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RESUMO

A producéao de grandes culturas como soja, Glycine max, e milho, Zea mays, no Brasil
enfrenta sérios problemas que afetam sua produtividade, como os danos causados
por insetos-praga. Dentre eles estdo as lagartas desfolhadoras como Anticarsia
gemmatalis. A necessidade de estudos relacionados a suscetibilidade desses insetos
a diferentes produtos comerciais que apresentam composicoes diferentes de toxinas
Cry é cada vez maior devido aos fatores que podem estar relacionados ao
desenvolvimento da resisténcia as toxinas ja utilizadas no seu controle. Os objetivos
deste trabalho foram determinar a suscetibilidade de A. gemmatalis resistentes e
suscetiveis a toxina CrylAc e ainda quantificar as alteracdes celulares do intestino
meédio de A. gemmatalis resistentes e suscetiveis inoculadas com a bactéria HD-73.
As populacdes foram expostas aos produtos comerciais Agree®, Dipel® e Xentari®,
gue contém diferentes toxinas de Bt, em bioensaios de incorporacéo na dieta artificial.
A avaliagédo da mortalidade foi realizada até o 7° dia e a andlise dos dados foi realizada
utilizando o modelo Weibull-2. Para a quantificacdo celular no intestino de A.
gemmatalis os tratamentos foram: linhagem suscetiveis inoculada com HD-73, linha
suscetivel sem inoculacdo, linha resistente inoculada com HD-73 e linhagem
resistente sem inoculacdo. Apds a montagem das laminas histoldgicas, as imagens
foram capturadas e a contagem dos diferentes tipos de células intestinais foi realizada.
Os resultados foram submetidos a analise estatistica, com teste Tukey a 5% de
probabilidade. O produto biolégico que apresentou maior atividade, tanto na
populacéo resistente como na suscetivel de A. gemmatalis, foi o Xentari®, e o produto
com menor atividade biolégica foi o Dipel®, sendo que o Dipel® apresentou atividade
42 vezes menor na populacdo resistente que na suscetivel, enquanto essas
proporcdes para o Agree® e o Xentari® foram aproximadamente 18 e 11,
respectivamente. Neste estudo foram observadas diferencas significativas no nimero
de cada tipo de célula intestinal entre os tratamentos e entre as regides anterior e
posterior do intestino médio, o que evidencia as respostas diferenciais entre as
linhagens resistentes e suscetiveis.

Palavras chaves: lagarta-da-soja, intestino médio, bactérias entomopatogénicas,
Bacillus thuringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis aizawai.



ABSTRACT

The production of extensive crops such as soybean and corn in Brazil faces serious
problems that affect their productivity, such as pest insect damage. Among them, the
most important defoliators are Anticarsia gemmatalis. Studies related to the
susceptibility of these insects to commercial products with different Cry toxin
composition are desirable to avoid cross resistance between Bt crops and commercial
Bt products. The objectives of this work were to determine the susceptibility of resistant
and susceptible A. gemmatalis to CrylAc toxin. Um addition, our purpose was to
quantify cellular response of the midgut of A. gemmatalis inoculated with HD-73
bacterium. Populations from both insects were exposed to the commercial products
Agree®, Dipel® and Xentari® which contain a complex of Bt toxins. Mortality
assessment was performed by day 7" and data analysis was performed using the
Weibull-2 model. Cells were quantified in midgut of A. gemmatalis treated with:
susceptible strain infected with Bt, susceptible strain without inoculation, resistant
strain infected with Bt and resistant strain without inoculation. Digital images captured
from slides were used to quantify different types of intestinal cells. Data were submitted
to ANOVA analysis Tukey=5%. The biological product that showed the highest activity,
both in the resistant and susceptible strains of A. gemmatalis, was Xentari® and the
product with the lowest biological activity was Dipel®, and Dipel® showed 42-fold lower
activity in the resistant strain; resistant rates for Agree® and Xentari® were
approximately 18 and 11-fold. In this study, we observed significant differences in
numbers of each type of midgut cell between treatments and also between the anterior
and hind regions of the midgut, which shows differential response between susceptible
and resistant strains.

Key words: velvetbean caterpillar, midgut, entomopathogenic bacteria, Bacillus
thuringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis aizawai.
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1 INTRODUCAO

O plantio nacional de soja no Brasil apresentou aumento em area, saindo de
33,909 milhdes de hectares na safra 2016/17 para 35,100 milhdes de hectares na
2017/18 (CONAB, 2018). Porém, essa cultura enfrenta sérios problemas que podem
afetar a sua produtividade, como os danos causados por insetos-praga. Dentre as
espécies existentes, os Lepidopteros sdo de grande importancia por causarem
prejuizos durante todo o desenvolvimento da cultura.

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera:
Erebidae), € encontrada em todos os locais de cultivo, sendo a desfolhadora mais
comum da soja no Brasil (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

As dificuldades de controle de lepiddpteros ainda séo frequentes, devido a hao
utilizacdo dos niveis de acdo recomendados e o uso inadequado de agrotoxicos, o
que pode provocar a eliminacdo dos inimigos naturais e a selecdo de insetos
resistentes a inseticidas (SOSA-GOMEZ et al., 2009).

A introducdo da soja transgénica que expressa a toxina CrylAc no mercado foi
uma alternativa importante para diminuir as aplicacdes de inseticidas quimicos. No
entanto, a disponibilidade da toxina CrylAc em grandes areas traz a preocupacéao da
possivel selecdo de fendtipos resistentes a essa toxina (RAHMAN et al., 2007). A
resisténcia € um fendmeno estritamente genético, com mutacdes que afetam as
proteinas alvos dos inseticidas e/ou o seu metabolismo (LI et al., 2002). Os insetos
possuem ciclo de vida curto e prole abundante, o que favorece o surgimento de
populacées com diferentes caracteristicas genéticas.

Ferramentas como a implantacéo de areas de refugio devem ser utilizadas para
retardar o aumento da frequéncia de alelos de resisténcia nas areas cultivadas com
plantas que expressam as proteinas da bactéria Bacillus thuringiensis (MACRAE et
al., 2005). Area de reftgio € a semeadura de uma area utilizando cultivares ndo Bt, de
iguais porte e ciclo. As recomendagdes séo no sentido de sincronizar 0s cruzamentos
dos possiveis adultos sobreviventes na area de milho Bt com suscetiveis emergidos
na area de refugio. E permitida a utilizacio de outros métodos de controle de pragas
nessa area, desde que nao sejam utilizados bioinseticidas a base de Bt (EMBRAPA,
2011).

Produtos comerciais formulados a partir de B. thuringiensis também estéo hoje

disponiveis no pais e na sua grande maioria estdo constituidos por cepas da bactéria
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que apresentam diferentes toxinas em proporcdes variaveis. O bioinseticida com
maior alcance no mercado mundial é o Dipel® (B. thuringiensis var. kurstaki, cepa HD-
1). Esse produto, pouco toxico para acaros, coledpteros, dipteros e hemipteros é
altamente eficiente contra mais de 170 lepidopteros-praga (GLARE e O’'CALLAGHAN,
2000).

