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Dinamica hemocitaria em lagartas de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) tratadas com nim
(Azadirachta indica A. Juss)

A. A.CORREIA, V. WANDERLEY-TEIXEIRA, A. A. C. TEIXEIRA, J. V. DE OLIVEIRA, J. B. TORRES

INTRODUCAO

O conhecimento dos mecanismos imunes dos insetos é de grande importéncia, pois
alteragOes causadas nesses mecanismos podem auxiliar no desenvolvimento do controle
de insetos-praga. Assim, neste estudo foram analisadas amostras de hemolinfa de
lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), visando a
caracteriza¢do e contagem diferencial éos hemdcitos, antes e apds o tratamento por
ingestdo com a formulagdo Neemseto~ a base de nim, Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae), a fim de detectar em qual concentragdo ocorrem minimas alteragoes
imunoldgicas que possam ser determinantes para o seu controle. A hemolinfa de lagartas
de S. frugiperda nao tratadas e tratadas com nim a 0.5 e 1,0% foi coletada nos intervalos
de 48, 96, 144, 192 e 240h ap6s o tratamento e os esfregacos analisados em
microscépico de luz. A andlise revelou a presenca de seis tipos de hemdcitos na
hemolinfa das lagartas: Adipohemdcitos (ADs), Esferuldcitos (Es), Granuldcitos (GRs),
Oenocitéides (OEs), Plasmatécitos (PLs) e Prohemdcitos (PRs). As células mais
freqiientes foram granuldcitos e plasmatécitos, respectivamente, para os tratamentos nos
intervalos de avaliagdo. A contagem diferencial dos hemdcitos de lagartas de S.
frugiperda sob influéncia do nim revelou um efeito dependente da concentragio sobre a
dinamica hemocitdria. Contudo, apesar da mortalidade e dos efeitos ocorrerem de forma
mais expressiva no tratamento com nim a 1,0%, ambas as concentragdes estudadas
alteraram a imunidade celular das lagartas.
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insetos sdo: a cuticula (exoesqueleto), o
canal alimentar e o sistema respiratério, que
sdo bastante eficientes (BULET et al., 1999).

A extrema proliferacdo e a diversidade
dos insetos, entre outros fatores, pode estar
relacionada ao sistema imunoldgico inato,
que representa uma defesa contra particulas
e organismos estranhos, sendo composto por
barreiras estruturais e fisiolégicas (BULET et
al., 1999; LAVINE & STRAND, 2002). As
barreiras estruturais de natureza fisica dos

Quando essas barreiras estruturais e fisiol6-
gicas sdo rompidas, os agentes estranhos
atingem a hemocele desencadeando comple-
x0s e interconectados mecanismos humorais
e celulares. A resposta humoral consiste da
sintese de uma grande variedade de peptide-
os antimicrobianos, principalmente pelos
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corpos gordurosos e cascatas proteoliticas
que, sob ativacdo conduzem a coagulagdo da
hemolinfa ou melanizacdo, bem como
reagoes intermedidrias de oxigénio e nitrogé-
nio (HOFFMANN, 1995). Por outro lado, as
defesas celulares referem-se a respostas imu-
nes como fagocitose, nodulacao, encapsu-
lacdo e citotoxidade, mediadas por hemdci-
tos, células livres circulantes na hemolinfa
(SiLva, 2002).

O sucesso das respostas de defesa depen-
de do nimero e dos tipos de hemdcitos
envolvidos nesses mecanismos (RUSSo et al.,
2001). Contudo, a relativa abundéncia, a
variabilidade de tipos e a atividade funcional
dos hemdcitos circulantes sdo conhecidas
por variar dentro e entre os estdgios de vida
de uma espécie de inseto, bem como entre
espécies proximas relacionadas (NEGREIRO
et al., 2004). A acurada classificagdo é um
importante pré-requisito para o estudo dos
hemocitos (LING et al., 2003).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugi-
perda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
¢ a principal praga do milho (Zea mays L.)
no Brasil e, nos tdltimos anos, vem aumen-
tando a sua importancia em vdrias dreas cul-
tivadas (CARNEIRO et al., 2004). Devido a
diversos efeitos colaterais decorrentes do uso
de inseticidas sintéticos, novas alternativas
de controle tém sido pesquisadas, como a
utilizacdo de plantas com atividade insetici-
da (SHARMA et al., 2003).

