréncia do nucleo
volumoso. No citoplasma foi possivel evidenciar a presenca de mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e vesiculas (Fig. 2A). Os adipohemdcitos apresentaram goticulas lipidicas
de varios tamanhos com nucleo central e bastante eucromatico (Fig. 2B). Os oenocitdides
mostraram nudcleo excéntrico com citoplasma basicamente constituido por ribossomos livres,
mitocondrias e vesiculas (Figs. 2C e D).

As avaliagcbes realizadas nos pardmetros humoral da hemolinfa de P. nigrispinus
demonstraram ndo haver diferencas significativas para a quantidade de proteina total,

fenoloxidase e dxido nitrico entre os insetos alimentos com as lagartas de S. frugiperda, criadas
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com folhas de algoddo Bt em comparacédo aqueles individuos alimentados com lagartas criadas

com o algoddo nédo Bt (Tabelal).

Discussao

A quantidade média de 23 + 0,70 ng de CrylAc g'1 por peso de folha fresca expressada
pelas folhas de algoddo Bt diariamente oferecidas as lagartas de S. frugiperda néo interferiu no
seu desenvolvimento larval até o 4° instar sem aparentes efeitos deletérios, comprovando sua
tolerancia a CrylAc. Experimentos realizados por Sousa et al. (2010) com A. argillacea
empregando o mesmo cultivar de algoddao Bt, demonstraram que a ingestdo de 0,183 ng de
CrylAc foi capaz de causar danos drasticos as células intestinais das lagartas levando-as & morte
ap6s 20 minutos. Deste modo, é possivel observar a tolerancia de S. frugiperda a esta toxina e
consequente aumento na probabilidade de transferéncia de CrylAc aos predadores.

No presente estudo, embora ndo tenham contemplado uma analise completa do perfil
nutricional dos percevejos, verificou-se que ndo houve influéncia da qualidade das presas sobre
os parametros da hemolinfa de P. nigrispinus. Mesmo havendo relatos prévios da deteccdo da
toxina em predadores apo6s a ingestdo de presas alimentadas com algoddo Bt ou toxina pura
(Torres & Ruberson 2008).

Por outro lado, andlises ultraestruturais do intestino médio dos percevejos P. nigrispinus foi
possivel verificar a interacGes da proteina CrylAc sobre este 6rgdo, com consequentes efeitos,
caracterizados pela desogarnizacdo da matriz perimicrovilar, presenca de microvilosidades
alongadas e justapostas com acimulo de material elétron-denso no seu interior (Capitulo 3). Em
decorréncia dessas interacOes seria possivel justificarmos as discretas altera¢cbes na morfologia
dos granuldcitos e plasmatdcitos nos percevejos criados com presas alimentadas com algodao Bt

como uma possivel resposta a esta alteracGes promovidas pela toxina. Segundo Zhang et al.
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(2005 e 2006), a formacdo de poros para a lise celular é mais um efeito secundario dos efeitos
toxicos desencadeados pela ligacdo a caderinas (fator fundamental para a morte celular) do que
um efeito primario. A auséncia de alteracdes drasticas no intestino médio de P. nigrispinus
(Capitulo 3) provavelmente ndo promoveu o disparo de gatilhos imunoldgicos suficientes para
ocasionar mudangas no hemograma e nos parametros humorais desse predador (Rahman et al.
2004).

Os tipos e as caracteristicas morfologicas dos hemadcitos observados na hemolinfa de P.
nigrispinus seguiram padrdes de similaridade aos aspectos daqueles observados por Borges et al.
(2008) para o Hemiptera Rhodnius prolixus (Stal). No entanto, Berger & Slavi¢kova (2008)
descreveram apenas quatro tipos de hemdcitos na hemolinfa de Phyrrocoris apterus (L.) como
sendo plasmatdcitos, granuldcitos, prohemocitos e esferuldcitos. Ao avaliarmos com mais
detalhes as caracteristicas ultraestruturais desse ultimo tipo celular, caracterizado pelos autores
como ceélulas exibindo uma morfologia variando de arredondadas a ovais, contendo grande
nacleo com nucléolo disposto algumas vezes de forma excéntrica no citoplasma onde se
encontram vesiculas grandes preenchidas com material elétron-lucente nos levam a pensar que
estas estdo mais proximas aos adipohemdcitos encontrados em nossas preparacGes do que 0S
esferulécitos. Uma vez, que estas células sdo identificadas principalmente por apresentarem de
maneira muito marcante em suas esférulas estruturas elétron-densas dispostas geralmente em seu
centro (Brehélin et al. 1978, Brayner et al. 2005).

Conclui-se que embora os granuldcitos e plasmatdcitos tenham apresentado discretas
alteracdes ultra-estruturais, os parametros humorais e 0 hemograma de P. nigrispinus ndo séo
afetados quando criados com a presa S. frugiperda alimentadas diariamente com folhas de

algodéo Bt, ndo afetando dessa forma a relacéo tritrofica.
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Tabela 1. Media (£ EP) dos percentuais dos tipos de hemdcitos em adultos de Podisus
nigrispinus criados durante todo o periodo ninfal com lagartas de Spodoptera frugiperda de

terceiro e quarto instar alimentadas com folhas de algodédo Bt (Bt) e algoddo ndo Bt (NBt).

Parametro n NBt Bt t-estatistica:"®
(%)

Granulocito 5 48,6 + 1,53 49,8 +1,28 0,607

Plasmatécito 5 31,0 + 1,00 29,2+0,73 -1,4501%%0

Prohemdcito 5 15,6 + 3,04 16,0+ 1,76 2,99%%1%

Adipohemécito 5 300,83 2,8+0,37 -0,2208%%

Oenocitoide 5 1,8+0,37 2,2+0,58 0,58"°7%

Wy/alor do teste de t a 0,05% de probabilidade.
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Tabela 2. Média (£ EP) dos parametros imunologicos de adultos de Podisus nigrispinus
criados durante todo o periodo ninfal com lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro e quarto

instar alimentadas com folhas de algodédo Bt (Bt) e algoddo ndo Bt (NBt).

Parametro n NBt Bt t-estatistica”
THC (uL)® 10 30x10°:028 38x10°:048  -171%1%
Oxido Nitrico (umol) 10 23,7+5,70 24,3 +5,09 0,25%80%
Proteina Total (ug/pL) 10 22+091 2,0 +1,40 -0,730473
Fenoloxidase (OD/min) 10 0,12 +0,01 0,13+ 0,03 -0,05%%74

Wy/alor de P do teste t; “’ THC — Contagem total de hemdcitos.
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Figura 1. Ultraestrutura dos hemdcitos de adultos de Podisus nigrispinus. Em (A e B)
granuldcito; (C) granuldcito do tratamento com Bt, (D-E) plasmatécito e (F) plasmatécito do

tratamento com Bt. Nucleo (N), nucléolo (*), reticulo endoplasmatico rugoso (R.E.R), granulos
(9), mitocéndria (M), vesiculas (v) e ribossomos livres (seta).
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Figura 2. Ultraestrutura dos hemdcitos de adultos de Podisus nigrispinus. Em (A) prohemocito;
(B) adipohemdcito; (C-D) oenocitoide. Nlcleo (N), nucléolo (*), mitocondria (M), reticulo

endoplasmatico rugoso (R.E.R), vesicula (v), goticulas lipidicas (GI) e ribossomos livres (setas).
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