A necessidade de estudos relacionados a suscetibilidade desses insetos a
produtos comerciais que apresentam composicdes diferentes de toxinas Cry € cada
vez maior devido aos fatores que podem estar associados ao desenvolvimento da
resisténcia as toxinas ja utilizadas no seu controle. Outro aspecto importante desse
conhecimento sobre os produtos que apresentam maior atividade nos insetos
resistentes € a finalidade de realizar um manejo apropriado nas areas de reflgio,

evitando o desenvolvimento de resisténcia cruzada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da presente dissertacéo é determinar a atividade biolégica de
produtos a base de cepas de Bacillus thuringiensis em lagartas de Anticarsia
gemmatalis e as possiveis alteracdes histopatoldgicas do intestino médio dessas

lagartas.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho tem como propdsitos, ainda: (i) determinar a suscetibilidade de A.
gemmatalis e da linhagem resistente a CrylAc aos inseticidas biolégicos a base de B.
thuringiensis; (ii) quantificar os diferentes tipos celulares do intestino médio de
populacées de A. gemmatalis e A. gemmatalis resistentes a toxina CrylAc, inoculadas

com a cepa HD-73 de B. thuringiensis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 LEPIDOPTEROS DE IMPORTANCIA ECONOMICA

3.1.1 Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae)

A lagarta-da-soja € uma espécie de ocorréncia tropical e subtropical restrita aos
continentes americanos, sendo importante em varias culturas, principalmente na soja,
desde as regides Norte e Central da Argentina até o Sudeste e Estados do Golfo do
México nos Estados Unidos (PRACA et al., 2006). E considerada a principal praga
desfolhadora da soja nos Estados Unidos, México, Colébmbia, Venezuela, Brasil e
Argentina (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Quando ndo manejados corretamente, esses insetos podem provocar até 100%
de desfolha, o que, dependendo do estadio de desenvolvimento da planta, ocasiona
reducdes significativas na produtividade da lavoura, podendo chegar a perda total
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Seu controle é relativamente facil e ndo tem sido
detectada resisténcia dessa espécie a inseticidas convencionais, entretanto pode ser
considerada uma das espécies com risco de selecdo de populacbes resistentes a
CrylAc uma vez que € possivel obter populacdes resistentes em laboratério através
de poucas geracdes (SOSA-GOMEZ e MIRANDA, 2012). Portanto, linhagens
resistentes e suscetiveis dessa espécie devem ser estudadas quanto sua resposta a
inseticidas biolégicos contendo proteinas Cry uma vez que podem ser potencialmente
utilizadas nos programas de manejo da resisténcia, assim como no manejo das areas

de refagio.

3.2 UTILIZACAO DO Bacillus thuringiensis NO CONTROLE DE PRAGAS

Dentre as alternativas para o controle de populacdes de lepidopteros de
importancia agricola encontra-se a bactéria Bacillus thuringiensis. A principal
caracteristica dessa bactéria é que, durante a esporulacdo, ocorre a producao de um
ou mais corpos cristalinos de natureza proteica, que sdo toxicas para diversos
invertebrados, especialmente larvas de insetos. Essas proteinas sdo chamadas Cry e
sdo a base dos inseticidas biologicos mais utilizados no mundo atualmente
(TABASHNIK et al., 2010).
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Diferentes produtos a base de Bt foram desenvolvidos para o controle de
pragas na agricultura. A maior parte deles € baseada em preparacfes de esporos-
cristal derivados de algumas estirpes de tipo selvagem, tais como B. thuringiensis var.
kurstaki HD-1 que produz CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa; ou B. thuringiensis var.
aizawai HD-137 que produz CrylAa, CrylAb, CrylCa e CrylDa (SOBERON et al.,
2009).

Um importante avango na reducédo de inseticidas quimicos na agricultura veio
com o desenvolvimento e utilizagdo das culturas transgénicas, que sédo capazes de
expressar toxinas Cry. Em plantas transgénicas, essa proteina é produzida
continuamente, com protecdo a degradacao UV, visando o controle de pragas que
atacam tanto a parte externa como a parte interna da planta (TABASHNIK et al., 2010).

No Brasil, foram utilizadas formulagdes comerciais de Bt para o controle de 30
pragas de importancia agricola, porém a area total em que esses produtos foram
aplicados corresponde ao territério de Cuba ou a apenas um terco do México, ou seja,
totaliza cerca de 150.000 hectares. As principais limitacbes desses produtos sao o
elevado custo, a concorréncia com produtos quimicos e a falta de investimentos dos
setores publicos e privados no seu desenvolvimento e formulacdo (POLANCZYK e
ALVES, 2003).

Embora os produtos comerciais disponiveis restrinjam-se ao controle de
lepidopteros, dipteros e coledpteros, mais de 1.000 espécies de insetos pertencentes
a diversas ordens de insetos, sdo suscetiveis a esse patégeno (GLARE e
O’'CALLAGHAN, 2000).

Os produtos formulados a partir das toxinas Cry apresentam amplo espectro de
aplicacdo como agentes de controle biologico. Tais formulacdes podem ser sdlidas
(em pé ou granulada) ou liquidas. Atualmente, existem mais de 400 formulacdes
registradas no mercado. A maioria delas é aplicada diretamente em pulverizacoes,
embora 0s esporos sejam inativados em alguns produtos pela luz ultravioleta. Uma
alternativa de grande sucesso tem sido a expressdo das toxinas nas plantas
transgénicas, método mais eficaz no controle do inseto-alvo (KHETAN, 2001).

A utilizac&o desse tipo de planta tem a vantagem de reduzir a necessidade de
inseticidas e proporcionar uma protecao durante todas as etapas de crescimento,
afetar apenas insetos expostos a toxina, ou seja, aqueles que se alimentam das
culturas, promovendo aos agricultores uma alternativa aos pesticidas quimicos
tradicionais (KHETAN, 2001).
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No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura (AGROFIT, 2018), os
principais produtos a base de B. thuringiensis existentes no mercado sdo: Agree®,
Bac-Control (PM) ®, Bactur (PM) ®, Dipel®, Ecotech Pro® e Xentari®. Esses produtos
comerciais tém como principios ativos as linhagens B. thuringiensis subsp. kurstaki e
B. thuringiensis subsp. aizawai, que s&o utilizadas no controle de lagartas
desfolhadoras como: Plutella xylostella (traca-das-cruciferas), A. gemmatalis (lagarta-

da-soja) e outras espécies pertencentes a ordem Lepidoptera (Tabela 1).

Tabela 1. Conteudo de toxinas de Cry de bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis e seu espectro
de acao.

