DOI: 10.1590/1808-1657v77p0832010

HISTOPATOLOGIA DA INTERACAO DE BACILLUS THURINGIENSIS E
EXTRATOS VEGETAIS NO INTESTINO MEDIO DE SPODOPTERA
FRUGIPERDA (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

N. Knaak?, M.S. Tagliari*, L.M. Fiuza'?

'Universidade do Vale do Rio dos Sinos, CP 275, CEP 93001-970, Sao Leopoldo, RS, Brasil. E-mail:
fiuza@unisinos.br

RESUMO

Plantas sdo fontes naturais de substancias inseticidas, ja que podem ser produzidas pelo vegetal
em resposta a ataques de insetos podendo representar uma alternativa no manejo de insetos-praga,
como Spodoptera frugiperda. Dessa forma, o presente trabalho objetivou a andlise histopatoldgica
do intestino médio de lagartas de S. frugiperda, apds a ingestao dos extratos obtidos por maceragao
e infusao de Petiveria alliacea, Zingiber officinale, Cymbopogon citratus, Malva silvestris, Baccharis
genistelloides e Ruta graveolens, assim como a associacdo desses extratos com Bacillus thuringiensis
aizawai. As lagartas foram tratadas in vivo com cada extrato e a bactéria, mais a associagdo desses
extratos com B. thuringiensis e apds, uma reacgao de cinética entre 3 e 27 horas, foram fixadas para
o preparo de cortes histolégicos, os quais foram corados e analisados comparativamente as
testemunhas em microscopia 6ptica. Os resultados mostraram mudancas na histologia do
intestino médio das lagartas de S. frugiperda, 3 horas apds a aplicagdao dos tratamentos a base de
P. alliacea, Z. officinale, C. citratus e M. silvestris, enquanto que para B. genistelloides e R. graveolens s6
foram observados alteracdes apds 6h. Na interagdo dos extratos com B. thuringiensis observou-se
alteragdes nas microvilosidades, desorganizagdo do intestino médio e a hipertrofia das células
epiteliais que projetaram-se para o limen. Os resultados desse trabalho mostram que o efeito
histopatoldgico de Z. officinale, M. silvestris, R. graveolens e B. genistelloides, foram mais ativos quando
comparados aos extratos de P. alliacea e C. citratus, os quais apresentaram uma interagao positiva
com B. thuringiensis.

PALAVRAS-CHAVE: Lepidoptera, Bacillus thuringiensis, plantas inseticidas, intestino médio,
controle biolégico.

ABSTRACT

HISTOPATHOLOGY OF THE INTERACTION OF BACILLUS THURINGIENSIS AND PLANT
EXTRACTS IN THE MIDGUT OF SPODOPTERA FRUGIPERDA (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).
The natural insecticidal substances produced by plants in response to insect attack may represent
an alternative for the management of pest insects such as Spodoptera frugiperda. This study was
therefore aimed to histopathologically analyze the midgut of larvae of S. frugiperda, after ingestion
of extracts obtained by maceration and infusion of Petiveria alliacea, Zingiber officinale, Cymbopogon
citratus, Malva silvestris, Baccharis genistelloides and Ruta graveolens, and the association of these
extracts with Bacillus thuringiensis aizawai. The larvae were treated in vivo with each extract, B.
thuringiensis, and the combination of these extracts with the bacteria, and after a reaction kinetics
of between 3 to 27 hours they were fixed for the preparation of histological sections, which were
stained and analyzed in comparison to the controls with light microscopy. The results showed
changes in the histology of the midgut of the larvae of S. frugiperda, 3 hours after application of
treatments based on P. alliacea, Z. officinale, C. citratus and M. silvestris, while for B. genistelloides and
R. graveolens changes were observed only after 6h. In the interaction of extracts with B. thuringiensis
the analysis revealed changes in microvilli, disorganization of the midgut and hypertrophy of
epithelial cells that projected into the lumen. The findings show that the histopathological effects
of Z. officinale, M. silvestris, R. graveolens and B. genistelloides were more active when compared to
extracts of P. alliacea and C. citratus, which showed a positive interaction with B. thuringiensis.

KEY WORDS: Lepidoptera, Bacillus thuringiensis, insecticidal plants, midgut, biological control.
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INTRODUCAO

A produgaoagricolatemevoluidoeosavangos da
ciéncia tém fundamentado tecnologias diversas, per-
mitindo oaumentona producédoagricola. Entretanto,
alguns fatores do ambiente atuam interferindonega-
tivamente na producao da cultura (OLIVEIRA; FREITAS,
2009). Segundo ZuccHr et al. (1992), os prejuizos cau-
sados pelos insetos-praga, nas principais culturas do
mundo, podem causar perdas na producao entre 2 e
28%. Nesse contexto, no Brasil, os insetos-praga sao
responsaveis por prejuizos de 7 a 79% na produgao
nacional e regional.