Extratos, pds e 6leos de plantas como o
nim, Azadirachta indica A. Juss tém sido
investigados em relagdo a sua bioatividade
sobre vdrias espécies de insetos. Os resulta-
dos demonstram deterréncia alimentar, ini-
bicdo da sintese do ecdisona, redu¢cdo no
crescimento, deformagdes em pupas e adul-
tos, reducdo da fecundidade e longevidade de
adultos, alteragdes na capacidade de atrag@o
de feromonios, esterilizacdo e inibi¢do de
oviposi¢do, diminui¢do da transmissdo de
virus, repeléncia e mortalidade (ROEL, 2001).
Entretanto, os efeitos patoldgicos dos inseti-
cidas de origem vegetal sobre hemdcitos de
insetos sao bastante escassos (SHARMA er al.,
2003). Assim, o presente trabalho teve como

objetivo caracterizar e quantificar os hemdci-
tos de lagartas de S. frugiperda antes e apgs o
tratamento com a formulacao Neemseto™ a
base de nim, visando detectar em qual con-
centracao ocorrem minimas alteragcdes imu-
nolégicas que possam ser determinantes para
o0 seu controle.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos insetos. Foram utilizadas
lagartas de S. frugiperda obtidas da criacao
estoque do Laboratério de Entomologia
Agricola do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), mantidas a temperatura de 25,2 +
1.4°C, umidade relativa de 67 + 0,7% e foto-
fase de 12h, e alimentadas com folhas de
milho.

Instalacdo dos Bioensaios. Folhas de
milho hibrido duplo AG 1051 semeado em
casa-de-vegetacdo, contendo duas plantas/
vaso de 5L com solo + himus de minhoca
(propor¢do 2:1) + 12,13g de N-P-K (formu-
lacdo 4-14-8) foram empregadas na alimen-
tacdo das lagartas. Eventualmente, foram
semeadas plantas no campo experimental do
Departamento de Agronomia da UFRPE.
Pedagos de folhas de milho (6,0 x 4,5cm)
com 20 a 40 dias de idade foram imersos na
calda do produto formulado de nim [Neem-
seto® - 0,5 (SmL/L) e 1,0% (10mL/L)],e em
dgua destilada (testemunha), por aproxima-
damente cinco segundos, e postos para secar
durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, foram oferecidos como alimen-
to as lagartas de S. frugiperda do oitavo dia
de idade (3° instar), em placas de Petri de
10cm de diametro forradas com papel de fil-
tro umedecido com dgua destilada, durante
48 horas. Apds este periodo, as folhas foram
substituidas, diariamente, por novas folhas
nao tratadas, até as lagartas atingirem a fase
de pupa. Cada tratamento constou de 100
lagartas individualizadas em placas de Petri,
das quais foram retiradas 20 lagartas para
avaliacao da sobrevivéncia e pupacdo. As
lagartas restantes foram utilizadas para cole-
ta da hemolinfa.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 34, 2008 359

Coleta da hemolinfa para analise morfo-
légica dos hemocitos. Amostras de Syl de
hemolinfa foram coletadas de 10 lagartas por
tratamento, nos intervalos de 48, 96, 144, 192
e 240h. Cada lagarta correspondeu a uma
repeticdo, sendo utilizadas 10 repeti¢des/
intervalo de tempo/tratamento. A coleta de
Sul. de hemolinfa foi feita através de uma
incisdo na regido meso-pleural da lagarta e
com o auxilio de uma micropipeta. Em segui-
da, o material coletado foi colocado sobre
uma lamina microscépica e realizado o esfre-
gaco. Os esfregacos foram fixados em meta-

nol por cinco minutos e submetidos a colo-
racao de Giemsa durante o mesmo periodo. A
andlise morfoldgica dos hemdcitos foi reali-
zada, utilizando-se microscépio de luz
OLYMPUS BX-49, e as fotografias realiza-
das em fotomicroscépio OLYMPUS BX-51.

Contagem diferencial dos hemdcitos. A
contagem dos hemdcitos seguiu a metodolo-
gia parcialmente modificada de FALLEIROS et
al. (2003). Em cada repeticao (lamina) foram
contadas 300 células em campos aleatdrias,
utilizando-se objetiva de imersdao. A pro-
por¢do (%) de células (hemdcitos) obtida nas
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Figura 1. Propor¢do de lagartas de S. frugiperda que atingiram a fase de pupa e respectiva taxa de sobrevivéncia
(Média + EP), submetidas as diferentes concentra¢des de nim. Médias indicadas com diferentes letras relativas a
sobrevivéncia larval diferem entre concentragdes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Hemdcitos de S. frugiperda.
Adipohemdcito (A) com vdrias goticulas de lipidios de forma e tamanhos irregulares
no citoplasma (setas) proximas ao nicleo (N).