Grupo de toxinas Cry: 1Aa 1Ab 1Ac 1C 1D 2

Produtos Bt contendo toxinas Cry

Subespécie Cepa Nome comercial Niveis de toxina
_ SA-12 CoStar + o+t - - +
Btkurstaki — ga11 Delfin oo+ o
strains ,
HD-1 DiPel + o+t + - -
Bt aizawai ABTS-1857 XenTari + 4+ - + + -
strains GC-91 Agree e =

Suscetibilidade a toxina Cry de alguns insetos-alvo
Trichoplusia, Pseudoplusia, etc. +  ++  +++ ++ - ++
Plutella xylostella ++  ++  +++ ++ ++ -
Chloridea, Helicoverpa +/- +/- +++ - - +
Spodoptera spp. - +/- - ++ o+ +/-

Anticarsia gemmatalis ? ? 0+t ? ? ++
(Adaptada de: IHARABRAS)

3.2.1 Modo de Acéao das Toxinas Cry

As toxinas Cry de B. thuringiensis atuam por ingestéo, ou seja, as proteinas
toxicas associam-se a receptores especificos de ligacdo nas microvilosidades apicais
das células do intestino médio dos insetos, causando lise osmatica, por meio da
formacdo de poros na membrana celular, ruptura da integridade intestinal e,
consequentemente, da digest&o, e morte do inseto (FERRE e VAN RIE, 2002).

As proteinas passam de pro-toxinas para oligdbmeros que se inserem nas

membranas das células do intestino médio do inseto, causando o vazamento de ions
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e a lise celular. As inclus@es cristalinas séo ingeridas por larvas e séo dissolvidas em
meio alcalino no intestino médio, e as pré-toxinas inativas sdo solubilizadas por
proteases do intestino médio, produzindo proteinas resistentes a proteases de 60 a
70 kDa. A ativagcdo da toxina envolve a remocao proteolitica de um peptideo N-
terminal com 25 a 30 aminoéacidos para proteinas Cryl, 58 para Cry3A e 49 para
CryAa e, aproximadamente metade da proteina restante do C-terminal em longas pro-
toxinas Cry. A principio a toxina ativada se liga a receptores glicoprotéicos especificos
nas microvilosidades do intestino, formando poros liticos nas microvilosidades da
membrana apical. Posteriormente, ocorre lise celular e rompimento do epitélio no
intestino médio, liberando o conteddo celular e fornecendo aos esporos um meio
propicio que leva a uma septicemia e & morte do inseto (FERRE e VAN RIE, 2002).

Dois grupos de pesquisadores descreveram modelos que compdem o
mecanismo de acdo. O primeiro modelo postula a formacdo de um oligbmero por
ligacdo a um receptor secundario inserido ha membrana do intestino médio para
formar poros que causam um desequilibrio osmético e conduz a ruptura celular
(BRAVO et al., 2011). O segundo modelo propde que o receptor de membrana de
ligacdo primaria desencadeia uma série de sinais intracelulares resultando em morte
celular (IBRAHIM et al., 2010).

3.2.2 Mecanismos de Resisténcia dos Lepidopteros as Toxinas Cry

Trés diferentes mecanismos bioquimicos de resisténcia a Bt tém sido descritos,
sao eles (1) o processamento proteolitico da protoxina, (2) a melhoria no reparo das
células danificadas do intestino médio e (3) a modificacdo do sitio de ligacdo da
proteina Cry. Porém, somente o mecanismo de reducao do sitio de ligacdo da proteina
tem potencial como agente causal da resisténcia, devido a modificacdo bioquimica e
ao decréscimo na suscetibilidade. Essa observacdo, somado a variedade de sitios de
ligacdo das proteinas Cry, em insetos, indica que &-endotoxinas com diferente
especificidade de ligacdo devem ser consideradas para o uso em estratégias de
manejo de resisténcia (FERRE e VAN RIE, 2002).

O cultivo em larga escala de plantas Bt tem levantado questdes sobre os
possiveis efeitos adversos a longo prazo no ambiente. Os principais problemas que
podem surgir com esta tecnologia sdo: o desenvolvimento da resisténcia em pragas

pela presséo de selecéo, o potencial impacto sobre o solo e insetos benéficos, como
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predadores e parasitoides, assim como o possivel aumento do nimero de pragas
secundarias e da transferéncia horizontal de transgenes para espécies selvagens
(SANAHUJA et al., 2011). Diante disso, o impacto das culturas transgénicas deve ser
examinado cuidadosamente antes da liberagdo para seu uso comercial, respeitando
as normas de biosseguranca e as recomendacdes definidas pelas empresas
detentoras da tecnologia, e usando adequadamente as estratégias de manejo de
resisténcia dos insetos (IBRAHIM et al., 2016).

O primeiro relato de resisténcia as toxinas de B. thuringiensis ocorreu em 1985,
em uma populacdo de laboratério de Plodia interpunctella, a qual apresentou uma
razao de resisténcia de 100 vezes ap0s ser criada por 15 geracdes em dieta artificial
tratada com Dipel® (McGAUGHEY, 1985). Estudos bioquimicos indicaram que essa
populacdo possuia uma alteragcdo no sitio de ligacdo da proteina inseticida no intestino
médio.

A selecdo de populagbes de insetos resistentes em condicdes de laboratério
demonstra que, quando existe suficiente variabilidade genética inicial, o inseto pode
desenvolver resisténcia a produtos a base de Bt ou suas proteinas Cry. Pesquisadores
relataram que Chloridea virescens coletadas do campo desenvolveram resisténcia de
500 vezes a proteina CrylAc ap6s 19 geracdes de sele¢do (GOULD et al., 1995).
Relataram, ainda, que, apos sete geracdes de selecdo, Helicoverpa zea desenvolveu
resisténcia de até 100 vezes a toxina Bt (LUTTRELL et al., 1999), bem como
documentaram a capacidade de C. virescens de adquirir resisténcia ao Bt (STONE et
al., 1989).

Existem fatores que podem estar relacionados ao desenvolvimento da
resisténcia dos insetos a patdgenos ou toxinas. Todavia, essa possibilidade pode
ainda estar relacionada ao sistema imunoldgico, através de estruturas como 0s
hemacitos, presentes na hemolinfa, que estdo associados a defesa contra os
patdgenos, ou uma resisténcia localizada nas estruturas responsaveis pela entrada
das toxinas Cry no organismo, como o tubo digestivo, onde a infec¢do se inicia. O
intestino meédio é considerado o principal local de digestéo e absorcdo de nutrientes e
dos compostos quimicos e bioldgicos, razdo que levaram o0s pesquisadores a
questionar se existem diferencas morfolégicas entre populacdes suscetiveis e
resistentes (NEGREIRO et al., 2004).

O estudo de Levy (2005) identificou a diferencas estruturais na arquitetura do

intestino médio de lagartas da soja como um fator de resisténcia ao comparar
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populacdes resistentes e suscetiveis ao virus AQMNPV (virus da poliedrose nuclear
de A. gemmatalis). Verificou que a populacdo resistente apresentava uma maior
concentracdo de células regenerativas e uma maior quantidade de protrusdes
citoplasmaticas nas células colunares.

O primeiro caso de resisténcia as plantas contendo as toxinas Cry foi descrito
em populacdes de S. frugiperda, em Porto Rico, com milho Bt que expressava a
proteina CrylF. O mencionado caso ocorreu apenas quatro anos apos a liberacéo
comercial desse milho, tornando-se 0 mais rapido a apresentar resisténcia a campo
para uma cultura contendo genes de B. thuringiensis (MATTEN et al., 2008).