NalavouradearrozirrigadodoRio GrandedoSul
ocorrem diferentes insetos-praga, sendo que o
lepidéptero da familia Noctuidae, Spodoptera
frugiperda (Smith,1797), é considerado uma das prin-
cipais (OLIVEIRA; FrEITAS, 2009). O controle desses é
feito basicamente com o uso de produtos quimicos,
mas, a partir da ultima década, a conscientizagdo
quimica sobre o uso indiscriminado e incorreto de
defensivos agricolas no ambiente rural e urbano,
causando prejuizos aos ecossistemas e ao homem,
temmotivadoodesenvolvimentodemétodos e produ-
tos alternativos para o controle de pragas.

Os produtos naturais obtidos de matéria-prima
vegetal oferecem larga variedade de moléculas com
grande diversidade nas suas estruturas e atividade
bioldgica (ReiGosa; PEDROL, 2002). Também pode ser
consideradaoutrarazdo paraointeresse crescente em
fitotoxinas, aampla gama denovossitios deacdonos
organismos alvo. Nesse caso, mesmo que elas ndo
sejam disponiveis para comercializagdo, podemindi-
car caminhos para a sintese de novos produtos (DUke
et al., 2000). Isso é importante se considerada a velo-
cidade com que os insetos e 0s micro-organismos tém
desenvolvido resisténcia aos produtos quimicos uti-
lizados frequentemente como agentes de controle de
espécies alvo.

De acordo com MEeLLO; SivA-FiLHO (2002), 0s com-
ponentes inseticidas podem ser divididos nos se-
guintes grupos: substancias derivadas de compostos
quimicos (tanino, terpenoides, flavonoides, alcaloides,
quinona, linomoides, fendis), moléculas produzidas
a partir do processamento de proteinas (quitinase,
lectinas, inibidores de co-amilase e inibidores de
proteinases) e compostos volateis das plantas.

Quantoaos micro-organismos, o agente de contro-
lemais comum é o Bacillus thuringiensis Berliner, uma
bactéria Gram-positiva, que produzinclusdes de cris-
tais de proteinas durante a esporulagdo. Essas inclu-
sOes (delta-endotoxinas) sdo toxicas para certas lar-
vas de lepidépteros, dipteros ou coledpteros na oca-
sido da ingestdo (RauL; ELLAR, 1998; ARONSON; SHAI,
2001). As delta-endotoxinas sao sintetizadas em for-
mas de cristais inativos que solubilizados e

proteoliticamente ativos no intestino do inseto tor-
nam-se toxicas (VAN RiE et al., 1990).

O intestino médio dos insetos é de origem
endodérmica, consiste de um tubo de didmetro varia-
vel formado por um epitélio simples apoiado sobre
umamembranabasal (CHAPMAN, 1998). Essaregidodo
sistema digestivo é considerada o principal local de
secrecdo de enzimas digestivas e absor¢do denutrien-
tes,bem comoaregulacdodeions (Loesetal.,2001). O
apice das células epiteliais do intestino médio em
geral apresentamicrovilosidades, sendo estas envol-
vidas na digestdo, absor¢do de nutrientes, dgua e
secrecgdo de liquidos (TErrA et al., 1996).

Supde-se que osingredientes ativos toxicos, oriun-
dos de plantas, atuem nointestinomédio dos insetos.
Dessa forma, o presente trabalho objetivou a analise
histopatoldgica do intestino médio de lagartas de S.
frugiperda, ap6s a ingestdo dos extratos obtidos atra-
vés da maceragdo e infusdo de Petiveria alliacea,
Zingiber officinale, Cymbopogon citratus, Malvasilvestris,
Baccharis genistelloides e Ruta graveolens, assim como a
associacdo desses extratos com a bactéria
entomopatogeénica B. thuringiensis aizawai.

MATERIALEMETODOS

As lagartas de 2° instar de S. frugiperda, prove-
nientes da criacdo de insetos estabelecida pelo grupo
de pesquisa: Manejo de Populagdes de Insetos, da
UNISINOS, foram mantidas em condic¢oes controla-
das (25 + 2° C, umidade relativa de 70% e fotofase de
12h).