Esferulécito (B) com virias vesiculas (setas) dispostas irregularmente chegando a mascarar o nicleo.
Granulécito (C) grande quantidade de grinulos irregulares pequenos no citoplasma (seta).
Oenocitoide (D) caracterizado pelo seu tamanho volumoso com nicleo excéntrico (N).
Plasmatocito (E) exibindo prolongamentos citoplasmaticos (seta).

Prohemdcito (F) apresentando nticleo volumoso (N) deixando o citoplasma restrito a uma
pequena faixa periférica. Barras =10um.
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amostras (repeticoes) de lagartas de S. frugi-
perda submetidas aos tratamentos foi subme-
tida a andlise de variancia. No caso de respos-
ta significativa na proporcao de hemdcitos em
funcdo dos intervalos de avaliagdo apds trata-
mento, os resultados foram submetidos a ana-
lise de regressdo para a sua interpretacao e,
sendo selecionadas as equagdes que melhor
representavam a resposta bioldgica e com
base na sua significancia (F e P) e maior coe-
ficiente de determinagio (R2). Toda as andli-
ses foram conduzidas utilizando o Programa
Estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 1999-2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo realizada aos dois dias ap6s a
instalag@o do experimento, verificou-se 100%
de sobrevivéncia das lagartas alimentadas
com folhas tratadas com nim. No entanto, a
partir dos seis dias apés tratamento, a sobre-
vivéncia variou de 25,0 a 87.5%. A menor
sobrevivéncia ocorreu no tratamento com nim
a 1,0% (Figura 1). Todos os tratamentos com
nim alongaram a fase larval, cuja duragio foi
de 20 dias, diferindo da testemunha, onde o
desenvolvimento larval foi em torno de 16
dias, observando-se, deste modo, uma respos-
ta concentra¢do-dependente. Estes resultados
estdio de acordo com aqueles obtidos por
MARTINEZ & VAN EMDEN (2001) em que
lagartas do género Spodoptera apresentaram
redugdo no crescimento, mortalidade e defor-
midades quando tratadas com o nim.

Desta forma, as alteracdes observadas na
fase larval sao representativas da atividade
inseticida da azadiractina. Na maior concen-
tracao de nim, observou-se ainda, ja a partir
do intervalo de 48h, deterréncia alimentar e
anormalidades morfoldgicas, provavelmente
relacionadas a ecdise incompleta ou ausén-
cia de ecdise. Muitas lagartas morreram
durante a ecdise sem conseguir liberar total-
mente a exuivia (que geralmente ficava presa
na parte posterior do abdome), enquanto
outras lagartas morreram numa fase interme-
didria entre pré-pupa e pupa. Em relacao a
nao-liberacdo da exuvia, MORDUE (LUNTZ)
& BLACKWELL (1993) mencionaram a

ocorréncia de sintomas semelhantes em inse-
tos submetidos a diferentes concentracoes de
azadiractina, e atribuiram essas alteracdes a
reducdo na concentragdo do ecdisona ou
atraso na sua libera¢do na hemolinfa.

De acordo com as andlises morfoldgicas,
foram visualizados, em todos os tratamentos,
seis tipos de hemdcitos (Figura 2) em lagar-
tas de S. frugiperda: Adipohemdcitos, Esfe-
ruldcitos), Granuldcitos, Oenocitéides, Plas-
matdcitos e Prohemdcitos. Essas células
seguiram o mesmo padrao morfolégico
observado por outros autores para a Ordem
Lepidoptera (FALLEIROS et al., 2003; NEGREI-
RO et al., 2004) fornecendo assim subsidios
para uma padronizagao dessas células. A ana-
lise histolégica nao revelou alteragdes nessas
células quando as lagartas foram tratadas
com nim nas diferentes concentragoes.

Através da Andlise de Regressao foram
obtidas equagdes, de acordo com a signi-
ficancia (P < 0,05), que explicam o compor-
tamento dos hemdcitos ao longo do
tempo/tratamento (Quadro 1). Alguns trata-
mentos ndo apresentam equacdes de
regressao, pois os percentuais da contagem
diferencial dos hemdcitos de S. frugiperda
ndo se ajustaram ao modelo estatistico.