Fatores que contribuiram para uma maior pressdo de selecdo sobre as
populacbes selvagens de S. frugiperda foram: a suscetibilidade dessa praga a
proteina expressa na cultura do milho, o plantio continuo de plantas Bt ao longo do
ano e a migracao limitada de insetos e condicfes de secas que favoreceram a
concentracdo das populacbes da praga em areas das culturas geneticamente
modificadas irrigadas (STORER, 2010). No Brasil, FARIAS et al. (2014) relataram uma
populacao resistente de S. frugiperda ao milho TC1507, expressando a toxina Cry1F.
Além disso, MONNERAT et al. (2015) notaram uma diminuicdo do controle de S.
frugiperda com milho Bt expressando a toxina CrylFa na regido do cerrado brasileiro,
mostrando que a populacéo resistente do campo apresentava taxas de resisténcia 10
vezes maior em comparag¢do com uma coldnia suscetivel de laboratorio.

As estratégias de manejo da resisténcia podem ser utilizadas separadamente
ou combinadas entre si. S80 elas: o uso de um hibrido ou variedade que expresse a
toxina Cry em alta concentracdo em todos os tecidos da planta (CAPRIO et al., 2000),
a implantacdo de areas de reflgio, o uso de plantas com piramides de genes que
envolvem a expressao de duas ou mais proteinas na mesma variedade transgénica,
a utilizacdo de baixa dose da proteina Bt no manejo integrado de pragas, a rotacéo
de culturas realizada com plantas Bt que expressam diferentes toxinas Cry e plantas
convencionais (WU e GUO, 2003) e a mistura de sementes e plantas armadilhas de
plantas Bt e ndo Bt, constituindo uma lavoura de plantas resistentes e suscetiveis
distribuidas ao acaso (TABASHNIK et al., 2009). Da mesma maneira, 0 manejo da
resisténcia pode ser complementado com o uso de produtos comerciais para 0s quais

nao existiria resisténcia cruzada com a(s) toxina(s) presente(s) na planta modificada.
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3.3 HISTOPATOLOGIA DO INTESTINO MEDIO DE LEPIDOPTEROS AFETADOS
POR Bacillus thuringiensis

O canal alimentar nos insetos € uma barreira fisico-quimica eficaz contra
patégenos que sdo ingeridos junto da alimentacdo. Nas espécies que se alimentam
basicamente de sélidos o canal digestivo apresenta-se como um tubo reto, longo ou
curto, com musculatura desenvolvida e protecdo contra abrasdo ou ferimentos
mecanicos. Essas caracteristicas sao tipicas de larvas de lepidopteros, gafanhotos e
baratas (GULLAN; CRANSTON, 2007). Em geral, o intestino esté dividido em trés
regides, cada uma com uma funcao diferente: intestino anterior (estomodeu), intestino
meédio (meséntero) e intestino posterior (proctodeu) (CHAPMAN, 1998).

A regido estomodeu, esta relacionada com a ingestdo, o armazenamento, a
trituracao e o transporte do alimento para a préxima regido, o meséntero - considerada
a principal via de assimilacdo dos inseticidas quimicos e bioldgicos -, na qual sédo
produzidas enzimas digestivas e onde ocorre a absorcdo de alimentos. Por fim, o
material remanescente no limen do trato digestivo, juntamente com a urina, chega a
regido proctodeu, onde é eliminado pelas fezes (CHAPMAN, 1998; LEVY et al., 2004).

No caso de A. gemmatalis, o intestino médio € composto de uma camada
acelular chamada membrana peritrofica, seguida pela camada epitelial e
posteriormente pela camada muscular (LEVY et al, 2009). A membrana peritréfica tem
funcdo de proteger o epitélio contra abrasdo do conteudo intestinal, atuando como
barreira permeavel as enzimas digestivas e produtos da digestdo (EISEMANN;
BINNINGTON, 1994), além de formar uma barreira que impede a entrada de
microrganismos na cavidade do corpo e na hemocele (TERRA, 2001).

O epitélio do intestino médio nas lagartas de lepidépteros € classificado como
pseudoestratificado colunar e possui trés principais tipos celulares diferentes: as
células colunares, caliciformes, regenerativas e endocrinas (LEVY et al., 2004). As
células colunares apresentam a superficie apical com microvilosidades, projecfes
citoplasmaticas e ndcleo alongado. S&o as mais abundantes no epitélio intestinal e
possuem varias fungbes, como secrecdo de enzimas digestivas, da membrana
peritréfica e absorcdo de produtos assimilados da digestdo (RICHARDS; DAVIES,
1994; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996). As células caliciformes possuem invaginagdes
da membrana plasmatica apical, formando uma cavidade semelhante a um célice

margeado por projecdes citoplasmaticas aparentemente iguais a microvilosidades que
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contém mitocondrias e com nucleo basal. Essas células auxiliam as células colunares
na homeostasia i6nica e na absorcdo de metabolitos (MOFETT; KOCH, 1995;
LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998). As células regenerativas, por sua
vez, sdo observadas na base do epitélio, individualmente ou em grupos, e apresentam
citoplasma escasso, com um nudcleo central e poucas organelas presentes. Sua
funcao esta relacionada a regeneracao epitelial, mais decorrente durante as ecdises
ou ap6s a exposicdo a algum patégeno. (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996;
CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999; LEVY et al., 2004).

Considerando a arquitetura do epitélio intestinal das larvas de lepidopteros,
Levy et al. (2009) em estudos morfométricos comparativos entre populacdes de larvas
de A. gemmatalis resistentes e suscetiveis ao virus AQMNPV, observaram diferencas
nesse orgao entre as duas populagées larvais. Em larvas resistentes, essas células
epiteliais apresentavam valores morfométricos superiores em relacdo as larvas
suscetiveis, sugerindo que esse fato poderia estar relacionado com a resisténcia
dessas larvas ao AQMNPV.

O primeiro relato sobre o modo de acao da 6-endotoxina de B. thuringiensis em
lagartas é o de Heimple e Angus (1959), que observaram que a intoxica¢ao do inseto
suscetivel ocorre em poucos minutos apos a ingestdo dos cristais. O efeito dessa
toxina no movimento intestinal do bicho-da-seda (Bombyx mori) foi estudado por
Hukhara et al. (1984), que relataram que a administracéo de cristais toxicos de Bt as
larvas resultou na inibicdo dos movimentos contrateis ritmicos do intestino.

Luethy e Studer (1986) descobriram que a quebra do epitélio intestinal é a
principal acdo letal da &-endotoxina de Bt var. israelensis. A toxina agia por
perturbacdo do sistema de permeabilidade da membrana. Singh et al. (1986)
estudaram a agéo toxica de Bt var. israelensis em Aedes aegypti in vivo e descobriram
gue os musculos esqueléticos incham, a membrana plasmatica se separa das
miofibrilas subjacentes e as mitocdndrias perdem sua integridade estrutural.