Os extratos vegetais foram obtidos da maceragao
e infusao de P. alliacea, Z. officinale, C. citratus, M.
silvestris, B. genistelloides e R. graveolens. A infusao foi
obtida pela adicdo da agua aquecida a 90° C e o
macerado foi preparado com agua a 4° C, na propor-
¢do de 1:10. As suspensdes do entomopatdgeno B.
thuringiensis aizawai foram obtidas diretamente pela
diluigdo do produto comercial Xentari® (Abbott do
Brasil Ltda.) a concentracgdo de 1.10° céls/mL.

Foram preparados tratamentos somente com o
extrato vegetal (infusdo, macerado), tratamentos so-
mente com o produto Xentari® e tratamentos com a
combinacdo do extrato vegetal (infusdo e macerado)
mais Xentari®. Para cada tratamento foram aplica-
dos 100 puL das suspensdes na superficie da dieta de
Porrout; Bues (1970), previamente acondicionada em
miniplacas de acrilico. Nos ensaios, 30 lagartas de
2%instar de S. frugiperda foram colocadas individual-
mente em cada miniplaca de acrilico, contendo os
tratamentos. Nas testemunhas, o volume dos trata-
mentos foisubstituido poragua destiladaesterilizada.
Os tratamentos foram mantidos em cdmara
climatizada a 25° C, 70% de UR e fotofase de 12h.
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Ap6s a aplicagao dos tratamentos, 5 lagartas de
cadatratamento foram coletadosem periodosde3, 6,
9,12,24 e27horas. Apéds a fixagdo, em Bouin Hollande
Sublime-BHS por 24 horas (BRANDTZAEG, 1982), as la-
gartas foram submetidas a desidratagdo em solugdes
deetanol, emordem crescente de graduacéo, seguidos
debanhos rapidos de xilol e impregnacdo em parafi-
na. Os cortes histologicos longitudinais do intestino
médio das lagartas de S. frugiperda foram realizados
a5umdeespessura. A coloragédo foiefetuadacom Azul
de Heidenhain (Fruza, 1995) e observados em micros-
copia Optica.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Os resultados mostraram mudancgas na
histologia do intestino médio das lagartas de S.
frugiperda, 3 horas apds a aplica¢do dos tratamen-
tos a base de P. alliacea, Z. officinale, C. citratus e M.
silvestris (Fig. 1B, 1C, 1D e 1F), enquanto que para B.
genistelloides e R. graveolens (Fig. 1E e 1G) s6 foram
observadas altera¢des apds 6h, quando compara-
das a testemunha.

As lagartas tratadas com P. alliacea, 6 horas apds
o tratamento com macerado e infusdo, apresentaram

vacuolizacdo do citoplasma e proje¢oes de células
epiteliais na luz intestinal, porém, a degradacéo da
membrana peritréfica e dasmicrovilosidades ocorre-
ram 12 horas ap6s o tratamento. Nos periodos obser-
vados para o tratamento de macerado einfusdo de P.
alliacea, as altera¢des foram semelhantes, sendo que a
partir de 24 horas o macerado foi mais ativo, provo-
cando alteracdes nas microvilosidades do intestino
médio.

Apéds3hdaaplicacio domaceradode Z. officinalis,
houve alongamento celular, projecao de células para
a luz intestinal, auséncia da membrana peritréfica e
rupturadoepitélio. Apés 24 horas teveinicioa degra-
dacdo das microvilosidades, vacuolizacdo do
citoplasma e aumento no volume celular. Na infusdo
de Z. officinalis foi observado que, apds 12 horas,
houve a desintegragdo da membrana peritroéfica e
apo6s 24 horas alteragdes das células epiteliais, proje-
¢do de muitas células na luz intestinal. Dessa forma,
otratamento com macerado foimaisativo,ja que,com
3h apéds aplicagdo dos tratamentos, a membrana
peritréfica estava ausente e esta serve de protegdo do
epitélio contra danos mecanicos e quimicos provoca-
dos pelo alimento, barreira fisica contra micro-orga-
nismos e compartimentalizacdo da digestdo (TERra,
1988; CHAPMAN, 1998).