A dinamica hemocitdria ao longo dos
intervalos de avaliacdo apds tratamentos
(Figura 3) foi varidvel para alguns tipos de
hemdcitos, enquanto outros se mantiveram
constantes. A quantidade de adipohemdcitos
diminuiu significativamente no tratamento
com nim a 1,0%. Esta diferenca foi observa-
da no intervalo de 48h, o que pode estar rela-
cionado ao gasto das reservas energéticas
destas células para reparacao dos efeitos
ocasionados pela acdo do nim (HILLYER &
CHRISTENSEN, 2002). Uma vez que, nessa
condi¢@o a identificacdo desses hemdcitos
torna-se dificil, pois hd redu¢cdo no nimero
das goticulas de lipidios. Apds o intervalo de
48h, nao foram observadas diferengas esta-
tisticas, o que comprova o retorno destas
células a morfologia normal.

Houve um aumento proporcional no
nimero médio de esferuldcitos na concen-
tragdo de nim a 1,0%, e uma diminui¢ao na
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Quadro 1. Equagdes para as proporgoes (%) e respectivos parametros de ajuste (F, Teste de Fisher;
P, valor da significancia e; R2, coeficiente de determinaciio) da contagem diferencial dos hemécitos de lagartas
de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas e nao tratadas com nim a 0,5 e 1,0% em funcao dos
intervalos 48, 96, 144, 192 e 240h apés tratamento. Temp.: 25,2 + 1,4°C; UR de 67 + 0,7% e fotofase de 12h.

Tipos

de hembaitos Tratamentos Equagoes FP R2
Adipohemdcitos Testemunha §=5535-0021x 5,390.027 0,16

Nim 0,5% $ =3.294 - 0,008x 8,360,005 0,15

Nim 1,0% §=y=192 2,950.092
Esferuldcitos Testemunha §=y=1288 0,230,800

Nim 0,5% $=0997 +0317x - 0,001x2 3,660033 0,13

Nim 1,0% §=y=2491 0,680.566
Granulécitos Testemunha §=y=4530 0,650:528

Nim 0,5% §=y=4227 2390081

Nim 1.0% §=51911-0092x 13,920.001 0,22
Oenocitdides Testemunha $=y=287 0,420.660

Nim 0.5% §=y=245 2.280.091

Nim 1,0% $=y=165 1010395
Plasmatécitos Testemunha § =-9.933 + 0,689x - 0,003x2 8,830,001 0,39

Nim 0,5% §=-11,79 + 0,928x - 0,007x2 + 0,000016x3 8,94<0.001 037

Nim 1,0% § = 13,741 +0,1007x 13,750.001 0,22
Prohemdcitos Testemunha § = 3742 -0,502x + 0,0022x2 10,18<0.001 043

Nim 0,5% § = 23,88 - 0.432x + 0,003x2 - 0,0000069x3 2,9<0.045 0,16

Nim 1,0% $=29019 - 0,603x + 0,0043x2 - 0,0000095x3 12,19<0.001 044

concentragao de 0,5%, acarretando diferenca
estatistica entre os tratamentos no intervalo
de 240h. Estes resultados corroboram com
SAss et al. (1994), que comprovaram o
envolvimento destes hemdcitos no transpor-
te de componentes cuticulares e remode-
lac@o tecidual, uma vez que foi observado
que o nim ocasionou danos expressivos na
cuticula de lagartas de S. frugiperda na
maior concentragdo, afetando o processo de
ecdise.

Para os granuldcitos, observou-se que nos
dois primeiros intervalos de tempo (48 e
96h) nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Figura 3). No entanto, no inter-
valo 144h houve uma reducdo significativa
dessas cé€lulas na concentragdo de nim a
0,5%, em relacdo a testemunha. Este fato
mostrou que nessa concentracdo o nim ¢é
capaz de interferir na defesa celular, pois
RIBEIRO & BREHELIN (2006), afirmaram que
os granuldcitos tém func¢do de reconheci-

mento de particulas estranhas na hemolinfa,
estando envolvidos nos processos de fagoci-
tose, detoxificagcdo e remodelacao da mem-
brana basal durante a metamorfose.

Numericamente, verificou-se uma redugao
dos oenocitdides a partir de 96h, nas duas
concentracoes, em relagdo a testemunha.
Este fato, provavelmente, se deve a lise
dessas células, uma vez que, segundo LAvI-
NE & STRAND (2002), esse processo ocorre
em fun¢do da liberacdo de fenoloxidases,
que atuam na esclerotizacdo da cuticula,
visto que as lagartas mortas apresentaram-
se escurecidas.