Os estudos de Sharaby e El-Bendary (2017) demonstraram claramente
alteracdes histopatolégicas no epitélio do intestino médio de larvas de Spodoptera
littoralis. No terceiro dia ap6s a infeccdo com Bt. var. aizawai HD-282 houve o
encolhimento e a separacao das células do intestino médio deixando muitos vacuolos
entre elas, além do que a membrana peritrofica ficou parcialmente encolhida. No
quarto dia houve lise das células epiteliais, inchaco e ruptura de algumas células, bem

como um aumento na vacuoliza¢do ao lado da descarga de algumas células no limen
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do intestino. No quinto dia apés a infeccdo com Bt a membrana peritréfica foi
completamente destruida, ocorreu desintegracdo das microvilosidades e hipertrofia
parcial das células do intestino médio ficando alongadas e inchadas. No sexto dia
ocorreu a destruicdo completa das células epiteliais do intestino médio.

O inchaco e a lise das células intestinais indicam a penetracdo do fluido nas
células. Esse fenbmeno pode estar relacionado a alteracdo do sistema de regulacéo
iGnica intermembranosa (FAST e MORRISON, 1972; GRINGORTEN, 2001; LUCA et
al., 2012). O fato é que essas altera¢gdes no intestino podem afetar o desenvolvimento
do inseto e também causar grandes eventos fisiolégicos, como mudancas na
absorcéo de nutrientes, transformacao degenerativa, perda de apetite, abandono de

alimento, paralisia intestinal, disturbios fisiolégicos e paralisia total.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CRIACAO DAS POPULACOES

Nesta pesquisa, foram utilizadas duas populagbes de A. gemmatalis, uma
suscetivel e outra resistente a proteina CrylAc, todas estabelecidas na Embrapa Soja
(Londrina-PR). Os adultos foram mantidos em gaiolas para oviposicao e as lagartas
foram criadas em dieta artificial de Greene et al. (1976), a temperatura de 26 + 2°C,
com 70 £ 10% de umidade e fotoperiodo de 14L:10E, conforme protocolo de
HOFFMANN-CAMPO (1985). A raca de A. gemmatalis resistente a toxina CrylAc foi
obtida através da pressdo de selecdo em condicbes laboratoriais, a partir da
populacdo suscetivel, sendo que a taxa de resisténcia era de 382 vezes no momento
da montagem dos bioensaios.

4.2 SUSCETIBILIDADE DAS POPULAC}()ES AOS PRODUTOS COMERCIAIS A
BASE DE B. thuringiensis

A suscetibilidade foi determinada incorporando sete concentracfes de cada
bioinseticida na dieta de Greene et al. (1976) (Tabela 2), sendo a testemunha
alimentada com dieta sem bioinseticida. Os produtos comerciais foram incorporados
quando a dieta artificial estava a 53°C e distribuida em bandejas plasticas de 32
células (Advento do Brasil Ind. e Comércio de Plasticos, SP).

Tabela 2. Concentra¢gbes de cada produto (ug ia.mlt de dieta) utilizadas nos bioensaios para cada
populacéo.

A. gemmatalis - Suscetivel A. gemmatalis — Resistente

Agree® Dipel® Xentari® Agree® Dipel® Xentari®
1,30 0,11 1,78 13,2 1,68 12,85
1,95 0,17 2,32 20,0 2,52 16,74
2,95 0,25 3,0 29,6 3,79 21,7
4,45 0,38 3,94 44,45 5,68 28,2
6,70 0,57 4,86 66,7 8,53 36,72
10,00 0,85 5,13 100,0 12,8 47,8
15,00 1,28 6,64 150,0 19,2 62,1
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Apoés a solidificacdo da dieta, duas lagartas de A. gemmatalis em final de
segundo instar foram transferidas para cada célula da bandeja. O total de lagartas por
bioensaio variou entre 420 e 1080 lagartas. As bandejas foram mantidas em camaras
BOD a 26 + 2°C, com fotoperiodo de 14L:10E e umidade relativa de 70 £ 10%. Para
fins de contagem de mortalidade, foram consideradas apenas as lagartas mortas até

0 sétimo dia ap0s a inoculacéo e que apresentavam sintomas da infeccao.

4.2.1 Analises de dados

A avaliacdo da mortalidade foi realizada diariamente até o 7° dia e a analise
dos dados foi realizada utilizando-se o modelo Weibull-2, que na parametrizacao
utilizada corresponde ao modelo linear generalizado com funcdo de ligacéo
complemento log-log. Essa classe de modelos é especialmente atil quando a
distribuicdo dos dados € assimétrica em relacdo a média. A andlise foi executada no
ambiente R, utilizando para o ajuste dos modelos e estima¢des das concentracdes
letais o pacote DRC (RITZ et al., 2015).

4.3 QUANTIFICACAO DAS CELULAS DO INTESTINO MEDIO DE Anticarsia
gemmatalis RESISTENTES E SUSCETIVEIS A PROTEINA CrylAc

4.3.1 Inoculacéo das lagartas

A inoculacéo das lagartas das duas populacdes de A. gemmatalis foi realizada
com a bactéria HD-73 liofilizada que expressa apenas a toxina CrylAc, utilizando o
método de incorporacdo na dieta de Greene et al. (1976). O tratamento controle
consistiu na alimentacao com dieta artificial com apenas adi¢cao de agua destilada sem
a bactéria. Apos a geleificacdo da dieta, 30 lagartas em final de 3° instar de cada
populacdo foram inoculadas com as respectivas concentracdes, sendo 14,4ug de
CrylAc.ml? de dieta para as lagartas resistentes e 0,42ug de CrylAc.ml! de dieta
para as lagartas suscetiveis, com trés repeticdes (FERRAL PINA, 2016). Ambas as
populacdes foram alimentadas por 16 horas (LEVY, 2005) para posterior coleta do

intestino médio.
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4.3.2 Coleta e disseccéo do intestino médio

Os procedimentos histoldgicos foram realizados no Laboratério de Insetos do
Departamento de Histologia da Universidade Estadual de Londrina-PR. A coleta dos
intestinos foi realizada em 6 lagartas de A. gemmatalis para cada tratamento,
anestesiadas por resfriamento a -4°C (5 minutos) e dissecadas sob microscopio
estereoscopio com solucao salina para insetos (1,80g de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16g
de CaCl; 0,004g de NaHCOs e agua destilada-g.s.p 100mL). Os insetos foram fixados
pelas extremidades com alfinetes entomoldgicos em placas de Petri preenchidas com
parafina. Utilizando tesoura oftalmoldgica, foi realizada uma incisdo longitudinal na
regido ventral do primeiro segmento toracico ao penultimo segmento abdominal, com

rebatimento lateral da cuticula das lagartas (LEVY et al., 2005).