Fig. 1 - Seccdes longitudinais do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda, 3 horas apds a aplicagao dos
tratamentos: Testemunha (A), macerado de Petiveria alliacea (B), macerado de Zingiber officinale (C), macerado de Malva
silvestris (D), macerado de Ruta graveolens (E), macerado de Cymbopogon citratus (F), macerado de Baccharis genistelloides
(G), epitélio intestinal (e), luz intestinal (L), tecido conjuntivo (tc), microvilosidades (m). Aumento de 400 vezes.
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C. citratus e M. silvestris, na forma macerada e
infusdo, causaram vacuolizacdo do citoplasma e
alongamento celular, apés 3h do tratamento. En-
quanto que para B. genistelloides e R. graveolens as
mesmas alteragdes foram observadas apés 9h para
o macerado e 6h para infusdo. A degradacdo das
microvilosidades foram ob servadas apds 24h para
C. citratus e M. silvestris, no entanto, para B.
genistelloides e R. graveolens, essas alteragdes ocorre-
ram 27h apds a aplicagdo dos tratamentos. Da mes-
ma forma Corre1A ef al. (2009), avaliando o extrato de
Azadirachta indica em lagartas de S. frugiperda, veri-
ficaram que as alteracbes morfoldgicas s6 foram
evidenciadasnomeséntero, sendo asua intensidade

dependente do tempo e da concentragao utilizada.
Ainda observaram degeneracao do epitélio e redu-
cdodecélulasregenerativas e deatividade secretora
dessa regido, em ambas as concentragdes de nim.
Essas alteracdes foram observadas apés 96h a 1,0%
e 144h a 0,5%.

Em todos os tratamentos realizados no presente
estudo foi observado que a forma macerada foi mais
ativa que a infusdo, pois a degradacao das
microvilosidades ocorreram em periodos mais curtos
do queainfusao, sendoasmicrovilosidades conside-
radas muito importantes, pois estdo envolvidas na
digestdo, absorcao de nutrientes, d4gua e secregao de
liquidos (TERrA et al., 1996).

Fig. 2 - Secgdes longitudinais do intestino médio das lagartas de Spodoptera frugiperda nao tratadas (A) e 9 horas apds o
tratamento com Bacillus thuringiensis aizawai - Xentari® (B); epitélio intestinal (e); luz intestinal (1); tecido conjuntivo (tc).
Aumento de 400 vezes.

TR

D,

Fig. 3 - Se¢bes longitudinais do intestino médio das lagartas de Spodoptera frugiperda, 3 horas apds o tratamento com o
macerado de extratos vegetais e o produto comercial Xentari® (aumento de 400 vezes). Zingiber officinalis + Xentari®
(A); Petiveria alliacea + Xentari® (B); Malva silvestris + Xentari® (C); Baccharis genistelloides + Xentari® (D); Ruta graveolens
+ Xentari® (E), Cymbopogon citratus + Xentari® (F). Epitélio intestinal (e); luz intestinal (1); tecido conjuntivo (tc).
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Quanto a aplica¢do do produto Xentari® (Fig. 2A
e 2B) observou-se que, ap6s 3 horas, havia muitas
células na luz intestinal e iniciou-se a destruigao da
membrana peritréficaquando comparadoa testemu-
nha. Apés 9 horas ocorreu o alongamento das
microvilosidades. Apés 27 horas iniciou-se a degra-
dacado das microvilosidades e altera¢des das células
colunares do intestino médio.

A interacdo do macerado de Z. officinale e do
produto Xentari® (Fig. 3A) causou um alongamento
das células, auséncia da membrana, degradacdo das
microvilosidades ealtera¢des na estrutura doepitélio
num periodo de 3 horas apds a aplicagdo dos trata-
mentos.

Na mesma interagéo, onde foi utilizada a infusdo
de Z. officinale e Xentari®, em 3 horas apds os trata-
mentos houve alongamento das células e das
microvilosidades e ausénciadamembrana peritréfica.
Ap6s 24 horas iniciou-se a desintegracdo das
microvilosidades, alteragdes das células epiteliais
seguidas da ruptura celular e proje¢do dessas para a
luz intestinal.

De acordo com ARANDA et al. (1996), 15 minutos
apo6saaplicagdodasCry1CeCry1DemS§. frugiperda,
ja é possivel observar mudancas em suas células
epiteliais, porém, a vacuolizacdo do citoplasma, a
degradagao da membrana e a destruicdo das células
sdo observadas 1 hora apés a aplicagdo das toxinas
de B. thuringiensis. Embora maislento, o mesmomeca-
nismo de agdo foi observado no mesmo inseto alvo
quando utilizado nesse estudo Bt aizawai.

Quantoainteracdo domaceradode P. alliacea (Fig.
3F), foram observadasalteragdes dasmicrovilosidades
ap6s 3 horas da aplicacdo. Apds 12 horas havia
muitas células na luz intestinal observando-se a de-
gradacdo das microvilosidades e as alteracdes das
células epiteliais. Na interacdo do extrato de infuséo
de P. alliacea e Xentari® apds 3 horas houve alonga-
mento celular e vacuolizagdo do citoplasma. Apds 24
horas foi observada a desintegracdo das
microvilosidades e a ruptura das células epiteliais.