O ndmero médio de plasmatdcitos
aumentou gradativamente entre os tratamen-
tos, e os prohemécitos diminuiram. Conside-
rando esta relacao, BARDUCO et al. (1988),
constataram que os prohemdcitos sao células
indiferenciadas, que primeiro transformam-
se em plasmatdcitos, e apoOs liberagdo na
hemolinfa podem se diferenciar em granuld-
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Figura 3. Média (+ EP) da contagem diferencial (%) dos hemdcitos de lagartas de S. frugiperda alimentadas
com folhas de milho tratadas e ndo tratadas com nim a 0,5 e 1,0% a partir do terceiro instar. Médias indicadas com
diferentes letras ao longo do tempo diferem entre tratamentos pelo teste de Tukey (P < 0.05).

Nota-se que os valores na escala do eixo y diferem entre os tipos de hemdcitos.
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citos, esferulécitos e adipohemdcitos. No
entanto, o aumento dos plasmatdcitos nao foi
suficiente para impedir as alteragdes morfo-
l6gicas ocasionadas pelo nim nas duas con-
centragdes estudadas.

A contagem diferencial dos hemdcitos de
lagartas de S. frugiperda sob influéncia de
nim revelou uma relacdo concentrag@o-
dependente, que foi capaz de afetar a dina-
mica hemocitdria e provavelmente os even-
tos enddcrinos, contribuindo para a mortali-
dade e anormalidades morfolégicas produzi-

das. Contudo, apesar da mortalidade e dos
efeitos ocorrerem de forma mais expressiva
no tratamento com nim a 1,0%, ambas as
concentragdes alteraram a imunidade celular
dos insetos. Assim, verificou-se que o uso de
nim (Neemseto®) na concentragio de 0,5% é
suficiente para desencadear efeitos desse
inseticida nas respostas imunoldgicas de S.
frugiperda, contribuindo para redugdo de
doses e aplicagdo de inseticidas quimicos
que apresentam problemas aos organismos
benéficos e a0 meio ambiente.

RESUMEN

CORREIA, A. A., V. WANDERLEY-TEIXEIRA, A. A. C. TEIXEIRA, J. V. DE OLIVEIRA, J. B.
TORRES. 2008. Dindmica hemocitaria en larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) tratadas con nim (Azadirachta indica A. Juss). Bol. San. Veg.
Plagas, 34: 357-365.

El conocimiento de los mecanismos inmunes de los insectos es de gran importancia,
pues alteraciones causadas en esos mecanismos pueden auxiliar en el desarrollo del con-
trol deplaga de insectos. Asi, en este estudio fueron analizadas muestras de hemolinfa de
larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), para la caracte-
rizacion y recuento diferencial de los hemdcitos, antes y después del tratamiento por
ingestion con Neemseto® a base de nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), afin de
detectar en qué concentracion suceden minimas alteraciones inmunoldgicas que puedan
ser determinantes para su control. La hemolinfa de larvas de S. frugiperda, tratadas y no
tratadas con nim a 0,5 y 1,0%, fue extraida a intervalos de 48, 96, 144, 192 y 240h tras
el tratamiento y los analizados con microscopio 6ptico. El anilisis reveld la presencia de
seis tipos de hemdcitos en la hemolinfa de las larvas: Adipohemdcitos (ADs), Esferul6-
citos (Es), Granulécitos (GRs), Oenocitdides (OEs), Plasmatdcitos (PLs) y Prohemdci-
tos( PRs). Las células mds frecuentes fueron granulécitos y plasmatdcitos, respectiva-
mente, para los tratamientos en los intervalos de la evaluacion. El recuento diferencial de
los hemdcitos de larvas de S. frugiperda bajo influencia del nim revel6 un efecto depen-
diente de la dosis sobre la dindmica hemocitaria. Con todo, pese a la mortalidad y los
efectos que ocurren de forma mds llamativa en el tratamiento con nim al 1,0%, ambas
concentraciones estudiadas alteraron la inmunidad celular de las larvas.

Palabras clave: Respuesta inmunoldgica, larva del cartucho, maiz, morfologia,
hemolinfa.

ABSTRACT

CORREIA, A. A., V. WANDERLEY-TEIXEIRA, A. A. C. TEIXEIRA, J. V. DE OLIVEIRA, J. B.
TorrES. 2008. Hemocytary dynamics of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidopte-
ra: Noctuidae) larvae treated with neem (Azadirachta indica A. Juss). Bol. San. Veg. Pla-
gas, 34: 357-365.

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

trations induced alterations on cellular immunity of the larvae.

Key words: Immunological response, fall armyworm, corn, morphology,

hemolymph.
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