4.3.2 Fixacdo e montagem das laminas histolégicas

Os tubos coletados foram fixados em solucao de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%
+ paraformaldeido 4,0% em tampéo fosfato 0,1M e pH 7,2) por 6 horas. Apés a
fixacdo, o material foi lavado em solucao de alcool etilico 70%, desidratado em série
crescente (80, 95 e 100% por 20 minutos em cada diluicdo) e pré-infiltrado em solucéo
de resina pura (hidroxetilmetacrilato + ativador) e &lcool etilico 95% (1:1) por 4 horas
em temperatura ambiente. Apds esse processo, 0 material foi infiltrado em resina pura
(kit de embebicao Historesin® Leica) em temperatura ambiente por 12 horas e incluido
em moldes apropriados de polietileno com solu¢cdo de 15ml de resina basica
(hidroxetilmetacrilato) + ativador (dibenzoilperoxido) e 1ml endurecedor
(dimetilsulfoxido) e mantido em estufa a 37° até a polimerizacdo da resina. O molde
polimerizado foi cortado com espessura de 3 ym, com navalha de tungsténio, em
micrétomo rotativo, e colocado em laminas de vidro previamente limpas com alcool
etilico-éter.

Os cortes foram processados para coloragao, hidratados (5 minutos) em agua
destilada, corados pela hematoxilina de Harris (30 minutos) e lavados em agua
corrente (5 minutos). Posteriormente, o material foi corado com eosina aquosa (5 min),
desidratados em solugdes crescentes de alcool etilico 90% (5 min) e 100% (5 min),
diafanizados em 3 banhos de xilol (10 min cada um) e as laminas foram montadas em

balsamo do Canada, para posterior analise ao microscopio de luz.
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4.3.3 Analise quantitativa

Apoés a secagem, as laminas foram analisadas e as imagens capturadas com
auxilio de uma camera de alta resolucéo acoplada ao fotomicroscopio AXIO IMAGER
Al (Zeiss, Sao Paulo). Para a obtencao das imagens, cada intestino médio foi dividido
em duas partes, anterior e posterior, e para cada regido foram capturadas 6 imagens,
3 contendo a parede superior e 3 contendo a parede inferior.

Uma vez obtidas as imagens, as células colunares, caliciformes e regenerativas
das duas regibes do intestino médio de cada tratamento foram contadas
separadamente. Os valores encontrados foram todos proporcionais para uma mesma
extensdo do tubo de 1000um. Os dados de contagem e de extensdo foram
mensurados utilizando o software de analise de imagens Motic Images Plus 3.0 ML e
os resultados foram submetidos a analise estatistica (ANOVA), utilizando o programa
SAS-Statistical Analysis System, verséo 9.2 e as medias comparadas através do teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SUSCETIBILIDADE DAS POPULACOES AOS PRODUTOS DIPEL, XENTARI E
AGREE

De acordo com a Tabela 3, o produto biolégico comercial que apresentou
maior atividade biologica, tanto na populagdo de A. gemmatalis resistente como na
suscetivel, foi o Xentari®, uma vez que este apresentou o maior incremento de
mortalidade em torno da CL;, para cada micrograma do produto por mililitro da dieta
oferecida. O bioinseticida com menor atividade biolégica foi o Dipel®, que resultou no
menor incremento de mortalidade por unidade de concentracao.

Observando a razdo entre as CLso dos individuos resistentes e individuos
suscetiveis, o Dipel® apresentou atividade aproximadamente 42 vezes menor na
populacgédo resistente a CrylAc que na suscetivel, enquanto essas proporgdes para o
Agree® e o Xentari® foram aproximadamente 18 e 11, respectivamente. Embora o
Dipel® tenha apresentado a maior atividade biol6gica em populagGes suscetiveis, seu
desempenho foi drasticamente inferior na populagéo resistente (Figura 1).

Tabela 3. Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis resistentes (R) e suscetiveis (S) a produtos
comercias a base de Bacillus thuringiensis.

Produto  Populagdo N b* £ 6, (“Cglj?gl_l) el 95% — IC E:‘;g

Agree® S 1080 1,24 +0,27 2,88 0,95 1,03-4,74 18.06
R 1080 1,44+0,23 52,09 18,97 14,91-89,27

Dipel WP® S 600 1,12+0,15 0,25 0,09 0,08-0,43 4155
R 720 1,11+0,14 10,42 3,57 3,41-17,42

Xentari® s 1080 1934028 236 057 124349 o

R 720 1,85+0,14 25,75 5,25 15,46-36,03
*p é diretamente proporcional ao incremento de mortalidade nas proximidades da CLg(
*N=nUmero de insetos; b=taxa de variacdo na mortalidade nas proximidades da CLs,, quando se altera 1pg.mL*
do produto na dieta; CLso=concentragdo letal para 50% dos individuos; 6,=Erro padrdo da estimativa de b; 6¢y,.,=
Erro padrdo da estimativa da CLs,; IC=Intervalo de confianga para a CLso.
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Figura 1. Mortalidade das populacdes suscetiveis (S) e resistentes (R) de A. gemmatalis aos produtos
Agree, Dipel e Xentari em g de ingrediente ativo.ml-1 de dieta

Vérias hipéteses podem ser colocadas para tentar explicar as diferencas na
toxicidade entre formulagBes considerando uma mesma populacdo de inseto.
Segundo Takelar e Shelton, (1993), isso pode ocorrer em razdo da presenca ou néo
de toxinas Cry biologicamente ativas, ou devido as diferencas nas proporc¢des das
toxinas entre os produtos. Além disso, os efeitos sinérgicos ou aditivos entre as toxinas
nos produtos e também diferentes lotes dos produtos podem variar quanto ao seu
potencial biolégico. Entretanto, as empresas durante o processo de controle de
qualidade verificam as proporgdes nos seus ingredientes ativos.

O Dipel® é composto pelo B. thuringiensis var. kurstaki, linhagem HD-1, e
apresenta as toxinas CrylAa, 1Ab e 1Ac, tendo em maiores quantidades a CrylAb e
CrylAc. Ja o Agree® é composto pelo B. thuringiensis var. aizawai, linhagem GC-91
gue apresenta principalmente a toxina CrylAc e, em menor quantidade, a CrylC e
1D. O Xentari® (B. thuringiensis var. aizawai) possui as toxinas CrylAa, 1Ab, 1C e 1D
(VALENT BIOSCIENCE CORPORATION, 2009). As toxinas podem ainda atuar
individualmente ou em conjunto, potencializaando a toxicidade individual de cada uma

em cada produto (XUE et al., 2005; WEI et al., 2015). Ademais, a combinacdo das
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toxinas pode reduzir o efeito inseticida (AMEEN et al., 1998; GARBUTT et al., 2011),
provavelmente pela competicdo por um mesmo receptor no intestino da lagarta
(GOMEZ et al., 2007).

As diferencas na suscetibilidade podem ter como principal causa a presenca
ou auséncia de receptores especificos para as toxinas Cry nas microvilosidades
apicais das células colunares do intestino médio da lagarta (GOMEZ et al., 2007).
Qualquer interferéncia associada ao modo de ac&o do Bt auxilia na sobrevivéncia do
inseto e, portanto, no desenvolvimento da resisténcia (TABASHNIK, 1994). A menor
suscetibilidade de A. gemmatalis resistente para todas as cepas de B. thuringiensis
ensaiadas neste estudo indica maior risco de utilizar produtos a base dessas bactérias

nas areas de refagio.