Na interacdo dos extratos C. citratus, M. silvestris,
B. genistelloides e R. graveolens com Xentari® (Fig. 3B,
C, D, E) observaram-se alteragdes estruturais das
microvilosidades com 3h, excetoparaC. citratus,onde
essas alteragdes foram observadas 24h. Porém no
tratamento com infusdo/ Xentari®, estas altera¢des
ocorreram 9h ap06s a aplicagdo dos tratamentos para
os extratos de M. silvestris e B. genistelloides, e 6h para
C. citratus e R. graveolens.

Nas pesquisas de BAEset al. (1997), usando doses
subletais de toxinas Cry 1A de B. thuringiensis, as
células do intestino médio nao foram afetadas, apre-
sentando apenas alteragdes estruturais nas
microvilosidades e mitocondrias, cujas alteragdes
histopatoldgicas iniciam nas microvilosidades do

intestinomédio. Esses resultados mostram semelhan-
¢as com os dados da presente pesquisa, quando com-
parados com o efeito histopatolégico da associagdo
com extratos, obtidos por maceracéo, e Xentari® no
intestino médio nas primeiras horas apds a ingestao
pelas lagartas de S. frugiperda.

Os compostos quimicos (tanino, terpenoides,
flavonoides, alcaloides, quinona, linomoides, fendis),
moléculas produzidas a partir do processamento de
proteinas (quitinase, lectinas, inibidores de a-amilase e
inibidores de proteinases) e compostos volateis das
plantas (MELLO; SILvA-FILHO, 2002), presentes nos extra-
tosvegetais, sofrem diferentes alteragdes deacordocom
ascondigdes fisico-quimicasaolongodotratodigestivo
dosinsetos. Sendo assim, nesse estudo verificou-se que
a toxicidade dos extratos P. alliacea, Z. officinale, R.
graveolens, M.silvestris, B. genistelloides e C. citratus causa-
ram danos como: a vacuolizacdo do citoplasma, rompi-
mento das microvilosidades, destruicio da membrana
peritréfica ealteracdesnas célulasdointestinomédiode
S. frugiperda. Esses resultados também foram relatados
pordiversosautores queestudaramomododeagdodas
toxinas de B. thuringiensis em lepidopteros da familia
Noctuidae (G et al., 1992; ARANDA et al., 1996; SCHNEPF
et al., 1998, MONNERAT; Bravo, 2000).

RauskL et al. (2000) observaram a vacuolizacdo do
citoplasma e orompimento das microvilosidades, no
intestinomédio, emlagartas de Lymantriamonacha (L.)
expostas a toxina Cry 1A, além dos efeitos ja mencio-
nados. Os autores verificaram a desorganizagao do
intestino médio e a hipertrofia das células epiteliais
que foram desprendidas e lancadas para dentro do
Idmen. ARANDA et al. (1996) testando a interagdo de
proteinas Cry 1C e Cry 1D de B. thuringiensis aizawai
emlagartasdeS. frugiperda, obteve dados semelhan-
tes, que também foram observados com o produto
Xentari® eaassociagao deste com os extratos vegetais
testados nesse estudo.

A ruptura das células epiteliais observada na
interacdo de Z. officinale e P. alliaceae com Xentari®
indica umaredugdono gradiente eletroquimico de K
na célula, conforme relata LiesiG et al. (1995), testando
proteina Cry de B. thuringiensis kurstaki em larvas de
Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera:Bombycidae).

BAINEs et al. (1997), testando toxinas Cry 1A de B.
thuringiensis em lepidépteros, afirma que o colapso
provocadono gradiente eletroquimicono epitéliodo
intestino médio causa a morte doinseto. Nesse senti-
do, quando utilizados extratos vegetais de Z. officinale,
P.alliacea, C. citratus, M. silvestris, B. genistelloides e R.
graveolens e a interacdo desses com Xentari® obser-
vou-se a destruicdo da membrana peritréfica, das
microvilosidades e das células epiteliais no intestino
médio, as quais também podem provocar um
desequilibrio i6nico entre as células e o meio externo
que leva o inseto a morte.
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Osresultados desse trabalho mostram que os efei-
tos histopatolégicos de Z. officinale, M. silvestris, R.
graveolens e B. genistelloides, no intestino médio de S.
frugiperda, foram mais ativos quando comparados
aosextratosde P.alliacea e C. citratus, os quais apresen-
taram umainteracado positiva com o produto Xentari®
(B. thuringiensis aizawai), acelerando o processo de
destruicdo das células intestinais, o que representa
um maior tempo letal da espécie alvo S. frugiperda,
quando foram utilizados simultaneamente esses
métodos de controle.
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