5.2 QUANTIFICACAO DO TIPOS CELULARES DO INTESTINO MEDIO DE
Anticarsia gemmatalis RESISTENTES E SUSCETIVEIS A CrylAc TRATADAS COM
Bacillus thuringiensis

5.2.1 Células Colunares (Co)

As células colunares foram observadas em maior quantidade em todos os
tratamentos em relacdo aos outros tipos de células observadas. De acordo com
diversos autores (LEVY et al., 2004; OKUDA e ALMEIDA, 2007; FIALHO, 2009;
SOUSA, 2009), as células colunares séo consideradas as mais numerosas no epitélio
intestinal e podem ser denominadas como células digestivas ou principais (Figura 6).

A partir da Tabela 5, ao analisamos somente as Co, as lagartas suscetiveis
tratadas com a bactéria HD-73 apresentaram maior niumero de células do que as
lagartas sem tratamento (Figura 3A). Entretanto, a populagéo resistente tratada com
a mesma bactéria ndo apresentou alteragcdes do nimero das Co em nenhuma regiao
do intestino médio (Figura 3B).

A linhagem suscetivel (Figura 6A) nao tratada apresentou significativamente
maior numero de Co na regido posterior do que na regiao anterior do intestino meédio
(Figura 3C). De acordo com Terra (2001), a regiéo final do intestino médio seria mais
alcalina e consequentemente a atividade das proteinases seriam mais intensas,
justificando o maior numero de células colunares. Levy et al. (2009), utilizando técnica
de fluorescéncia com WGA ("wheat germ agglutinin” - aglutinina do gérmen de trigo)

acoplada ao FITC (isotiocianato de fluoresceina) para marcacdo de quitina na
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membrana peritréfica, notaram maior intensidade de marcacao na regido posterior de
A. gemmatalis. Para os referidos autores, isso indicaria uma diferenca na quantidade
de quitina e outras proteinas produzidas pelas células colunares nessa regiao.

Ao comparar as populacbes suscetiveis e resistentes (Figura 6B), ndo foi
observada diferenca significativa entre o nimero de células colunares, tanto nas
lagartas tratadas com Bt (Figura 6C e D) como nas lagartas controle (Figura 6A e B),

em ambas as regides do intestino (Figura 3E e 3F).
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Figura 2. Nimero de células colunares em 1000um de extensdo nas linhagens suscetivel e
resistente tratada e nado tratada com a cepa HD-73 de Bacillus thuringiensis. As letras mailsculas
comparam os tratamentos no alinhamento vertical e as letras minUsculas no alinhamento horizontal
(Tukey a 5%).
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Tabela 4. Comparacéo do nimero de células colunares entre lagartas de A. gemmatalis tratadas e nao
tratadas com a bactéria HD-73 (Bt).

N° de células colunares

Lagartas
1 2 3 4 5 6 Média' Erro Padrédo

Suscetivel Sem Bt ANT 744 742 1102 524 101.7 109.2 87.03B 3.8
POS 112.3 136.1 1109 99.3 99.2 1253 113.86A 44

Com Bt ANT 112.3 136.1 1109 99.3 99.2 1253 113.86A 44

POS 112.3 1385 98.0 1046 96.5 945 107.40A 4.2

Resistente Sem Bt ANT 93.7 627 79.6 100.1 89.6 133.8 93.24A 3.9
POS 1484 834 99.1 1054 521 1143 10045A 4.1

Com Bt ANT 118.2 999 108.3 114.8 91.7 86.5 103.23A 4.1

POS 1375 899 73.7 119.6 123.3 1019 107.65A 4.2

ANT= por¢éo anterior do intestino médio;
POS= porcao posterior do intestino médio;
1Tukey a 5% de probabilidade

5.2.2 Células Caliciformes (Ca)

Assim como foi observado neste estudo, as células -caliciformes séo
consideradas o segundo tipo células mais humeroso no epitélio intestinal (Figura 6)
(Tabela 6). Levy et al. (2004), trabalhando com A. gemmatalis e Moscardi (2014), com
S. cosmioides, descreveram que esse tipo celular apresentou uma grande regido
basal, citoplasma acidofilo e nlcleo basal. As células caliciformes sdo importantes
para homeostase interna, transportando ions, especialmente potassio da hemolinfa
para o lumen, alcalinizando o meio (LEHANE e BILLINGSLEY, 1996).

As lagartas ndo tratadas da linhagem suscetivel (Figura 6A) apresentaram
maior niumero de Ca na regido posterior do intestino médio em relacdo a regiao
anterior. Esse aspecto pode ocorrer pois essa regido é a responsavel pela intensa
sintese de enzimas digestivas e, consequentemente, maior alcalinizacao dessa regido
para o pH 6timo para funcionalidade da digestdo (TERRA, 2001). Apés o tratamento
com a bactéria (Figura 6C), houve aumento no numero de Ca, na regido anterior do
intestino (Figura 4A).

As lagartas resistentes (Figura 6B e D) nao mostraram diferencas significativas
entre as regides apos a inoculacao (Figura 4B). Comparando os dados entre lagartas
suscetiveis e resistentes tratadas com Bt, na regido posterior do intestino, foi notado

um aumento significativo de Ca nas suscetiveis, no caso da linhagem resistente a
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infeccdo nao interferiu na producéo de células nessa porcgao do intestino (Figura 4F).
A linhagem suscetivel tratada com a bactéria teve maior nimero de Ca na regiao

anterior quando comparado com a mesma populacao sem tratamento (Figura 4E).



32

55

Aol

1 =
k-
HES .
= Bb
w0
r ]
A Som B ComBt  Sem B comén B
Anternor Postenor
S B .
As An
Aa®,
55
E m -
[} Tl
B
= 45 .
= Ba
0
Al
C Suscetive Resistente  Suscotivel Ressstente [
Prilier e P hdaiiae
Adiarr
A Aa
Aa
55
lﬁ' 5o a An
:
k-]
= a5 .
= B
a0

Rossiente  Suscetioel
Sem Bt Cogerms 1B

Figura 3. Numero de células caliciformes em 1000um de extenséo nas linhagens suscetivel e resistente
tratada e ndo tratada com a cepa HD-73 de Bacillus thuringiensis. As letras mailsculas comparam 0s
tratamentos no alinhamento vertical e as letras minasculas no alinhamento horizontal (Tukey a 5%).
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Tabela 5. Comparacéo do nimero de células caliciformes entre lagartas de A. gemmatalis tratadas e
ndo tratadas com a bactéria HD-73 (Bt).

N° de células caliciformes

Lagartas
1 2 3 4 5 6 Média! Erro Padréo

Suscetivel Sem Bt ANT 36.2 39.4 638 21.2 47.2 47.1 4250B 3.7
POS 493 707 575 37.0 622 69.8 57.75A 5.0

Com Bt ANT 493 707 575 37.0 622 69.8 57.75A 5.0

POS 50.1 739 550 56.3 543 57.7 57.88A 5.0

Resistente Sem Bt ANT 556 36.6 38.3 535 509 617 4941A 4.3
POS 556 450 44.0 60.0 31.7 57.8 49.03A 4.2

Com Bt ANT 50.3 50.0 29.7 55.1 39.5 40.0 44.09A 3.8

POS 472 331 318 428 388 333 37.86C 3.3

ANT= porg¢é&o anterior do intestino médio;
POS= porcao posterior do intestino médio;
1Tukey a 5% de probabilidade

5.2.3 Células Regenerativas (Re)

As células regenerativas foram encontradas isoladamente, emparelhadas ou
em grupos na regido basal do epitélio intestinal (Figura 6), e possuem formato
arredondado ou oval, com citoplasma fortemente basofilo, conforme relataram Levy et
al. (2004) e Pinheiro e Gregorio (2008).

Esse grupo de células esté relacionados ao processo de renovacao epitelial, o
qual consiste da substituicdo de células eliminadas e/ou danificadas, geralmente
células colunares e caliciformes, por outras desenvolvidas a partir da divisdo mitotica
dessas células (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE;
CRUZ-LANDIM, 1999), o que pode influenciar na quantidade de células desse tipo de
acordo com o tratamento imposto.

Como pode ser visto na Tabela 7, a linhagem suscetivel ndo tratada (Figura
6A) teve maior nimero de Re na regido posterior em relacédo a regido anterior. Os
individuos suscetiveis tratados com Bt (Figura 6C) mostraram maior nimero de Re na
regido anterior quando comparados com a mesma regiao das lagartas nao tratadas
(Figura 5A).



34

Entre a linhagem de insetos resistente (Figura 6B e D), as lagartas nao
apresentaram diferencas significativas em nenhum dos tratamentos (Figura 5B), o que
permite acreditar que a toxina ndo age na proliferagcéo celular no intestino médio das
lagartas resistentes.

A populacéo resistente sem tratamento teve mais Re na regido anterior em
relacdo a mesma regido da populacao suscetivel também sem tratamento (Figura 5C).
Nesse caso, € possivel acreditar que as larvas resistentes tém a maior capacidade de
renovacao celular, que poderia tornar a populagdo mais r4pida na limpeza do epitélio
caso haja alguma invasao, como ocorre com a infeccao por exemplo. Esse aumento
na quantidade destas células foi semelhante ao observado por Cruz (2014) apés a
pressao de selecdo realizada na obtengéo da populacao resistente a proteina CrylAc.

Os insetos suscetiveis tratados com Bt mostraram maior nimero de Re na
regido anterior do intestino médio do que na mesma regido dos individuos resistentes
tratados. Ainda na regido anterior, a populacdo suscetivel tratada com Bt teve maior
ndamero de Re quando comparada as lagartas suscetiveis sem tratamento (Figura 5E).
De alguma forma esses insetos tentam acionar os mecanismos de protecdo ja na
regido inicial do intestino, tentando repor células que estariam sendo atingidas pelo
Bt. No entanto, nem sempre isso € possivel ja que nessa linhagem ha uma alta
mortalidade apds os tratamentos com a toxina.

Diferentemente dos nossos resultados, Sousa et al. (2010) em trabalho
desenvolvido com o lepidéptero Alabama argillacea (Hubner) infectadas com a
proteina CrylAc, mostraram reducéao significativa na quantidade de Re. A reducao do
namero dessas células seria uma consequéncia do aumento da taxa de transformacao
em outros tipos celulares.

A populacdo suscetivel mostrou maior nimero de Re do que a populacao
resistente quando tratadas (Figura 5D) e menor nimero do que as resistentes quando
nao tratadas (Figura 5C). Levy (2005) observou que lagartas resistentes ao virus
AgMNPV apresentaram maior nimero de células regenerativas quando comparadas
a populacéo suscetivel.

A formacdo de protrusGes citoplasmaticas no processo de liberacdo e/ou
descarte para o espago ectoperitréfico é considerada um processo normal de
renovacao epitelial, ou ainda, pode estar relacionado ao processo de degeneracéo
celular como resultado da renovacao epitelial (ANDERSON; HARVEY, 1966; DE
PRIESTER, 1971), & eliminacdo de artefatos (RYERSE et al., 1992), a secrecéo
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apocrina ou microapdcrina na liberacdo de enzimas digestivas (SANTOS e TERRA,
1984; WOOD e LEHANE, 1991), ou ainda a acao de microrganismos (BROOKS et
al., 2002).

Alguns lepidopteros resistem a infeccao por baculovirus por apoptose seletiva
ou descamacéao de células infectadas fora do intestino (CLEM, 2001). Nas imagens

avaliadas no presente estudo nao foi possivel visualizar esse processo.
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Figura 4. NUumero de células regenerativas em 1000um de extensdo nas linhagens suscetivel e
resistente tratada e ndo tratada com a cepa HD-73 de Bacillus thuringiensis. As letras mailsculas
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(Tukey a 5%).
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Tabela 6. Compara¢éo do niumero de células regenerativas entre lagartas de A. gemmatalis tratadas e
néo tratadas com a bactéria HD-73 (Bt).

N° de células regenerativas

Lagartas
1 2 3 4 5 6 Média  Erro Padréo

Suscetivel Sem Bt ANT 553 354 509 404 605 39.1 46.94B 4.1
POS 118.8 138.2 615 63.5 985 106.8 97.89A 8.5

Com Bt ANT 118.8 138.2 615 63.5 985 106.8 97.89A 8.5

POS 886 127.3 684 785 881 828 88.92A 7.7

Resistente Sem Bt ANT 743 43.0 723 734 66.1 1037 7211A 6.2
POS 1025 78.2 86.2 881 758 749 84.28A 7.3

Com Bt ANT 743 745 754 769 623 553 69.79C 6.0

POS 934 710 621 812 803 857 7895A 6.8

ANT= por¢éo anterior do intestino médio;
POS= porcao posterior do intestino médio;
1Tukey a 5% de probabilidade

Figura 5. Fotomicrografias do intestino médio de larvas de A. gemmatalis. A: linhagem suscetivel
controle. B: linhagem resistente controle. C: linhagem suscetivel com Bt. D: linhagem resistente com
Bt. Aspecto geral do intestino médio: Células colunares (Co) com bordadura estriada (Be) e protusdes
citoplasmaticas (P), Células caliciformes (Ca), Células regenerativas (Re), membrana peritréfica (Mp),
[imen (lu), camada muscular (Mu). Barra = 10um.
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6 CONCLUSOES

Os produtos biolégicos produzidos a base de B. thuringiensis possuem
diferentes toxinas Cry na sua composicdo e estas atuam em conjunto ou
independentes, de forma diferente em cada espécie de Lepidoptera.

A populacdo de A. gemmatalis resistente a CrylAc demonstra ter menor
suscetibilidade aos produtos testados em comparacao com a populacdo suscetivel a
CrylAc.

As diferencas no namero de células intestinais das duas linhagens de A.
gemmatalis provam que o desenvolvimento da resisténcia a bactéria HD-73 provoca
alteracdes celulares no intestino médio das lagartas.

Apos a ingestéo do liofilizado de HD-73, tanto as lagartas resistentes e quanto

as suscetiveis a CrylAc experimentam alteracées no nimero de células intestinais.
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